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INTRODUCAO

O congelamento e isolamento do continente Antartico ocorreram ha cerca de 38
milhdes de anos. A neve acumulada ha milé€nios cobriu o continente com uma camada de gelo
que tem em média 2160m de espessura. O peso do gelo tem afundado o continente e a costa
continental em varios mil metros. Assim, uma consideravel por¢do da massa de terra Antartica
encontra-se abaixo do nivel do mar. Por outro lado, algumas montanhas projetam-se 2000m
acima da superficie do gelo (EASTMAN, 1993).

A formagdo do Oceano Antartico, bem como o total isolamento do continente, ocorreu
ha cerca de 25 milhdes de anos, quando a passagem de Drake se abriu (EASTMAN,1993).

As temperaturas continentais usualmente estdo abaixo de 0°C durante todo o ano, tanto
no interior quanto em algumas regides costeiras. Em 1983, na Esta¢do Soviética Vostok, foi
registrada a temperatura de -89,6°C, um recorde mundial (PHILLPOT, 1985 apud
EASTMAN, 1993).

A temperatura das aguas continentais antarticas normalmente permanece em torno de
0°C durante todo o ano (EASTMAN, 1991), decrescendo e tendo pequena variagdo em
dire¢do ao sul, +3,5°+0,5°C a 50°S para -1,8°+0,2°C a 78°S (DUHAMEL, 1987 apud
NORTH, 1991). O regime de luz € caracteristico das regides polares; assim, no inverno ha
longos periodos sem luz, enquanto que no verdo a luz é praticamente constante, ocorrendo
situagdes intermediarias nas outras estagdes do ano (RIVKIN e PUTT, 1987). As condig¢des de

penetragdo de luz na agua do mar podem ser comparadas com as encontradas em aguas



oceanicas profundas de outras areas do mundo, pois podem ser atenuadas pelo gelo e pela
neve (KOCK, 1992).

O processo de formagdo do gelo a partir da agua do @1ar resulta em um aumento da
salinidade e densidade da agua logo abaixo do gelo, devido a expulsdo de cristais de sal para a
agua do mar. Este aumento da salinidade e densidade induz uma movimentag@o vertical da
agua (FOSTER, 1984; EASTMAN, 1993; HEMPEL, 1994) que termina por estabilizar a
coluna d’agua, ndo afetando significativamente a salinidade. Assim, em temperatura baixa, a
agua torna-se duas vezes mais viscosa do que a agua de mares temperados. (FOSTER, 1984
EASTMAN, 1991).

O Oceano Antartico se separa dos demais oceanos através de uma barreira natural
denominada Convergéncia Antartica, a qual é caracterizada pelo encontro das aguas mais
quentes e menos densas dos Oceanos Atlantico, Pacifico e Indico com as 4guas geladas e mais
densas do Oceano Antartico (FOSTER, 1984; CAPOZOLI, 1991; CROSSLEY, 1995).

Das mais de 20000 espécies de peixes modernos, aproximadamente 300 espécies de
peixes demersais e pelagicos (1,5%) sdo encontradas ao sul da Convergéncia Antartica, sendo
que a maior parte é encontrada exclusivamente nessa area (GROHSLER, 1994).

A costa da Peninsula Antartica ¢ flanqueada por inumeras ilhas; entre estas, existe um
conjunto de 62 ilhas e 52 rochedos que constituem o Arquipélago das Ilhas Shetland do Sul. A
ilha Rei George, situada a oeste da Peninsula Antartica (entre 57°35’-59°15’W e 62°S) € a
maior ilha desse arquipélago, possuindo um territério de 1300Km?, sendo que 90% de sua
superficie esta revestida por gelo. A porcentagem de terra livre de gelo é pequena e esta
situada nas praias (VIANNA, 1998).

A Baia do Almirantado ¢ a maior da Ilha Rei George (RAKUSA-SUSZCZEWSKI,

1980). Tem a natureza de um fiorde, cuja area superficial € de 122,08Km?, volume de 24Km?



de agua e profundidade maxima de 530m. Suas aguas estdo em contato com o Estreito de
Bransfield e com as aguas vindas de oeste, derivadas do Mar de Bellingshausen (MADEJSKI
e RAKUSA-SUSZCZEWSKI, 1990 apud RAKUSA-SUSZCZEWSKI, 1993). A temperatura
da 4gua varia de —1,7 a 2,0°C na superficie e —1,10 a 0,28°C a 400m de profundidade; a média
anual da temperatura na coluna d’agua ¢ de —0,4°C (KULESZ, 1994).Esta baia se bifurca, na
sua extremidade oeste, formando as enseadas Mackellar e Martel. Ali se encontra a Estagdo
Antartica Comandante Ferraz (EACF), que possui instalagdes climatizadas com condigdes de
alojamento para 42 pessoas e com condigdes disponiveis para a pesquisa biologica.

Segundo LINKOWSKI et al. (1983), foi relatada a ocorréncia de mais de 40 espécies
de peixes na Baia do Almirantado. As familias Nototheniidae e Channichthyidae foram
representadas pela maior variedade de espécies. Além disso, os representantes da familia
Nototheniidae predominam também em relagdo ao numero de individuos.

As condigdes ambientais peculiares da Antartica tornam interessantes os estudos
relativos a sua fauna, especialmente no que diz respeito a fisiologia e comportamento dos
animais ali presentes, como os peixes. Também deve-se levar em conta que as alteragdes nos
ambientes aquaticos, decorrentes da atividade antropogénica, podem comprometer a
manutengdo das espécies nestes ambientes. Assim sendo, os estudos de conservagdo e
preservagdo dos ecossistemas aquaticos e sua ictiofauna terdo tanto éxito quanto mais amplos
forem os conhecimentos do comportamento bioldgico das espécies presentes.

Devido ao isolamento geografico do Continente Antartico e as condigdes
climatologicas serem extremas em algumas esta¢des do ano, o estudo da reprodugio em peixes
antarticos € dificultado, portanto pouco se sabe sobre tal processo.

Pesquisas ecologicas em peixes antarticos sdo realizadas em poucas espécies em areas

limitadas e ndo podem ser muito generalizadas. Na Signy Island, estudos estimaram a



biomassa de Notothenia neglecta, a espécie dominante em aguas rasas, em 194Kgha' e a
produgio anual em torno de 0,34g.g” (EVERSON, 1970 apud EVERSON, 1984). Assim,
Notothenia neglecta é uma espécie importante na Antartica e estudos sobre a sua biologia
contribuem para a caracterizagdo do ecossistema maritimo antartico.

As espécies Notothenia neglecta, N. hansoni e fémeas de N. bernacchii possuem

crescimento lento e creslcetm até um tamanho maximo, de 30,-,35&3 ( RSON, 1984). i
m ciclo anual foi e de Noftothenia neglecta. Foi

encontrado na glandula tiroi
evidenciado que o maximo de atividade tiroidiana ocorre durante o verdo (temperatura do mar
maior que —0,4°C) e que esta atividade é muito maior que durante o inverno (temperatura do
mar menor que —1,5°C). Coincidentemente este ciclo segue o ciclo de desenvolvimento
gonadal, apesar de nenhuma relagdo ter sido encontrada entre eles. (TWELVES et al., 1975
apud EVERSON, 1984).

Em Notothenia neglecta o ovario comega a crescer em novembro, sendo que nos seis
meses anteriores, seu tamanho ocupa mais ou menos 3% do peso do corpo. O crescimento do
ovario ¢ gradual até margo, quando ocorre um crescimento rapido levando esta gonada a
apresentar o dobro de tamanho que possuia; a desova ocorre em maio. A redu¢do no tamanho
da gbnada ndo deixa o ovario totalmente desprovido de ovocitos porque muitos ovocitos
pequenos, que formardo a proxima desova no proximo ano, ja estio sendo formados
(EVERSON, 1984).

Em Notothenia neglecta, nos anos anteriores as fémeas atingirem a maturagdo
completa, o ovario se desenvolve lentamente sobre 1/4 do comprimento da cavidade do corpo.
Os ovocitos neste estagio possuem em torno de 0,5 mm de didmetro. Quando os peixes
atingem a maturag@o pela primeira vez estes ovocitos recebem a quantidade total de vitelo; ao

mesmo tempo, a deposi¢do de vitelo comeca em uma nova geragdo de ovocitos. Existem



assim, dois grupos de tamanhos distintos de ovocitos presentes no ovario maduro. A deposigdo
de vitelo provavelmente continua durante todo o ano em ambos os tipos de ovocitos, embora o
maior aumento de tamanho ocorra nos maiores ovocitos nos meses imediatamente anteriores a
desova (EVERSON, 1984). Ainda segundo o mesmo autor, a maturagdo final e desova pelas
fémeas de tamanho menor ocorre, mais ou menos, um més antes do restante da populagéo.

O estudo da reprodugdo em peixes é de grande importancia para a Ictiologia, devendo
ser realizado para cada espécie em particular, onde sdo avaliados diferentes fatores, tais como:
localizagdo, temperatura, avaliagdo quimica da agua, entre outros.

O conjunto de caracteristicas que uma espécie devera manifestar para ter sucesso na
reproducgdo, garantindo assim o equilibrio da populagio, ¢ denominado de estratégia
reprodutiva. Algumas caracteristicas podem variar de acordo com mudangas ambientais, as
quais sdo denominadas de taticas reprodutivas (VAZZOLER, 1996).

Conhecer o desenvolvimento das células germinativas € necessario para o
entendimento do mecanismo reprodutivo, uma vez que € preciso saber as fases dos foliculos
para se detectar o desenvolvimento gonadal. Através da maturagdo das gonadas é possivel
identificar a época da desova, local de desova e outros pardmetros reprodutivos (FAVARO,
1994).

Os estudos histologicos fornecem informagdes precisas sobre o estagio de
desenvolvimento do ovdcito, mas suas interpretagdes algumas vezes sﬁo confusas porque, em

geral, os diferentes autores usam termos diferentes para uma mesma estrutura (WEST, 1990).



OBJETIVOS

Constituem os principais objetivos deste trabalho:

-descrever morfologicamente os foliculos ovarianos caracterizando as diferentes fases
que constituem a ovogénese de Notothenia neglecta.

-determinar a natureza das substincias que sdo encontradas nas diversas fases de

desenvolvimento ovocitario de Notothenia neglecta.



MATERIAL E METODOS

Exemplares da espécie Notothenia neglecta, Nybelin, 1951 foram coletados nos meses
de dezembro de 1996 a janeiro de 1997, margo e abril de 1997 e entre outubro de 1997 e
fevereiro de 1998. As coletas foram realizadas em profundidades de 50 a 100 m em diferentes
pontos da Baia do Almirantado, utilizando-se redes de espera do tipo feiticeira por 12 a 24
horas.

Os exemplares capturados foram sacrificados por sec¢do medular. Um corte
longitudinal foi realizado ventralmente ao longo da cavidade abdominal no sentido postero-
anterior com o intuito de se retirarem as gonadas desses animais.

As gonadas foram fixadas por um periodo de no méaximo 24 horas, dependendo do
tamanho da amostra, em Liquido de Bouin (CULLING et al., 1985) ou Alfac ou formol 10%.
Passado o periodo de fixagdo, as amostras foram transferidas para alcool 70%, sendo dessa
forma transportadas para o Brasil.

Nos laboratorios do Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do
Parana as gonadas foram lavadas mais algumas vezes, ainda com alcool 70%, para a retirada
do excesso de fixador, desidratadas em série alcodlica crescente, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Os cortes foram realizados na espessura de 5 micrometros, distendidos
em laminas histologicas, hidratados em série decrescente de alcoois e corados com
Hematoxilina-Eosina (para descrigio da ovogénese), Acido Periddico-Schiff (PAS-para a
evidenciagdo de carboidratos neutros), Alcian Blue pH=1,0 e pH=2,5 (para a evidenciagdo de

carboidratos acidos sulfatados e carboidratos acidos sulfatados e carboxilados



respectivamente), Azul de Toluidina a pH=4,0 (para a evidenciagdo de substincias acidas) e
Fast Green acido (pH=2,5-para a evidenciag@o de proteinas totais). Apds corados, os cortes
foram desidratados em série crescente de alcoois (com excegdo dos cortes corados com Alcian
Blue e Azul de Toluidina que foram secos ao ar), diafanizados em xilol e montados em
Permount. Os detalhes de cada uma das técnicas podem ser encontrados no anexo deste
trabalho.

A analise das laminas efetuou-se com a utilizagdo de microscopio de luz e
fotomicroscopio para obtengdo dos dados relativos a ovogénese e a composigdo quimica das

células estudadas.



RESULTADOS

Ovogénese

Os foliculos ovarianos, partindo da fase I em direcdo a fase IV, apresentaram aumento
progressivo de tamanho.

As fémeas coletadas de Notothenia neglecta apresentaram desenvolvimento ovocitario
de acordo com as seguintes fases:

Fase I (ovogonias)- células pequenas com citoplasma muito escasso, onde o nucleo ocupa
praticamente todo o espago da célula; o nucléolo apresenta-se unico e central.

Fase II- citoplasma do ovocito pode ser visualizado e apresenta-se extremamente basofilo;
nicleo esta localizado no centro da célula e apresentando varios nucléolos na sua
periferia. Surgem células foliculares pavimentosas ao redor da membrana
plasmatica (figura 1).

Fase III- citoplasma apresenta-se menos basofilo que anteriormente; nicleo continua central e
com nucléolos na periferia; células foliculares continuam pavimentosas. Surgem a
membrana vitelina ap redor da membrana plasmatica, externamente, e vesiculas
citoplasmaticas de formato oval ou circular no citoplasma do ovocito (figuras 1 e
2).

Fase IV- citoplasma apresenta-se do mesmo modo basofilo com as vesiculas citoplasmaticas
localizadas na, ou proximas da periferia da célula; nacleo central com nucléolos na
periferia; células foliculares de modo igual a fase passada. Surgem granulos de

vitelo ao redor do nucleo expandindo-se em diregdo a membrana plasmatica,



10

empurrando assim, as vesiculas (figura 2). Membrana vitelina apresenta estriagdes e
apresenta-se mais espessa que a fase anterior (figura 3).

As fases V e VI ndo foram encontradas no material analisado.

Citoquimica

As coloragdes utilizadas para a evidencigdo de substdncias quimicas nos ovoécitos
foram: Alcian Blue (pH=1,0 e pH=2,5), Acido Periddico-Schiff (PAS), Azul de Toluidina
(pH=4,0) e Fast Green (pH=2,5).

Os dados relativos as coloragdes estdo dispostos nas tabelas a seguir:

AZUL DE TOLUIDINA

Fase 11
Citoplasma ++
Células foliculares +

Fase 111
Membrana vitelina -
Citoplasma +
Vesiculas +
Células foliculares +

Fase IV
Membrana vitelina N3io observado
Citoplasma Nao observado
Vesiculas Nio observado
Granulos de vitelo Nio observado
Células foliculares N3o observado

Tabela 3- Resultado da coloragdo dos ovocitos de Notothenia neglecta por
Azul de Toluidina pH=4,0 (—=ndo corado; +=pouco corado; ++=intensamente

corado).

Os ovocitos de fase II apresentam o citoplasma corado intensamente por esse corante
indicando, assim, a grande presenca de substincias acidas, as células foliculares também

mostraram-se positivas contendo as mesmas substancias (figura 5).
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Os foliculos de fase III apresentaram uma colora¢do mais amena para o citoplasma, as
vesiculas mostraram-se coradas indicando a presenga de substancias acidas e evidenciaram as
mesmas caracteristicas da fase anterior para as células foliculares (figura 5). A membrana
vitelina mostrou-se negativa a esse corante (figura 4).

Este corante apresenta um fendmeno chamado metacromasia que se caracteriza pela
presenca de um substrato polianidnico, nos ovoécitos, onde as moléculas do corante se
encaixam de forma a se sobreporem umas as outras. Este fendmeno vai refletir tendendo a
coloracdo ao tom avermelhado (figura 5).

Os cortes corados com Azul de Toluidina ndo apresentaram ovocitos de fase IV,

devido a falta de material.

FAST GREEN

Fase 11
Citoplasma +
Células foliculares ++

Fase 111
Membrana vitelina ++
Citoplasma +
Vesiculas +
Células foliculares +

Fase IV
Membrana vitelina Nio observado
Citoplasma Néo observado
Vesiculas N3io observado
Granulos de vitelo Nio observado
Células foliculares N3io observado

Tabela 4 - Resultado da coloragdo dos ovocitos de Notothenia neglecta por
Fast Green pH=2,5 (-=nio corado; +=pouco corado; ++=intensamente

corado).

Os foliculos de fase II mostraram o citoplasma respondendo positivamente a esse

corante (figura 6)
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Os ovocitos de fase III apresentam o citoplasma da mesma forma que a fase anterior e
as células foliculares um pouco menos coradas por esse corante. As vesiculas apresentam-se
um pouco coradas indicando a pouca presencga de proteinas € a membrana vitelina mostra-se
fortemente corada indicando a grande quantidade dessas substancias (figuras 6 e 7).

Os cortes corados com Fast Green ndo apresentaram ovocitos de fase IV, devido a falta

de material.

PAS

Fase 11
Citoplasma
Células foliculares
Fase 111
Membrana vitelina
Citoplasma
Vesiculas
Células foliculares
Fase IV
Membrana vitelina
Citoplasma
Vesiculas
Granulos de vitelo

Células foliculares
Tabela 2- Resultado da coloragdo dos ovocitos de Notothenia neglecta por

T+++1 |[T++1 [T+

PAS (-=ndo corado; +=pouco corado; ++=intensamente corado).

Os foliculos de fase II possuem o citoplasma respondendo ao PAS mostrando que
possuem carboidratos neutros. As células foliculares também respondem a esse corante porém
de forma mais intensa (figura 8).

Os ovocitos de fase III possuem o citoplasma apresentando coloragdo mais forte que a
fase precedente indicando uma maior quantidade de carboidratos neutros. Suas vesiculas se

apresentam coradas mostrando a existéncia dessas substancias, a membrana vitelina mostrou-
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se fortemente corada também indicando a presenga desses carboidratos e as células foliculares
estdo da mesma forma que a fase anterior (figura 8).

Os de fase IV apresentam o citoplasma, a membrana vitelina, as vesiculas e as células
foliculares da mesma forma que a fase anterior, porém o que se destaca nesta fase sdo os
granulos de vitelo que se apresentam corados indicando a presenga de carboidratos neutros

(figura 9).

ALCIAN BLUE

pH=1,0 - pH=2,5
Fase I1
Citoplasma + ++
Células foliculares + ++
Fase I11
Membrana vitelina - -
Citoplasma + ++
Vesiculas + ++
Células foliculares + ++
Fase IV
Membrana vitelina - -
Citoplasma - -
Vesiculas + ++
Granulos de vitelo - -
Células foliculares + ++

Tabela 1- Resultado da coloragdo dos ovécitos de Notothenia neglecta por Alcian

Blue pH=1,0 ¢ pH=2,5 (=nio corado; +=pouco corado; ++=intensamente corado).

Os ovocitos de fase II apresentaram o citoplasma contendo carboidratos sulfatados e
carboxilados. As células foliculares também possuem essas substancias.
Os de fase III também possuem esses carboidratos no citoplasma e nas células

foliculares. Porém o que se destaca nessa fase sdo as vesiculas fortemente coradas mostrando
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intensa quantidade dos carboidratos acidos citados. A membrana vitelina mostra-se negativa
quanto a presenga destas substancias (figura 12).

Os foliculos de fase IV apresentam as células foliculares da mesma forma que a fase
anterior; suas vesiculas apresentam a mesma coloragdo forte e a membrana vitelina continua
negativa a esse corante. O que chama a ateng@o nessa fase € a negatividade do citoplasma e
dos granulos de vitelo ao Alcian Blue, mostrando que ndo apresentam carboidratos acidos

sulfatados e carboxilados (figuras 10 e 11).
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Fig. 1 - Foliculo ovariano na fase II (FII) Foliculo ovariano no inicio da fase III (FIII),
observar o surgimento de vesiculas (V). Hematoxilina e Eosina. 400x.
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Fig. 2 - Foliculo ovariano na fase III (FIII), observar vesiculas (V). Foliculo ovariano na
fase IV (FIV), observar células foliculares (CF), membrana vitelina (MV),
vesiculas (V) e granulos de vitelo (GV). Hematoxilina e Eosina. 100x.
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FIII

Fig. 3 - Foliculo ovariano na fase III (FIII), evidenciar membrana vitelina (MV) e células
foliculares (CF). Foliculo ovariano na fase IV (FIV), observar membrana vitelina
(MV) mais espessa. Hematoxilina e Eosina. 400x.

Fig. 4 - Foliculo na fase III (FIII), observar membrana vitelina (MV) negativa ao corante e
células foliculares (CF). Azul de Toluidina. 400x.
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Fig. 5 - Foliculo na fase II (FII), observar citoplasma com intensa colora¢io azul. Foliculo
na fase III (FIII), observar citoplasma (C) com coloragdo avermelhada e vesiculas
(V) tendendo para o vermelho. Azul de Toluidina. 200x.

Fig. 6 - Foliculo na fase II (FII), observar células foliculares (CF). Foliculo na fase III
(FIII), observar vesiculas (V) um pouco coradas. Fast Green. 100x.
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Fig. 7 - Foliculo na fase III (FIII), observar células foliculares (CF) e membrana vitelina
(MV). Fast Green. 200x.
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Fig. 8 - Foliculo na fase II (FII), observar citoplasma (C) fracamente corado. Foliculo na
fase III (FIII), observar citoplasma (C) fortemente corado, vesiculas (V) e
membrana vitelina (MV). PAS. 400x.
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Fig. 9 - Foliculo na fase IV (FIV), observar c€lulas foliculares (CF), membrana vitelina
(MV), vesiculas (V) e granulos de vitelo (GV). PAS. 100x.

Fig. 10 - Foliculo na fase. [V (FIV), observar vesiculas (V) e citoplasma (C) negativo ao
corante. Alcian Blue. pH=2,5. 100x.



Fig. 11 - Mesmo foliculo de fase IV (FIV) da foto anterior com contraste de fase, observar
conteddo citoplasmatico (C). Alcian Blue. pH=2,5. 100x.

o T A

FII

Fig. 12 - Foliculo da fase III (FIII), observar membrana vitelina (MV) negativa ao corante,
vesiculas (V) e citoplasma (C). Alcian Blue. pH=2,5. 400x.



DISCUSSAO

O desenvolvimento ovocitario do material analisado de Notothenia neglecta
permitiu a caracterizagdo de quatro fases onde o ovocito aumenta progressivamente de
tamanho. Por dados de literatura, pode-se supor que duas fases, as de final de maturagdo,
ndo foram observadas neste trabalho, uma vez que as coletas ndo se estenderam por todo o
ano, se concentrando nos meses de dezembro de 1996 a janeiro de 1997, margo e abril de
1997 e entre outubro de 1997 e fevereiro de 1998. AGOSTINHO et al. (1982), ISSAC-
NAHUN et al. (1983) e CHAVES (1989b) estabeleceram 6 fases para o desenvolvimento
ovocitario. A altima fase € encontrada somente em peixes marinhos e € caracterizada pela
pré-hidratagio (CHAVES, 1989a). Assim, pode-se supor que as coletas ndo abrangeram
periodos de desova da espécie.

Na fase I, representada pelas ovogonias, o espaco celular é tomado praticamente
pelo nucleo apresentando um nucléolo central. Desta forma ndo se pode analisar o
conteudo quimico citoplasmatico. Sendo uma célula principalmente proliferativa, que
garante a manuten¢do de novos ovocitos a cada ciclo, € de se esperar que ndo seja uma

célula que cresga muito. O nucleo com aspectos morfologicos que denotam alto
metabolismo comprova o carater proliferativo dos ovocitos nesta fase.

Na fase II o tamanho celular é maior, com nucleo centralizado e apresentando
varios nucléolos na periferia, o que pode sugerir um fenomeno de amplificagdo génica,

- como apresentado por ROCHA (2000); o citoplasma apresentou-se extremamente basofilo
pela técnica do Azul de Toluidina (pH=4,0); este fato ¢ devido & presenga de radicais
fosfato encontrados nas moléculas de RNAs, visto que os radicais sulfato e carboxila
provenientes de carboidratos acidos detectados pela técnica do Alcian Blue (pH=1,0 e

pH=2,5), contribuem muito menos para a coloragdo observada. O suposto é confirmado
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pela técnica do Fast Green que indicou a presenca de proteinas citoplasmaticas em
quantidade nessa fase. O citoplasma desse ovocito também apresentou-se positivo ao PAS,
podendo-se inferir que existam glicoproteinas nesse citoplasma, como ja encontrado por
RAMADAN et al., 1987. As células foliculares apresentaram carboidratos Aacidos
(sulfatados e carboxilados) e por serem PAS e Fast Green positivas, também podem conter
glicoproteinas.

Os ovocitos de fase III apresentaram um tamanho maior em relagdo a fase anterior e
um citoplasma menos basoéfilo, indicando uma redugdo na sintese de proteinas; situagdo
semelhante ja foi descrita por GUTIERREZ ‘et al (1985) para Solea senegalensis.
Apresenta carboidratos acidos (sulfatados e carboxilados) e grande quantidade de
carboidratos neutros (PAS positivo). Nesta fase surgem as vesiculas que mostraram-se
como reservatorios de carboidratos sulfatados e carboxilados, além de glicoproteinas (em
menor quantidade). Nesta fase aparece, também, a membrana vitelina, que deve ser
constituida por glicoproteinas (PAS e Fast Green positiva). As células foliculares ndo
apresentaram mudangas significativas. A coloragdo do citoplasma pelo Fast Green
apresentou-se menos intensa que nos ovocitos de fase II, provavelmente por conta de uma
diminui¢io da concentrag¢do em fun¢do do aumento do volume celular.

Os ovocitos de fase IV apresentaram o citoplasma contendo carboidratos neutros,
provavelmente com fun¢do de reserva metabdlica. As vesiculas que surgem na fase
anterior  contém carboidratos sulfatados, carboxilados e carboidratos neutros. O
movimento das vesiculas a periferia da célula e a presenga de carboidratos neutros em sua
composi¢do leva a crer que ocorre uma deposicdo desses carboidratos na membrana
vitelina provocando o seu espessamento (juntamente com a ag¢do das células foliculares);
dessa forma a membrana vitelina apresenta grande quantidade de carboidratos neutros. Os

granulos de vitelo mostraram-se compostos por esses carboidratos, para reserva alimentar
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do embrido, e as células foliculares apresentaram carboidratos sulfatados, carboxilados e
neutros.

Assim, pode-se dizer que o desenvolvimento ovocitario de Notothenia neglecta
inicia-se com um intenso metabolismo de sintese proteica, seguido do acumulo de
proteinas e carboidratos neutros no citoplasma e acumulo de carboidratos acidos
principalmente nas vesiculas que se encaminham para a periferia da célula. A membrana
vitelina surge na fase III e tem um espessamento continuo até a fase IV, sendo
principalmente constituida por proteinas e carboidratos neutros. As células foliculares

permanecem inalteradas durante todo o desenvolvimento do foliculo.
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CONCLUSOES

O estudo do desenvolvimento ovocitario e da citoquimica dos foliculos ovarianos

de Notothenia neglecta permitem as seguintes conclusdes:

e Nio foram capturadas fémeas com ovocitos nas fases V e VI, indicando que as coletas
ndo foram realizadas proximas a época de desova.

¢ O material analisado permitiu descrever quatro fases do desenvolvimento ovocitario.

o A fase II é caracterizada, principalmente, pela sintese de proteinas.

e As vesiculas provavelmente sdo responsaveis pelo espessamento da membrana vitelina
na fase IV juntamente com as células foliculares. |

e Os carboidratos neutros surgem a partir da fase II do ovocito, mantendo-se até a fase
IV no citoplasma, nas vesiculas e nos granulos de vitelo.

e Os carboidratos acidos sulfatados e carboxilados surgem na fase II do ovdcito
mantendo-se até a fase IV onde sdo encontrados nas vesiculas, que se deslocam para a
periferia celular.

e As glicoproteinas entram na composicdo da membrana vitelina e das células

foliculares.
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ANEXOS

Técnicas Histologicas

Hematoxilina / Eosina

Desparafinizagio:
Xilol I - 5 minutos
Xilol II - 5 minutos
Hidratagéo:
Alcool 100% - 5 minutos
Alcool 90% - 5 minutos
Alcool 70% - 5 minutos
Agua destilada - 1 minuto
Coloragdo:
Hematoxilina - 15 segundos
Agua corrente - 5 minutos
Eosina - 15 segundos
Agua destilada - 1 banho
Desidratagdo:
Alcool 70% - 1 minuto
Alcool 90% - 1 minuto
Alcool 100% - 5 minutos
Diafanizagio:
Xilol I - Sminutos
Xilol IT - montagem

Acido Periédico — Schiff (PAS)

Desparafinizagio:
Xilol I - 5 minutos
Xilol IT - 5 minutos
Hidratacao:
Alcool 100% - 5 minutos
Alcool 90% - 5 minutos
Alcool 70% - 5 minutos
Agua destilada - 5 a 10 minutos
Hidrolise:
Acido periédico - 20 minutos
Agua destilada - 30 segundos
Coloragio:
Reativo Schiff - 40 minutos
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Agua sulfurosa (metabissulfito de sédio ou potéassio a 10% - 15 mL, HCI IN - 15

mL, agua destilada - 270 mL ) - 3 banhos de 5 minutos cada

Agua corrente - 10 minutos

Desidratag@o:



Alcool 70% - 1 minuto

Alcool 90% - 1 minuto

Alcool 100% - 5 minutos
Diafanizagdo:

Xilol I - 5 minutos

Xilol IT - montagem

Alcian Blue

Desparafinizagao:
Xilol I - 5 minutos
Xilol IT - 5 minutos
Hidratago:
Alcool 100% - S minutos
Alcool 90% - S minutos
Alcool 70% - 5 minutos
Agua destilada - 5 minutos
Colorag@o:
Solugdo de Alcian Blue (pH=1,0 ou pH=2,5) - 20 minutos
Agua destilada - 1 banho
Deixar secar ao ar
Diafanizagdo:
Xilol I - 5 minutos
Xilol IT - montagem

Azul de Toluidina

Desparafinizagdo:
Xilol I - 5 minutos
Xilol IT - 5 minutos
Hidratacéo:
Alcool 100% - 2 minutos
Alcool 90% - 2 minutos
Alcool 70% - 2 minutos
Alcool 50% - 2 minutos
Agua destilada - 2 banhos
Coloragio:

Azul de Toluidina 0,025% a pH 4,0 em tampdo Mcllvaine - 20 minutos

Agua destilada - 3 banhos

Deixar secar ao ar
Diafanizag3o:

Xilol I - 5 minutos

Xilol II — montagem
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Fast Green Acido

Desparafinizagio:

Xilol I - 5 minutos

Xilol IT - 5 minutos
Hidratag3o:

Alcool 100% - 2 minutos

Alcool 90% - 2 minutos

Alcool 70% - 2 minutos

Agua destilada - 2 minutos
Coloragio:

Fast Green 1% em acido acético 2,0% (pH 2,5) - 5 segundos

Agua destilada - 1 banho
Desidratag@o:

Alcool 70% - 2 minutos

Alcool 90% - 2 minutos

Alcool 100% - 5 minutos
Diafanizagio:

Xilol I - 5 minutos

Xilol IT - montagem
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