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RESUMO

Devido a auséncia de estudos que caracterizem o desenvolvimento ovocitario de
Atherinella brasiliensis, este trabalho visa caracterizar a ovogénese da espécie, utilizando
analises histologicas e citoquimicas. Foram realizadas coletas mensais entre novembro de
1998 a outubro de 1999 em uma planicie de maré adjacente a gamboa do Baguagu, na Baia de
Paranagué, Parana. Os exemplares foram seccionados na regido ventral e tiveram as gonadas
retiradas, sendo que algumas foram fixadas em Bouin (maximo 20 horas) e em seguida
armazenadas em alcool 70%. As gonadas foram preparadas para a realizagdo de laminas
permanentes e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) (descricdo morfologica) e com as
técnicas de coloragdo, Acido Periddico-Schiff (PAS) (detecgio de agucares neutros), Alcian
Blue pH 2,5 (AB pH2,5) (detecgdo de aglcares acidos carboxilados e sulfatados), Alcian
Blue pH 1,0 (AB pH 1,0) (detecgdo de agucares acidos sulfatados) e Fast Green (FG)
- (detecgdo de proteinas totais).Através da-analise histologica dos ovarios, corados com HE,
foram caracterizadas-6 fases de desenvolvimento ovocitario. A analise morfologica permitiu
observar entre o ovocito e as células foliculares (a partir da fase II) uma estrutura (camada)
filamentosa acidofila. Através do PAS, o citoplasma mostrou uma maior intensidade de
reagdo nas fases mais desenvolvidas. As células foliculares, a membrana vitelina e a camada
dos filamentos se.coraram em todas as fases. As vesiculas citoplasmaticas ndo se coram, ao
contrario dos granulos de vitelo. Através do AB pH 2,5 detectou-se aglicares acidos no
citoplasma dos ovocitos, exceto nas fases I e VI. As vesiculas citoplasmaticas, membrana
vitelina e os filamentos mostram-se sem afinidade. As células foliculares e os granulos de
vitelo mostram-se corados. Através do AB pH 1,0 detectou-se aguicares acidos sulfatados no
citoplasma dos ovocitos apenas nas fases II, IIl e IV. As vesiculas citoplasmaticas, granulos
de vitelo, membrana vitelina e camada de filamentos ndo apresentaram coloragdo e as células
foliculares apenas na fase II. A utilizagdo do FG permitiu observar que o citoplasma dos
ovocitos em todas as fases de desenvolvimento apresenta-se corado (exceto a fase I). A
camada de filamentos, membrana vitelina e células foliculares possuem afinidade pelo
corante. Os resultados do presente estudo permitem mencionar que a estrutura filamentosa,
corada por PAS e FG, possivelmente desempenha a fungdo de fixagdo do foliculo maduro no
substrato (auxiliando na fecundag¢@o e inicio do desenvolvimento embrionario), além de uma
fungdo protetora dos ovocitos, sugerindo uma adaptagio reprodutiva da espécie no ambiente.
Os carboidratos acidos, provavelmente, sdo fundamentais na manutengdo da ovogénese e os
carboidratos neutros e proteinas, desempenham uma fungfo de nutrigdo para o embrido. A
presenca de carboidratos neutros na membrana vitelina pode estar relacionada com o
reconhecimento do espermatozoide especifico.



1. INTRODUCAOQ

Estuarios sdo locais onde ocorre o encontro da agua doce (proveniente dos rios)
com a agua salgada (proveniente do mar), logo possui uma salinidade intermediaria entre
o rio € o0 mar, a qual aumenta no periodo de seca e diminui, no chuvoso. Além da
salinidade, ha outros fatores atuantes (temperatura, O, dissolvido, pH e sedimento). Os
ambientes estuarinos sdo locais que apresentam fauna e flora adaptaveis as pressoes
ambientais e estabilidade ecologica em um ambiente fisicamente favoravel, porém fragil a
mudangas introduzidas pelo homem (YANES-ARANCIBIA, 1986).

Os estuarios possuem microambientes, tais como. gamboas (rios estuarinos), areas
de manguezais e planicies de marés, locais estes, onde s3o necessarios estudos que
permitam identificar as caracteristicas destas areas, seus padrdes hidrologicos e biolégicos
e as conseqiiéncias de alteragdes em tais padrdes, tendo em vista a sobrevivéncia das
espécies dependentes desta area.

Dentre os varios ambientes do ecossistema estuarino, as areas rasas (planicies de
maré¢) foram pouco estudadas. As planicies de maré sdo locais que ficam submersos pela agio

das marés, foram pouco estudadas e por isso, pouco se sabe sobre a sua utilizagio e sobre as

espécies de peixes que a habitam.

O Complexo Estuarino Baia de Paranagua se localiza no litoral paranaense, sendo
composto por 5 baias: Guaraquecaba, Pinheiros, Laranjeira, Paranagua e Antonina.

Em sondagens preliminares realizadas em planicies de maré do Complexo
Estuarino Baia de Paranagua, dentre as varias espécies de peixes encontradas o peixe-rei,
Atherinella brasiliensis (Atherinidae), apresentou a maior freqiiéncia e abundéancia, sendo
o objeto de estudo neste trabalho.

Esta espécie é de pequeno porte e ocorre da Venezuela ao Rio Grande do Sul
(FIGUEIREDO e MENEZES, 2000). Alimenta-se basicamente de detritos vegetais e, em

escala menor, de pequenos peixes e crustaceos e ocasionalmente de outros invertebrados.



E considerada uma espécie estuarina residente, pois desenvolve todo o seu ciclo de vida
neste ambiente. _

Dentre os estudos biologicos, a biologia reprodutiva possibilita determinar os
aspectos reprodutivos das espécies e de acordo com DIAS e colaboradores (1998), para a
obtengdo de informagdes sobre a época, local e o tipo de desova, sobre a fecundidade € o
entendimento do ciclo reprodutivo de individuos, se faz necessaria uma classificagdo do
desenvolvimento gonadal.

Nos estudos reprodutivos os ovarios possuem uma maior importancia perante os
testiculos, pois atuam como determinantes da época de desova, bem como do possivel
namero de descendentes (CHAVES e VAZZOLER, 1984), além de sofrerem ao longo do
ano uma variagdo ciclica, que pode ser estudada tanto do ponto de vista estrutural quanto
funcional (VIZZIANO e BEROIS, 1990).

~A-avaliagio do grau de maturagfio ovariana pode ser feita utilizando-se métodos
macroscopicos e/ou microscopicos.

Os métodos macroscopicos levam em consideragdo caracteristicas como: tamanho
e volume que a génada ocupa na cavidade, cor, vascularizagdo, visualizagdo de ovocitos
(podendo ser opacos, transhicidos ou hialinos). Muitas vezes este método ndo ¢ suficiente,
como também pode levar a uma determinag:éo errada do estadio de desenvolvimento
ovariano, pois ¢ bastante subjetivo e generalizado ndo permitindo detectar desova recente
ou iminente (DIAS ez al, 1998).

Para se entender o mecanismo de desenvolvimento ovariano, faz-se necessario a
compreensio da ovogénese. |

A maturagdo dos ovoécitos € um processo continuo (CHINI er al, 2001). A
ovogénese envolve uma série de modificagGes a nivel nuclear, citoplasmatico e folicular
(MARQUES-er al, 2000). Uma vez que as células germinativas femininas passam por
profundas modificagdes durante seu desenvolvimento, podendo caracterizar fases ao

longo do processo de ovogénese (VAZZOLER, 1996). Estas fases sdo usadas como



parametro para determmar o desenvolvimento reprodutivo, pois as células se
desenvolvem desde a ovogonia até os ovocitos maduros (WEST, 1990).

Segundo FAVARO e CHAVES (1999) conhecer o desenvolvimento das células
germinativas auxilia no entendimento do mecanismo reprodutivo. Apesar de estudos
histologicos fomecerem informagdes precisas sobre o desenvolvimento ovocitario, as
interpretagdes algumas vezes sdo confusas porque os diferentes autores usam diferentes
termos para uma mesma estrutura (WEST, 1990).

Devido a escassez de trabalhos sobre a biologia de Atherinella brasiliensis no
Brasil (PESSANHA ¢ ARAUJO, 2001) e a auséncia de estudos que caracterizem o
desenvolvimento ovocitario, este trabalho visa caracterizar a ovogénese da espécie,
utilizando analises histologicas e citoquimicas, formecendo assim conhecimento que

possibilite um melhor entendimento da biologia reprodutiva desta espécie, tdo freqiiente

em nosso litoral.



2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo descrever morfologicamente a ovogénese de
Atherinella brasiliensis, caracterizando as diferentes fases de desenvolvimento dos
foliculos ovarianos, através de analises histologicas e citoquimicas (de carboidratos e

~proteinas totais) dos ovarios, possibilitando assim um maior entendimento e

conhecimento do processo reprodutivo.



3. MATERIAL E METODOS

Foram realizadas coletas mensais entre novembro de 1998 a outubro de 1999 em
uma planicie de maré adjacente a gamboa do Baguagu, na Baia de Paranagua, Parana.

Para a realizagdo das coletas; utilizou-se rede tipo picaré com 30,0m de
comprimento por 2,0m de boca e 3m de altura, e malha de 0,5¢cm entre nds adjacentes,
com a qual se efetuou os arrastos.

Os exemplares de Atherinella brasiliensis foram seccionados na regido ventral para
exposigdo de suas gobnadas, podendo-se desta maneira identificar o sexo
macroscopicamente. Posteriormente as génadas foram retiradas e fixadas em Bouin, no
maximo por 20 horas e em seguida armazenadas em alcool 70%.

As gonadas foram desidratadas em série crescente de alcoois (etanol 70%, 80%,
90% e IOO%) com 3 banhos de 20 minutos em cada concentrago, diafanizadas em xilol

(3 banhos de 5 minutos cada) e incluidas em parafina.

Os cortes foram realizados na espessura de Sum a 7um, distendidos em ldminas de
vidro, hidratados em série decrescente de etanol, corados com Hematoxilina-Eosmna (para
descrig:éo morfologica), e as seguintes técnicas histoquimicas, Acido Periodico-Schiff
(PAS) (detecgdo de carboidratos neutros), Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5) (detecgdo de
carboidratos acidos carboxilados e sulfatados), Alcian Blue pH 1,0 (AB pH 1,0) (detecg@o
de carboidratos acidos sulfatados) e Fast Green (FG) (detecgdo de proteinas totais).

Os controles negativos realizados na detec¢do de carboidratos foram:

e Auséncia do acido periddico (controle do PAS).
o Metilagdo (controle dos AB pH 2,5 e pH 1,0).
A analise das ldminas fo1 efetuada em microscopio de luz e documentada atraveés

do fotomicroscopio Zeins Amophot do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR.



4. RESULTADOS

4.1 DESCRICAO MORFOLOGICA.

Os cntérios utilizados no presente trabalho nas analises microscopicas para
caracterizar as fases da ovogénese foram: tamanho dos foliculos, surgimento de células
foliculares, estrutura filamentosa e membrana vitelina, afimidade por corante e surgimento
de inclusdes citoplasmaticas, basicamente os mesmos ja utilizados por SCHULTZ e
colaboradores, (2002).

Através da analise histologica dos ovarios, corados com hematoxilina-eosina (HE)
foram ééracterizadas 6 fases de desenvolvimento ovocitario.

Fase I (ovogonia) - células com nticleo grande e claro, presenga de nucléolo tnico,
baséfilo e central, citoplasma escasso. As ovogonias podem se apresentar isoladas ou em
ninhos de células (Fig. 1).

Fase II — O ovocito apresenta forma arredondada ou angular, ntiicleo com alguns
nucléolos e citoplasma baséfilo. Ocorre o surgimento das células foliculares, que se
apresentam como uma unica camada de células pavimentosas, as quais mantém as
mesmas caracteristicas no decorrer do processo. Entre o ovocito e as células foliculares,
forma-se uma camada filamentosa acidoéfila (Fig. 2).

Fase III — No ovocito ndo ocorrem mudangas nucleares aparentes, exceto pelo
aumento no niamero de nucléolos. No citoplasma aumentado e agora menos basofilo,
ocorre o surgimento de vesiculas em seu interior. Ocorre a formacdo da membrana
vitelina entre o ovocito e a estrutura filamentosa formada na fase II. A fase Il foi
subdividida em 2 sub-fases, de acordo com o nuimero e tamanho das vesiculas

citoplasmaticas e do numero de filamentos e espessura da camada filamentosa anexa ao

ovocito. .

Sub fase III nicial — apresenta poucas e pequenas vesiculas citoplasmaticas
e um pequeno numero de filamentos, proporcionando pouca espessura a camada

filamentosa (Fig. 3 e 4).



Sub fase III final — o0 ovocito se mostra aumentado e contém uma maior quantidade
de vesiculas citoplasmaticas de maior tamanho.- Observa-se um maior nimero de filamentos e o

aumento na espessura da camada filamentosa entre a membrana vitelina e as células foliculares

(Fig. 4).

Fase IV — Ovocitos aumentados em relagdo as fases anteriores. Esta fase é caracterizada
pela presenga de vesiculas citoplasmaticas juntamente com granulos de vitelo no citoplasma, o

qual perde a basofilia. Ocorre um aumento na espessura da camada filamentosa (Fig. 5 e 6).

Fase V - Dificil visualizagdo do nucleo devido ao aumento do volume do
citoplaéma (que se toma acidofilo). Ha predominio de grénulos de vitelo. Aumento da
espessura da membrana vitelina juntaniente com a camada filamentosa adjacente (Fig. 5 e
6).

Fase VI - Ocorre a hidratagdo pré-ovulatoria caracteristica em peixes marinhos-

estuarinos. Os granulos de vitelo fundem-se, deixando o citoplasma com aspecto

homogéneo (Fig. 7).



Figura 1: Ovogonias em ninhos (=), foliculo ovariano fase II (FII), nicleo (N) e nucléolo (—).
HE, escala = 30pum.

Figura 2: Foliculo ovariano fase II (FII), nicleo (N) e nucléolo (—), foliculo ovariano fase V
(FV), filamentos (#). HE, escala =45um.



Figura 3: Foliculo ovariano fase II (FII), foliculo ovariano fase III inicial (FII 1) nucleo (N),
nucléolo (—), vesicula (V) e filamentos (#). HE, escala = 30pum.

Figura 4: Foliculo ovariano fase III inicial (FIII 1), vesicula (V), foliculo ovariano fase III final
(FIII F), filamentos (#), membrana vitelina (%) e células foliculares ——). HE, escala = 30pum.



Figura S: Foliculo ovariano fase I1 (FII), foliculo ovariano fase III final (FIII F), foliculo ovariano
fase IV (FIV), foliculo ovariano fase V (FV), foliculo vazio (FVZ) e granulo de vitelo ( » ).
Colorag@o HE, escala = 180um.

Figura 6: Foliculo ovariano fase II (FII), foliculo ovariano fase IV (FIV), foliculo ovariano fase
VI (FVI), filamentos (#) e membrana vitelina (%). HE, escala = 90um.
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Figura 7: Foliculo ovariano fase VI (FVI), fusdo dos granulos de vitelo ( * ). HE, escala =
180pum.
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4.2 CARACTERIZACAO CITOQUIMICA
4.2.1 Detecgdo Dos Carboidratos Nos Foliculos Ovarianos

Na utilizagdo do PAS, estruturas coradas em magenta indicam reagdo positiva,
detectando agucares neutros. Utilizando as técnicas do AB pH 2,5 e pH 1,0 as estruturas
coradas em azul, indicam reagdo positiva, demonstrando os agucares acidos.

Os controles negativos, realizados para as técnicas de detecg@o de agtcares, ndo

apresentaram-se corados.

4.2.1.1 Acido Periodico-Schiff (PAS) (detecgdo de carboidratos neutros)
A detecgdo dos carboidratos neutros foi reahizada através da técnica do PAS. Todas

as fases do desenvolvimento ovocitario, exceto a fase I, mostraram afinidade pelo corante.

O citoplasma dos ovocitos possui maior intensidade de coloragdo nas fases mais

desenvolvidas (Figs. 8, 9 € 10).

Os carboidratos neutros estdo presentes nas células foliculares e na membrana

vitelina em todas as fases.

As vesiculas citoplasmaticas ndo se apresentam coradas, ao contrario dos granulos
de vitelo. A camada dos filamentos apresenta afinidade pelo PAS, desde o seu surgimento

na fase II (Figs. 8, 9 e 10).

4.2.1.2 Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5) (detecg¢do de carboidratos acidos carboxilados e
sulfatados).

A detecgdo de carboidratos acidos (carboxilados e sulfatados) fo1 realizada através
do AB pH 2,5. Esta técnica permitiu detectar agucares acidos no citoplasma dos ovocitos

em todas as fases da ovogénese, exceto nas fases I e VI (Figs. 11 e 12).

As vesiculas citoplasmaticas € a membrana vitelina mostraram-se ndo coradas ao

contrario dos granulos de vitelo, que apresentaram reagdo positiva. As células foliculares
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mostraram-se pouco coradas. A camada filamentosa adquiriu fraca coloragdo entre os

filamentos, os quais mostram-se sem afinidades pelo AB pH 2,5 (Figs. 11 e 12).

4.2.1.3 Alcian Blue pH 1,0 (AB pH 1,0) (detecgdo de carboidratos acidos sulfatados).
A detecgdo de carboidratos acidos sulfatados foi realizada através do AB pH 1,0.
Esta técnica permitiu detectar agucares acidos no citoplasma dos ovocitos apenas nas

fases I, 1II e IV da ovogénese, ndo mostrando reagdo positiva nas fases I, V e VI (Figs.
13 e 14).

As vesiculas citoplasmaticas mostraram-se ndo coradas e os granulos de vitelo
corados. Os carboidratos acidos sulfatados estdo presentes nas células foliculares apenas

na fase I, nas demais fases € perdida a afinidade desta estrutura pelo corante.

A membrana vitelina e a camada de filamentos ndo adquiriram coloragéo (Figs. 13
e 14).

4.2 2 Detecgdo Das Proteinas Totais Nos Foliculos Ovarianos

4.22.1 Fast Green (FG)

A detecgdo de proteinas totais foi realizada através da técnica do Fast Green.

O citoplasma dos ovocitos mostra-se corados em todas as fases do

desenvolvimento, exceto na fase 1.

A camada de filamentos, a membrana vitelina e as células foliculares demostraram

afinidade pelo corante, apresentando diferentes graus de intensidade de coloragdo (Figs.
15,16 € 17).

Os resultados da citoquimica de carboidratos e proteinas totais se encontram na
tabela 1.
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Tabela 1: Detecgdo de carboidratos e proteinas totais pelas técnicas: Acido
Peri6édico-Schiff (PAS), Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5), Alcian Blue pH 1,0 (AB
pH1,0) e Fast Green (FG). Cf (células foliculares), Ct (citoplasma), Vv (vesiculas vitelinicas),
Mv (membrana vitelina), Gv (granulo de vitelo), EF (estrutura filamentosa). Reagdo negativa (-),

reagdo positiva fraca (+), reagdo positiva moderada (++) e reagdo positiva intensa (+++).

Fases PAS ABpH2S5 | ABpH 1,0 FG
I - - - ;
Cf + + + +
I1 EF + + - ++
Ct + ++ + 4
Cf + + - +
EF + + - +H+
Inicial Myv b = - bt
Ct + ++ ++ +
_ Vv - - - -
I cf n 4 - +
EF + + - 44+
Final Mv ++ = = b
Ct + ++ ++ +
Vv - - - -
Ct + + = +
EF + + - et
v Mv ++ - = bt
Ct + ++ + +
Vv - - - -
Gv -+ ++ + o+
¥ 4 + + " r
EF + + = gt
¥ My + - - HH
Ct - + + +
Vv - - - -
. Gv 4 + + ++
Cf + + - i
vl EF + + - +++
My + . 3 T+
Ct +++ - " +
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Figura 8: Foliculo ovariano fase II (FII), foliculo ovariano fase III final (FIII F), foliculo ovariano
fase IV (FIV), foliculo ovariano fase V (FV), membrana vitelina (%), vesicula citoplasmatica e
granulo de vitelo. PAS, escala = 180pum.

Figura 9: Foliculo ovariano fase HI inicial (FII 1), foliculo ovariano fase III final (FII F),
foliculo ovariano fase IV (FIV), foliculo ovariano fase V (FV). PAS, escala = 180um.
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Figura 10: Foliculo ovariano fase III final (FIII F), foliculo ovariano fase IV (FIV), foliculo
ovariano fase VI (FVI), filamentos (#). PAS, escala = 180um.

Figura 11: Foliculo ovariano fase I (FII), foliculo ovariano fase III final (FIII F), foliculo
ovariano fase V (FV), filamentos (#). AB pH 2,5, escala = 90um.
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Figura 12: Foliculo ovariano fase II (FII), foliculo ovariano fase III final (FIII F), filamentos (#),
membrana vitelina (). AB pH 2,5, escala = 180um.

Figura 13: Foliculo ovariano fase II (FII), foliculo ovariano III final (FIII F), foliculo ovariano
fase IV (FIV), foliculo ovariano fase V (FV), filamentos (#). AB pH 1,0, escala = 180um.
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Figura 14: Foliculo ovariano fase V (FV), foliculo ovariano fase VI (FVI), membrana vitelina ().
AB pH 1,0, escala = 180um.

Figura 15: Foliculo ovariano fase II (FII), foliculo ovariano fase III final (FIH F), filamentos (#),
membrana vitelina (¥). FG, escala = 90um.
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Figura 16: Foliculo ovariano fase III final (FIII F), foliculo ovariano fase IV (FIV), foliculo
ovariano fase V (FV), foliculo vazio (FVZ). FG, escala = 180pum.

Figura 17: Foliculo ovariano fase VI (FVI), filamentos ( #), membrana vitelina (%). FG, escala =
180pm.
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5. DISCUSSAO

A necessidade da analise microscopica das gonadas, preferencialmente os ovarios,
se expressa nos estudos de reprodugdo que visam associar €poca e tipo de desova, bem
como a determinagdo do periodo reprodutivo das espécies.

DIAS e colaboradores (1998) relatam que muitos erros ocorrem quando ¢ utilizada
apenas a analise macroscopica dos ovarnios e recomendam a utilizagdo da analise
microscopica. Devido a isso, € necessario conhecer a ovogénese da espécie que se esta
trabalhando para posteriormente montar uma escala de desenvolvimento gonadal que
condiz com a biologia reprodutiva da espécie.

Associando a analise macroscopica € microscopica, consegue-se chegar a uma

classificagdo que reflita a verdadeira dindmica reprodutiva apresentada pela espécie
(ISSAC-NAHUM et al, 1984).

5.1 DESCRICAO MORFOLOGICA

No presente estudo, a caracterizagdo de 6 fases de desenvolvimento ovocttario de
A. brasiliensis, condiz com o utilizado por diversos autores que trabalharam com
diferentes espécies de peixes marinhos-estuarinos: ISSAC-NAHUM e colaboradores
(1984); CHAVES (1989), SILVA e ESPER (1991); BERNARDES e DIAS (2000);
SCHULTZ e colaboradores (2002); ROCHA e colaboradores (2002).

VAZZOLER (1996) descreveu 5 fases de ovogénese para as espécies de peixes de
agua doce e 6 para peixes marinhos. Esta diferenga no nimero de fases no
desenvolvimento ovocitario é devida a hidratagdo pré-ovulatona observada somente em
peixes marinhos-estuarinos. Segundo CHAVES (1989) é uma caracteristica adquirida
através de uma convergéncia adaptativa ao meio.

As caracteristicas descritas para as ovogonias de Atherinella brasiliensis sdo as
mesmas descritas para outros teledsteos e segundo CHINI e colaboradores (2001), as

caracteristicas destas células demonstram uma alta atividade de sintese de RNA, que
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serdo necessarios ao longo do processo de maturagio. De acordo com FAVARO e
CHAVES (1999)a fase II (fortemente baséfila), demonstra intensa sintese protéica,
necessaria para a manutengdo do desenvolvimento ovocitéﬁo. Desta maneira as sinteses
de RNA e protéica que ocorrem nas fases I e II respectivamente, sdo eventos essenciais
para a vitelogénese que se iniciara a partir da fase IIL

A subdivisdo da fase III em duas subfases, se deu em decorréncia de modificagSes
em estruturas relacionadas ao ovocito e anexas a ele (vesiculas citoplasmaticas e estrutura
filamentosa). ‘

Através da analise microscopica, foi verificada a presenga de uma camada
filamentosa ao redor dos ovoécitos (entre as células foliculares e a membrana vitelina). As
maiorias das descrigdes das fases da ovogénese em teledsteos, ndo mencionam a
ocorréncia desta camada de filamentos.

Estes filamentos também foram verificados por HUAQUIN (1980) em
Basilichthys australis, espécie pertencente a mesma familia de A. brasiliensis (Familia
Atherinidae). Os filamentos observados em microscopia Optica surgem em diferentes
fases ovocitarias nestas espécies. Em A. brasiliensis aparecem na fase Il enquanto em B.
australis, na fase I1L

FALCAO e colaboradores (2003) também observaram estes filamentos em
Strongylura marina, pertencentes a Familia Belonidae, e relataram que os filamentos
surgem no foliculo ovariano no final da fase Il e a sua espessura aumenta até a fase V,
diminuindo na fase VI (hialinizag#o).

A existéncia destes filamentos em diferentes grupos de peixes sugere uma
adaptagdo reprodutiva das espécies ao ambiente, provavelmente possibilitando que os
ovos destas espécies se fixem no substrato além se ser mais uma camada do foliculo
ovariano desempenhando protegdo contra os choques mecanicos.

FAVARO e CHAVES (1999) compreendem por foliculo ovariano o ovdcito,
membrana vitelinica e células foliculares. No presente trabalho, além dos componentes

citados por estes autores, também faz parte do foliculo ovariano a camada de filamentos
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que ocorre entre a membrana vitelina e as células foliculares, tendo o foliculo quatro
componentes.

O padrio da ovogénese em Atherinella brasiliensis ndo difere muito dos ja
descritos para outras espécies de teledsteos de ambiente marinho-estuarino. Concordando
com os resultados de ROCHA e colaboradores (2002) ¢ SCHULTZ e colaboradores
(2002), os foliculos vazios e atrésicos de A. brasiliensis ndo foram considerados como
fases do desenvolvimento ovocitario pelo fato destas estruturas surgirem em decorréncia
de tal processo. O foliculo vazio surge ao ocorrer a desova e o foliculo atrésico ocorre
quando foliculos em fases adiantadas de vitelogénese, estacionam o seu desenvolvimento,

se desintegram e posteriormente sdo absorvidos pelo ovario.

5.2 CARACTERIZACAO CITOQUIMICA

A detec¢do de carboidratos e proteinas ndo foi observada na fase I de
desenvolvimento ovocitario. Isto ocorre por que estas substincias podem estar realmente
~ausentes ou se manterem em quantidades muito pequenas nesta fase.

O citoplasma dos ovécitos de A. brasiliensis em todas as fases da ovogénese
(exceto na fase 1) apresenta carboidratos neutros. Os carboidratos 4cidos (carboxilados
e/ou sulfatados) surgem na fase II, diminuindo na fase V e desaparecendo na fase VL. A
analise de proteinas totais revelou a auséncia deste composto somente na fase 1.

Os resultados citoquimicos dos foliculos em vitelogénese de A. brasiliensis, sdo
similares aos obtidos por GUTIERREZ e colaboradores (1985) para Solea senegalensis ¢
RAMADAM e colaboradores (1987) que detectaram tais substdncias em algumas fases
vitelogénicas de Sparus aurata.

Isto implica em uma diferente forma de utilizagdo destes compostos, durante o
desenvolvimento do ovoécito em diferentes espécies de peixes. Os carboidratos acidos
parecem estar envolvidos com a manutengdo do processo de desenvolvimento ovocitario
(desaparecem antes do final da ovogénese), enquanto os carboidratos neutros podem estar

relacionados com a nutrigdo do embriio no micio do desenvolvimento, pois €
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demonstrado na fase VI de desenvolvimento do foliculo. A mesma inferéncia foi proposta
por FAVARO e CHAVES (1999) e SCHULTZ e colaboradores (2002).

FALCAO e colaboradores (2003) relataram que ;em Strongylura marina os
filamentos possuem contetido protéico e glicidico (predominantemente agucares neutros),
além de carboidratos acidos carboxilados nas fases iniciais da ovogénese. Em A
brasiliensis a composigdo citoquimica destes filamentos é semelhante ao descrita para S.
marina, possibilitando assim hipotetizar que os filamentos nestas espécies sdo uma
adaptagdo reprodutiva ao meio, possibilitando assim a fixagdo do ovo no substrato.

Em A. brasiliensis a membrana vitelina apresentou carboidratos neutros juntamente
com proteinas, sugermdo assim a presenga de glicoproteinas, concordando- com o
encontrado por CHINI e colaboradores (2001) em Leporinus striatus e por GARCIA e
colaboradores (2001) que detectou a presenca de glicoproteinas neutras em Astyanax
fasciatus.

No presente estudo os granulos de vitelo ndo apresentaram carboidratos acidos
sulfatados, porém, tiveram uma leve reagdo positiva ao Alcian Blue pH 25,
demonstrando a presenc¢a de carboidratos acidos carboxilados. Apresentam uma grande
afinidade pelo PAS e Fast Green, detectando, assim, a presenga de carboidratos neutros e
proteinas. Segundo SESHACHAR e BAGGA (in RAMADAN et al, 1979) corpos PAS
positivo no citoplasma produzem uma reagdo positiva com a maioria dos testes para
proteina, mndicando que existe uma contaminagdo do complexo carboidrato-proteina.
Este fato permite hipotetizar a formagdo de complexos entre carboidratos neutros e
proteinas no citoplasma dos ovocitos durante a ovogénese.

Os glébulos de vitelo de Oligosarcus argentus ndo apresentam polissacarideos,
mas detectaram glicogénio nos granulos observados entre os gloébulos de vitelo (NEVES
etal, 1992). -

RAMADAN e colaboradores (1979), relatam que a formagéo do vitelo em peixes

tem mostrado numerosas variagdes na origem, no namero e nas transformagdes de
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inclusdes de vitelo durante a ovogénese e que as inclusdes podem conter gordura ou

proteina ou glicogénio (podendo conter os 2 altimos associados).



25

6. CONCLUSAO

Através das analises histologicas e citoquimicas realizadas em ovarios de
Atherinella brasiliensis podemos concluir que:
e A ovogénese foi caracterizada contendo 6 fases de desenvolvimento dos foliculos

ovarianos,

e Foliculo ovariano compreende o ovocito, membrana vitelina, camada filamentosa ¢
células foliculares;

e Foi observada uma camada: filamentosa ao redor dos ovocitos (entre as células
foliculares e a membrana vitelina).

e Possivelmente a camada de filamentos desempenha as fungdes de: 1) fixacdo do
foliculo maduro no substrato (auxiliando na fecundagdo e inicio do desenvolvimento
embrionario), 2) protegdo do ovocito. A formagdo desta camada de filamentos sugere
uma adaptag¢do reprodutiva da espécie no ambiente;

e A presenga de carboidratos acidos no micio da ovogénese € a auséncia dos mesmos na
fase final demonstram a importincia destas substincias na manutengdo do processo de
ovogénese;

e A detecgfo de carboidratos neutros e proteinas em todas as fases da ovogénese (exceto
na fase I), e a intensificagdo destes compostos no foliculo maduro (verificados através
de técnicas citoquimicas), sugere a fundamental importancia destas substancias no
micio do desenvolvimento embrionario, servindo como nutrientes;

e A presenga de proteinas e carboidratos neutros na membrana vitehna, sugere que além
da protecdo que esta confere ao ovocito, a sua constituigdo quimica possa permitir O

reconhecimento do espermatozoide especifico.
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8.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

« Desparafinizagdo

Xilol I: 10 minutos

Xilol II: 10 minuto.

+ Hidratagdo

Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 90 %: 5 minutos.
Alcool 70 %: 5 mihutos.
Agua destilada: 5 minutos
« Corante

Hematoxilina: 10 segundos
Agua destilada corrente: 5 minutos
Eosma: 10 segundos

Agua destilada: lavagem

« Desidratagdo

Alcool 70 %: 1 minuto
Alcool 90 %: 2 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos

+ Montagem

Xilol I: 5 minutos

Xilol II: montagem da lamina
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8.2 Alcian Blue pH 1,0 e pH 2,5
« Desparafinizagdo
Xilol I: 10 minutos
Xilol II: 10 minutos
+ Hidratagédo
Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 90 %: 5 minutos
Alcool 70 %: 5 minutos
Agua destilada: 5 minutos -
. Corante
Alcian Blue de pH 1,0 ou pH 2,5: 30 minutos
Agua destilada: lavagem
+ Desidratagédo
Alcool 70 %: 1 minuto
Alcool 90 %: 2 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos
- Montagem
Xilol I: 5 minutos

Xilol II: montagem da lamina

Controle negativo: Metilagio
A lamina controle fo1 desparafinizada, hidratada e antes de ser submetida ao
corante, foi submersa em solu¢do contendo 100 ml de alcool metilico + 0,8 ml de
acido cloridrico concentrado (em estufa a 60°C) por 5 horas. Posteriormente fot

lavada em agua, corada, desidratada e montada. O material nio se apresentou

corado.
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8.3 Acido Periodico - Schiff (PAS)
« Desparafinizagdo
Xilol I: 10 minutos
Xilol II: 10 minutos
+ Hidratagdo
Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 90 %: 5 minutos
Alcool 70 %: 5 minutos
Agua destilada: 5 minutos -
. Corante
Acido Periddico 0,5%: 20 minutos
‘Agua destilada: 30 segundos
Reativo de Schiff: 40 minutos
Agua sulfurosa: 3 banhos de 5 minutos cada
Agua corrente: 10 minutos
« Desidratagéo
Alcool 70 %: 1 minuto
Alcool 90 %: 2 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos
. Montagem
Xilol I: 5 minutos

Xilol II: montagem da lamina

Controle negativo:
A lamina utilizada como controle ndo foi1 submetida ao acido Peridédico. Apds a
completa hidratagdo foi1 submersa diretamente no Reativo de Schiff.

Posteriormente fo1 desidratada e montada, ndo adquirindo coloragio.



8.4 Fast Green.
+ Desparafinizagdo
Xilol I: 10 minutos
Xilol II: 10 minutos
+ Hidratagdo
Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 90 %: 5 minutos
Alcool 70 %: 5 minutos
Agua destilada: 5 minutos
. Corante
Fast green 1% em acido acético glacial a 1% (pH 2,7): 15 segundos
+ Desidratagdo
Alcool 90 %: 2 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos
Alcool 100 %: 5 minutos
. Montagem
Xilol I: 5 minutos

Xilol II: montagem da lamina
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