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1. RESUMO

Acutisoma (=G.) longipes Roewer, 1913 (Arachnida: Opiliones) é uma
espécie de opiliao pertencente a sub-ordem Laniatores. As fémeas da espécie
passam por um jejum durante o periodo de cuidados com a prole. Assim fémeas
sem ovos maduros, com ovos maduros e cuidando da prole foram coletadas e os
ventriculos e ovario analisados com técnicas histolégicas (hematoxilina-eosina),
histoquimica para proteinas totais (azul de bromofenol e Xxilydine ponceau),
polissacarideos (PAS), proteinas colagenas (Picrosirius red) e proteinas acidas
(azul de toluidina), Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e citoquimica ultra-estrutural para glicogénio.
Histologicamente o ventriculo é formado de células digestivas e generativas. As
primeiras tém caracteristicas de células secretoras, com acumulo citoplasmatico
de granulos protéicos acidos, formacao e liberacao de vesiculas granulares para o
lumen. O ventriculo sofre retracdo e ocorre a diminuicdo de vesiculas
citoplasmaticas de secrecao entre a fase em que a fémea se alimenta e nao tem
ovos maduros para a fase em que permanece algum tempo em jejum e cuida da
prole. O corpo gorduroso que circunda o ventriculo é considerado tecido de
estocagem, dando suporte ao metabolismo do aparelho digestivo. Ultra-
estruturalmente, distinguem-se trés tipos de células no epitélio ventricular, as
células digestivas, que provavelmente tornam-se células excretoras, e as
secretoras, sendo as células excretoras escassas em fémeas com prole. Em
Acutisoma longipes, as células generativas ou de reposicao tém nucleos grandes
e pouco citoplasma nao especializado, podendo se diferenciar ou em células
digestivas, secretoras ou células de excregao.

O ovario das fémeas na fase de cuidados com a prole apresenta camada de
células epiteliais que também sofre retracdo, assim como ocorre no ventriculo no
mesmo periodo fisiolégico deste. Tais observacdes sdo constatadas com a MET,
com a qual é evidente o estreitamento parcial do lumen. Ovario caracteriza-se pela

presenca de ovécitos em toda sua extenséo e pela auséncia de células nutridoras.
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Todos os graus de desenvolvimento dos ovécitos podem ser encontrados nas trés
fases de fémeas estudadas. Isto demonstra ser a ovogénese um processo
dindmico e continuo. Ovocitos sendo reabsorvidos sdo comuns na ultima fase (de
cuidados com a prole) quando o tempo de jejum ja € longo. A reabsorcao de
nutrientes de ovocitos pode ser nesse caso, para suprir o déficit nutricional e
energético das fémeas em jejum (cuidando da prole) até o momento que a cria é
emancipada e a fémea volta a se alimentar, e posteriormente entrar ou ndo em

novo ciclo reprodutivo.
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2. ABSTRACT

Acutisoma (=G.) longipes Roewer, 1913 (Arachnida: Opiliones) is a
harvestmen of the suborder Laniatores. Females of this species do not feed while
tending the brood care. In this study, females without mature eggs, with mature
eggs, and tending the brood care were collected, and the ventriculi and ovaries
were examined using histological techniques (hematoxylin-eosin), histochemistry
for total proteins (bromophenol blue and xylidine ponceau), polysaccharides (PAS),
collagenous proteins (picrosirius red) and acidic proteins (toluidine blue),
transmission electron microscopy (TEM), scanning electron microscopy (SEM),
ultrastructural cytochemistry for glycogen. Histologically, the ventriculus consists of
digestive cells and regenerative cells. The former exhibit characteristics of
secretory cells, with granules of acidic proteins in the cytoplasm, forming vesicles
containing granules and releasing them into the lumen. From the phase when the
female feeds and does not carry mature eggs to the phase when she tends the
brood and does not feed the ventriculus retracts and the amount of cytoplasmic
secretory vesicles decreases. The fat body was observed surrounding the
ventriculus. The fat body is considered an energy storage tissue, supporting the
digestive system metabolism. Three different cell types were observed in the
ventricular epithelium: Digestive cells, which probably become excretory cells, and
secretory cells. Excretory cells are not abundant in females tending the brood. In A.
longipes, regenerative cells have large nuclei and little undifferentiated cytoplasm,
and can later be specialized to carry out digestive, secretory or excretory functions.
The ovary of females in these phases exhibit a layer of epithelial cells and this
organ also retracts similar to what is observed in the ventriculus, with a partial
narrowing of the lumen. The presence of oocytes is characteristics of the ovary
throughout its extension, as well as the absence of nurse cells. Young oocytes and
these in other developmental stages are observed in females during the three
phases examined, indicating that oogenesis is a dynamic and continuous process.
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Oocytes being reabsorbed are common in the brood care phase when the starving
period is long. The resorption of nutrients from ooctyes in this case might reduce
the nutritional and energetic deficit until emancipation of the brood when the female

can feeding again and possibly begin a new reproductive cycle.
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3. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
- A ordem Opiliones

Os aracnideos formam o mais diverso grupo de quelicerados conhecido,
com cerca de 75.000 espécies descritas, e 300.000 estimadas. Apesar da enorme
diversidade de formas, os aracnideos possuem muitas caracteristicas comuns. O
corpo se divide em prossomo e abddémen ou opistossoma. O prossomo nao
segmentado geralmente é coberto dorsalmente por uma carapaca soélida; a
superficie ventral é provida de uma ou mais placas esternais ou € coberta pelas
coxas dos apéndices. O abdémen é segmentado e divide-se em um pré-abdémen
e um poés-abdémen. Os apéndices comuns a todos os aracnideos tém origem no
prossomo e constam de um par de queliceras, um par de pedipalpos e quatro
pares de pernas (BARNES, 2005).

No Brasil, os opilibes sdo conhecidos por diversos nomes populares
atribuidos a sua semelhanca com as aranhas e ao forte odor que emitem: aranha
bode, bodum, aranha fedida, frade fedorento, aranha de chdo. Sdo comumente
confundidos com aranhas, mas diferem pela auséncia de glandulas produtoras de
seda ou veneno, auséncia de um peciolo ou pedicelo, conferindo a nao-
segmentacao do corpo, e presenca de um Uunico par de ocelos e queliceras
queladas (BERLAND, 1949).

A ordem Opiliones inclui os opilides, que representam o terceiro maior
grupo em diversidade de espécies da classe Arachnida, menos diverso apenas
que acaros e aranhas (PINTO-DA-ROCHA, 1999). Os opilides constituem um
grupo bastante diversificado em habitos e formas, sendo divididos em quatro
subordens: Cyphophthalmi, Eupnoi, Dyspnoi e Laniatores (GIRIBET et al., 1999).
Os Cyphophthalmi sdao um grupo pequeno, com cerca de 130 espécies
distribuidas pelo mundo. Seus representantes sao semelhantes a acaros, pois sao
muito pequenos, apresentando corpo arredondado e pernas curtas. As subordens
Eupnoi e Dyspnoi apresentam um pouco mais de 2000 espécies, concentradas
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principalmente nas regides temperadas e seus representantes possuem corpo
pequeno e arredondado e pernas longas. Os Laniatores especificamente na
América do Sul, apresentam uma grande variacdo morfolégica, mas em geral,
possuem corpo robusto, pernas longas e pedipalpos revestidos com espinhos
(SHULTZ, 1998). No Brasil, a subordem Laniatores € a mais abundante e ndo
existem registros de ocorréncia de espécies da subordem Cyphophthalmi.

Espécies neotropicais do género Acutisoma (Laniatores: Gonyleptidae), sdo
representadas por individuos grandes, habitantes de cavernas, fendas em rochas
e troncos de arvores (MACHADO, 2002). A espécie Acutisoma (=Goniosoma)
longipes Roewer 1913, anteriormente classificada como, estudada neste trabalho
tem ampla distribuicdo no sudeste do Brasil, onde popula¢des foram registradas
em cavernas de arenito (GNASPINI; TRAJANO, 1994) e em cavernas graniticas
umidas (MACHADO; OLIVEIRA, 1998). Neste ultimo ambiente muitos individuos
sao vistos em descanso na parede da caverna, que é também o local preferido
pela fémea para a oviposicdo. A atividade ritmica desempenhada por individuos
da espécie, mostra que estes usam a caverna como abrigo e local reprodutivo
(MACHADO; OLIVEIRA,1998), mas eles deixam a caverna periodicamente para o
forrageamento noturno, podendo ser considerados trogloxenos (MACHADO et al.,
2000). O trafego entre a caverna e o meio externo, feito por A.(=G.) longipes
parece ser influenciado pelo fotoperiodo, com os individuos deixando a caverna
apds o entardecer e retornando antes do amanhecer. Os individuos forrageiros
usam o mesmo caminho, tanto na entrada como na saida do abrigo (MACHADO
et al., 2000).

Observacoes realizadas durante o ciclo de vida de fémeas de Acutisoma
longipes indicam que as mesmas passam por um periodo de jejum, periodo este
gue se inicia imediatamente antes da oviposi¢cdo (MACHADO, 2002).
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- Ecologia

A maior diversidade da ordem ocorre em areas tropicais, em ambientes
menos estressantes fisiologicamente, com moderadas variagées de temperatura e
umidade ao longo do ano (COKENDOLPHER et al., 1993). Todas as espécies de
opilibes sao terrestres e respiram por espiraculos e traquéias. De maneira geral,
abrigam-se em locais protegidos da luz, uma vez que muitos sao fotofébicos.
Podem ser encontrados numa grande variedade de habitats como no solo, sobre
musgos e vegetacdo, no folhico, sob pedras e em superficies verticais, como
troncos de arvores e paredes de cavernas (CLOUDSLEY-THOMPSON, 1958). Ao
anoitecer saem dos abrigos em busca de alimento. Esses animais sdo pouco
conhecidos pelo publico, devido, talvez a seus habitos cripticos e noturnos,
resultando em reduzido nimero de trabalhos na literatura.

Diferente dos demais aracnideos, os opilides apresentam comportamento
gregario, no qual se formam grupos de pelo menos trés individuos a dezenas,
cujas pernas se sobrepdem (MACHADO et al., 2000). As explicagdes para tal
comportamento sdo variadas e relacionam com a escolha de ambientes que
possam diminuir o risco de desidratacdo e evaporacdo, além de aumentar a
capacidade defensiva pela acdo coletiva de descarga das substancias
repugnatorias.

A fauna de formacdes mais secas, como cerrado e caatinga, possui
diversidade muito menor, podendo ocorrer menos de 10 espécies por area;
entretanto, espécies de areas umidas, possuem uma distribuicdo geografica muito
mais ampla. No Brasil, por exemplo, a fauna de caverna compreende pelo menos
vinte e seis espécies de seis familias (ADIS, 1997).

Existem varias espécies de opilibes que vivem em cavernas. De acordo
com sua dependéncia ecolégica e evolutiva com o meio subterraneo, os animais
cavernicolas podem ser classificados em: (1) troglébios, que sdo espécies restritas
ao ambiente cavernicola e no qual completam todo o ciclo de vida; (2) trogldfilos,
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espécies cujos individuos podem ser encontrados tanto dentro, quanto fora do
ambiente cavernicolo e completam seu ciclo facultativamente na caverna ou no
ambiente externo e (3) trogloxenos, espécies das quais os individuos saem
obrigatoriamente da caverna para cumprir parte de seu ciclo de vida, seja para
alimentagéo e/ou reproducéo (GNASPINI, 1996).

- Habitos alimentares e aspectos da digestao

Os opilides, em geral sdo carnivoros, alimentando-se de pequenos
artropodes, mas podem ser encontradas espécies sapréfagas ou onivoras.
Adicionalmente, a maioria das espécies, por ser fotofobica, se alimenta e se
reproduz a noite (SAVORY, 1938), sendo que logo ao entardecer eles iniciam sua
atividade e voltam aos seus refugios no alvorecer (GNASPINI, 1996). O alimento é
detectado com o segundo par de pernas, agarrado com o auxilio dos pedipalpos e
passado para as queliceras onde é triturado (SANTOS et al., 2002). A morfologia
das queliceras, que sao usadas para manipular e macerar a presa &,
provavelmente, o principal componente que determina a selegdo de presas
(ACOSTA; MACHADO, 2007).

A dieta generalista e voraz da maioria dos opilides € dependente das
caracteristicas locais e da abundancia de presas. Com base nas preferéncias
alimentares apresentadas pelos opilides, os itens alimentares consumidos
parecem ser selecionados pelo tamanho e a resisténcia cuticular da presa. Certas
diferencas ja foram demonstradas com relacao a importancia e predominancia de
certos habitos alimentares de individuos da mesma espécie, diferencas essas
dependentes do microhabitat em que os animais estdo inseridos (ACOSTA;
MACHADO, 2007). Ao contrario do que ocorrem com muitas aranhas, os opilides
nao resistem a longos periodos sem agua ou alimento (SANTOS et al., 2002).

Na ordem Opiliones apresentam a digestao extra-oral, porém o alimento
ingerido ndo se limita ao material liquefeito, pois inclui também pequenas
particulas sélidas (SANTOS et al., 2002).
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Nesses animais o trato digestivo é dividido em trés regides principais, 0
intestino anterior, 0 médio ou ventriculo e o posterior. Essas regides diferem em
sua histologia, em conseqiéncia de suas origens embrionarias. Os intestinos
anterior e posterior se originam de uma dobra da ectoderme, sédo revestidos por
uma camada de cuticula, a qual é uma continuagdo da cuticula da parede do
corpo. Ja o ventriculo € originado da endoderme. O ventriculo difere dos intestinos
anterior e posterior principalmente pela auséncia da camada de -cuticula
(COMSTOCK, 1975).

A porcao anterior do ventriculo € ramificada em varios cecos ou diverticulos
formando a unidade funcional do trato digestivo (BECKER; PETERS, 1985b). O
sistema de diverticulos ocupa a maior parte do opistossoma. O epitélio destes
diverticulos se apéia na lamina basal e esta circundado por um tecido
intermediario e por uma rede de musculos. As células do tecido intermediario,
provavelmente, tém a funcado de armazenar material de reserva que pode ser tanto
glicogénio como lipideo, ou mesmo ambos (BECKER; PETERS, 1985a).

No ventriculo ocorre a digestdao e absorcao de nutrientes oriundos da
digestdo externa (BECKER; PETERS, 1985b). Assim como em pseudoescorpides
(GILBERT, 1952) os diverticulos do ventriculo constituem o principal érgdo de
digestao, estocagem de nutrientes e excrecao. O alimento entra na porcao anterior
do ventriculo com consisténcia fluida ou semifluida (BECKER; PETERS, 1985b).
Essa mistura de alimento e saliva é transportada até o lumen do ventriculo
(KASTNER, 1933 apud BECKER; PETERS, 1985b), ocorrendo a liberacdo pelas
células de enzimas para a digestdo que podem ser, tanto proteases como
amilases (BECKER; PETERS, 1985a). Dentro dos diverticulos, particulas da pré
digestdo sao capturadas por pinocitose sofrendo digestao intracelular e o material
nao digerido é entdo excretado das células e transportado para a por¢céo posterior
do ventriculo (BECKER; PETERS, 1985a).

Muitos aracnideos sao favorecidos com uma notavel capacidade para jejuar
por longos periodos, vivendo assim de suas reservas energéticas (SAVORY,
1977). Em pseudoescorpides a sobrevivéncia sem alimento pode durar semanas
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ou até meses, gracas a capacidade especifica dos diverticulos do ventriculo em
armazenar glicogénio e lipideo (WEYGOLDT, 1969). Em opilides o lipideo também
funciona como importante material de reserva energética, visto que quando esses
animais foram privados de alimento os estoques lipidicos foram perdidos
(BECKER; PETERS, 1985a).

Diante de situacbes em que animais sao privados de alimentos, o trato
digestivo e principalmente sua porcao funcional na digestdo, como o ventriculo
devem passar por remodelacdes celulares, visto que tanto a fisiologia como o

metabolismo desses animais esta alterado, tal como ocorre em aracnideos.

- Aspectos da reproducao

Assim como o trato digestivo, o aparelho reprodutor da fémea em opilides
esta localizado no opistossoma, ventralmente em relagdo ao ventriculo. Como na
maioria dos aracnideos, o sistema reprodutor das fémeas de opilides € composto
de ovario, que é apenas um, em forma de ferradura, assim como ocorre em
carrapatos (SAID, 1992). Seguem ovidutos laterais, que em opilides unem-se
distalmente formando o oviduto comum ou Utero, a vagina, glandulas acessoérias e
receptaculos seminais ou espermatecas, que sao diverticulos da vagina,
frequentemente esclerosadas que se abrem junto a abertura genital. Como em
todos aracnideos, a vagina localiza-se entre o segundo e terceiro esternito do
opistossoma (WEYGOLDT, 1969). O sistema reprodutor dos opilides ainda inclue
estruturas que nao existem em outros aracnideos, com excec¢ao de alguns acaros,
que é o ovipositor. O ovipositor € tubular e localizado na porcao mediana do
ventre. Sua parede, em muitas espécies, contém anéis de quitina, ligados por
delgadas membranas (BARNES, 2005). Tal ovopositor € uma estrutura retratil e
projetada para fora do orificio genital para possibilitar o processo de oviposicéao,
como constatado em opilides (JUBERTHIE, 1965).

O ovéario em aracnideos é revestido internamente por uma camada de

células epiteliais e externamente pela membrana basal e ocasionalmente por
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células da musculatura lisa e o tecido conectivo acelular, a tunica propria. Os
ovocitos sao inicialmente sustentados por células da parede do ovario que formam
assim o pedicelo ou funiculo como observado em carrapatos e pseudoescorpides
(; SONENSHINE, 1991; SAID, 1992; KONDO et al., 1993). Sao pequenas células
alinhadas ao longo da parte externa desse epitélio, projetando-se para fora do
orgao.

A regido proximal do ovério, na qual os ovidutos se abrem € dita ampola,
como citado para carrapatos e para outros aracnideos, e 0s ovidutos sao
considerados prolongacgdes do ovario (SONENSHINE, 1991).

Em geral, nos aracnideos, as ovogbnias parecem ser o primérdio
germinativo, ainda no estagio larval, permanecendo assim até a ultima muda da
ninfa (SONENSHINE, 1991). Inicia-se entdo a ovogénese com a transformacao de
muitas ou da maioria das ovogbonias em ovocitos primarios (BALASHOV, 1963).
Cada ovécito encontra-se aderido a parede do ovario pelo funiculo, durante ou
logo apdés a passagem do ultimo estagio de ninfa. Até o estagio Il, segundo
Balashov (1963), os ovécitos estdo na fase pré-vitelogénica.

Nos estagios Ill e IV ocorre a deposicdo de vitelo, diferente do que ocorre
em insetos onde 0s ovocitos desenvolvem-se enquanto movem-se posteriormente
ao longo do ovariolo e o depdésito de vitelo ocorre somente no vitelario (KOEPE et
al., 1985). Tanto em aracnideos, como carrapatos (SONENSHINE, 1991) e
pseudoescorpides (WEYGOLDT, 1969), os ovocitos permanecem estacionados e
ocorre a deposicao do vitelo. Os ovécitos maduros e vitelogénicos expandem-se
para a hemocele e logo sao ovulados, passando para dentro do lumen do ovario
(SONENSHINE, 1991). No lumen do ovario ou no oviduto ocorre a fecundacgéao, o
ovécito sofre a primeira divisdo meidtica tornando-se ovécito secundario. A
ovogénese é completada apdés a oviposicdo com a divisdo reducional final
(segunda divisdo da meiose) (BALASHOV, 1963).

A falta de trabalhos especificos que descrevam as estruturas internas e
caracterizacao histolégica de 6rgaos e sistemas internos de opilides faz com que
os trabalhos existentes com esse grupo, sejam baseados em descrigdes gerais ou
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em descrigdes feitas para os grupos mais estudados, como as aranhas e/ou
carrapatos. Em Laniatores, subordem a qual pertence Acutisoma longipes, poucas
espécies tiveram a morfologia do ventriculo descrita, principalmente em situacoes
adversas como o jejum. O mesmo pode ser constatado em relacdo ao ovario e a
ovogénese para o0 grupo, no qual ndo existem trabalhos com este tipo de
abordagem.
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4. OBJETIVOS

A fisiologia basica de opilides é pouco conhecida e descricoes morfolégicas
de algumas estruturas internas se fazem necessarias. Assim, a auséncia de
informagdes especificas levam muitas vezes, a generalizagdes funcionais de um
orgao em particular, descrito para aranhas, escorpides e acaros, 0s quais sao
aracnideos ja bem estudados.

Levando-se em consideragcao esta escassez de informagdes a respeito da
biologia digestiva e reprodutiva deste grupo, bem como da morfologia do
ventriculo, do ovario e da ovogénese, o presente estudo investigou as fémeas sem
ovos maduros, com ovos maduros e cuidando da prole de Acutisoma
(=Goniosoma) longipes Roewer, 1913. Durante este Ultimo periodo estas fémeas
ndao se alimentam, ficando, portanto, em jejum absoluto. Assim sendo este

trabalho visou:

- Descrever histolégica, histoquimica e ultra-estruturalmente, de maneira
comparativa, o ventriculo e o ovario de fémeas de A. (=G.) longipes, durante os
varios periodos da vida destes animais, visando mostrar as variagcbes que ocorre

NOS Mesmos.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. MATERIAL

Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes Roewer, 1913 foram
observadas no inicio da estacao reprodutiva da espécie (Outubro a Fevereiro) nos
anos de 2004, 2005, 2006 e 2007. Estas fémeas encontravam-se nas seguintes
fases: com ovos imaturos, com ovos maduros e cuidando da prole.

Os individuos das trés fases foram coletados em cavernas graniticas
Umidas do Parque Florestal do ltapetinga 46° 29’ 46” W longitude, 262 07’ 24" S
latitude, Atibaia, Sdo Paulo na sua estacao reprodutiva. Em cada uma das coletas,
seis fémeas de cada fase foram separadas para utilizacdo de seus ventriculos e

ovarios nas analises de microscopia de luz e eletrénica.
5.2. METODOS
5.2.1. CLASSIFICACAO DOS OVOCITOS (segundo BALASHOV,1963)

Os ovécitos encontrados em A. longipes, que podem ser classificados no
estagio | conforme Balashov (1963) e Denardi et al. (2004) para carrapatos sao
pequenos e arredondados, o citoplasma € homogéneo com o nucleo ou vesicula
germinativa com contorno irregular e granulos e um grande nucléolo. Nessa fase
os ovocitos sao fortemente marcados pela reacao de azul de toluidina acida sendo
tal marcacéao devido a grande quantidade de RNA em seu citoplasma.

No estagio Il de desenvolvimento os ovécitos sao vistos maiores que os
anteriores, sdo redondos, 0 nucleo ainda é observado e o citoplasma apresenta
finas granulagdes, marcando o inicio da incorporacao do vitelo (BALASHOV, 1963;
DENARDI et al., 2004).

Como ja descrito por Balashov (1963) e Denardi et al. (2004) para
carrapatos, os ovocitos de A. longipes no estagio Il tém o citoplasma com
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granulacées maiores que o estagio Il, o ndcleo e nucléolo nem sempre sao
visiveis e ja apresentam as caracteristicas do co6rio e os mesmos tipos de
marcacgdes histoquimicas, assim como também acontece no estagio seguinte. No
estagio IV as granulacdes sdao maiores, o corio ja esta formado e o nucleo
raramente é observado.

Em A. longipes os ovécitos no estagio V sdo ainda maiores, as granulacoes
ocupam todo citoplasma, podem ser evidenciadas diferentes camadas no cério,
atingindo assim o grau maximo de desenvolvimento, conforme observado em
carrapatos (BALASHOV, 1963; DENARDI et al., 2004).

5.2.2. MICROSCOPIA DE LUZ

Fémeas de opilides foram dissecadas em solucdo salina tamponada para
insetos (7.5 g/L de NaCl, 2.38 g/L de KH2POg4, 2.77 g/L de NaxHPO4 de H>O
destilada). Os ventriculos e ovarios isolados foram fixados por uma semana em
paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sodio pH 7.4. Posteriormente, foram
colocados em tampéo fosfato de sodio pH 7.4 por 24 horas, desidratados em uma
série de etanol de concentracdo crescente e incluidos em resina JB- 4
(Polysciences). Os cortes, com espessura de 5um foram realizados em
histomicrétomo LEICA RM2145, recolhidos em laminas de vidro e entdo foram

submetidos as diferentes técnicas de microscopia de luz.

5.2.2.1. Analise Histologica

As secgOes foram coradas com hematoxilina/eosina (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983) por 10 e 5 minutos, respectivamente (rotina), montadas com
balsamo do Canada e laminula, examinadas e fotografadas em fotomicroscépio
Leica DM2000, acoplado a um sistema de captura de imagens. Para as analises

das imagens foi utilizado o programa Leica IM50 — Image Manager.
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5.2.2.2. Analise Histoquimica

As seccgdes histologicas foram submetidas as reagdes histoquimicas. Para
a deteccao de estruturas acidas dos tecidos foi utilizada o azul de toluidina pH 3.5
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Para a deteccao de proteinas totais, foi
utiizado o azul de bromofenol, (PEARSE, 1960) e xylidine ponceau (MELLO;
VIDAL, 1980). Glicoconjugados neutros foram detectados pela técnica do PAS
(acido peridédico-Schiff) (McMANUS, 1946). A técnica do PAS e azul de
bromofenol conjugados (COELLO, 1989) foi utilizada para a deteccao simultanea
de glicoconjugados neutros e proteinas totais. O método do picrosirius
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983), o qual utiliza o corante direct red, foi utilizado
para a detecgcao de colageno.

As laminas submetidas as reagdes foram entdo montadas com balsamo do
Canada e laminula, examinadas e fotografadas em fotomicroscopio Leica
DM2000, acoplado ao sistema de captura de imagens. Para as andlises das

imagens foi utilizado o programa Leica IM50 — Image Manager.

5.2.3. MICROSCOPIA ELETRONICA

5.2.3.1. Analise Morfoldgica

5.2.3.1.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Fémeas de opilides foram dissecadas em solucao fixadora Karnovsky para
MEV (glutaraldeido 2.5% e paraformaldeido 2% em tampao cacodilato 0.1M, pH
7.4). O ventriculo os ovarios, isolados, foram fixados nessa mesma solugao, por
dois dias a temperatura ambiente. Em seguida, foram desidratados em uma série
de solucbes de acetona de concentracao crescente (50%, 70%, 90%, 95%),
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colocados em dois banhos de 5 minutos cada em acetona pura, secos no ponto
critico pelo aparelho Balzers CPD030, fragmentados com auxilio de um bisturi,
recobertos com uma pelicula de carbono/ouro em aparelho vaporizador Balzers
CPDO050 e examinados ao microscoépio eletrbnico de varredura JEOL JSM-P15
e/ou Philips SEM-505.

5.2.3.2. Analise Ultra-Estrutural

5.2.3.2.1. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

5.2.3.2.1.1. Convencional

Fémeas de opilides foram dissecadas em solugéo fisioldgica salina para
insetos. O ventriculo e os ovarios foram fixados em glutaraldeido 2% em tampéao
cacodilato 0.1M, pH 7.2 por 10 dias a 4°C. Posteriormente foram lavados no
mesmo tampao (duas vezes durante 30 minutos), pds-fixados em tetroxido de
06smio 1% em tampao fosfato 0.1M pH 7.4 (duas horas, a temperatura ambiente),
lavados em agua destilada (duas vezes, por 5 minutos cada), contrastado em
acetato de uranila 0.5% em solucdo aquosa (por 2 horas, a temperatura
ambiente). Entdo foram desidratados em uma série de solucdes de concentracao
crescente de acetona (50%, 70%, 90%, 95%), colocados em dois banhos de
acetona pura por 5 minutos, cada, infiltrados e incluidos em resina Epon-Araldite.

O material foi seccionado e os cortes semi-finos, com aproximadamente
0.5um de espessura, foram corados com solu¢do contendo azul de metileno 1% e
azur Il 1% em solugdo de borax 1%, para selecdo dos melhores blocos. As
seccoes ultra-finas, obtidas em ultra-micrétomo foram recolhidas em grades de
cobre e contrastadas em acetato de uranila 1% em &gua e com citrato de chumbo
0.4%. As observacdes foram realizadas em Microscopio Eletrénico de
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Transmissdo CM 100 - Philips e documentadas com filme Eastman — Motion
Picture Film 5302.

5.2.3.2.1.2. Citoquimica para Localizacao de Glicogénio - Afzelius
(AFZELIUS,1992)

As grades contendo os cortes ultra-finos com material processado para a
técnica de rotina em microscopia eletrénica de transmissao, de acordo com o item
5.2.2.1.1, porém sem a incubagdo em acetato de uranila 0.5%, foram tratadas com
acido tanico 1% (em agua destilada) durante 30 minutos. Posteriormente, as
grades foram lavadas com agua destilada, contrastadas com acetato de uranila
4% (em agua destilada) durante 60 minutos, lavadas em agua destilada e
examinadas sem qualquer outra contrastacdo, em Microscopio Eletronico de
Transmissdo CM 100 - Philips e documentadas com filme Eastman — Motion
Picture Film 5302.
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6. RESULTADOS

6.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

6.1.1. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes sem ovos maduros

6.1.1.1. Analise do Ventriculo

No ventriculo das fémeas observa-se a organizagdo em diverticulos (Figura
1A), externamente recobertos por corpo gorduroso que aparece cComo uma
camada ondulada (Figura 1B).

Os vacuolos do corpo gorduroso sao arredondados (Figura 2A). Esta forma
corresponde ao espaco onde estavam gotas de lipideo.

O epitélio do ventriculo é composto por células alongadas (Figura 1C),
apoiadas na lamina basal e na camada muscular (Figura 2B). O citoplasma destas
células contém vacuolos e vesiculas, principalmente na porgao apical (Figuras 1D,
2B, 2C). Estas vesiculas destacam-se da célula e vao em direcdo ao lumen
(Figuras 2C, 2D).

6.1.1.2. Analise do Ovario

Na porcéo externa do ovario podem ser observados ovocitos aderidos em
diferentes estagios de desenvolvimento (Figura 3A).

O epitélio é formado por células cubicas (Figura 3B), as quais apresentam-
se com vesiculas de secrecdo na porcao apical, bem como vesiculas sendo
liberadas para o lumen (Figuras 3C, 3D).

Ovécitos em estagios mais avancados de desenvolvimento ao lado de
outros menos desenvolvidos (Figuras 4A, 4B) foram detectados no ovario. Ligando

0 ovodcito ao ovario encontra-se o pedicelo (Figura 4B). Na extremidade do ovario,
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os dutos laterais apresentam-se com regido mais dilatada, que € chamada de
utero (Figura 4C).

6.1.2. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes com ovos maduros

6.1.2.1. Analise do Ventriculo

No ventriculo de fémeas nesta fase observam-se caracteristicas
semelhantes as descritas para fémeas da fase anterior (Figuras 5A, 5B), porém o
corpo gorduroso parece conter maior acumulo de gotas lipidicas (Figura 5C). O
epitélio ventricular encontra-se apoiado sobre a lamina basal (Figura 6A);
apresenta grande quantidade de vacuolos (Figuras 6A, 6C) e acumulos de
granulos por todo o citoplasma (Figuras 6B, 6C).

6.1.2.2. Analise do Ovario

Nesta fase, o ovario, assim como ja acontecia na fase anterior, mostra-se
com muitos ovécitos aderidos a sua parede externa, ovocitos estes em diferentes
estagios de desenvolvimento (Figura 7A).

Enquanto alguns destes ovdcitos estdo no inicio ou em estagio mais
avancado de desenvolvimento, outros estdo em processo de reabsorcéo (Figura
7B). Os ovocitos em estagios mais desenvolvidos apresentam-se com acumulo de

granulos densos em seu interior (Figuras 7C, 7D).

6.1.3. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes cuidando da prole

6.1.3.1. Analise do Ventriculo

O ventriculo de fémeas nesta fase, anatomicamente, € semelhante ao

ventriculo das demais fases estudadas (Figura 8A).
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O corpo gorduroso ao redor do epitélio ventricular apresenta-se menor, se
comparado as fases anteriormente descritas, com células mais baixas que as
demais fases (Figuras 8B, 8C). O epitélio ventricular com células alongadas
(Figuras 8C, 8E), apoiadas na musculatura (Figura 8A). Estas células contém
vacuolos e também granulos na sua por¢cado mais apical (Figuras 8D, 8E).

6.1.3.2. Analise do Ovario

O ovério apresenta-se com muitos ovécitos aderidos (Figuras 9A, 9B). Em
corte transversal observa-se que a regiao do duto do ovario € composta por
células cubicas, estando esse epitélio envolto por material acelular (Figura 9C).

Em continuacdo ao ovario observa-se a regidao do duto lateral (Figura 9D).
Na regido de unido entre ovario e ovocito observa-se o pedicelo com células em
arranjo semelhante a funis (Figuras 10A, 10B), como o prolongamento do epitélio,
envolto por membrana, que parece ser continua com o daquela do ovécito (Figura
10B). Alguns ovdcitos em desenvolvimento sdo observados contendo uma
“cicatriz” percorrendo sua parede externa (Figura 10C). Esta cicatriz parece ser
ramo do sistema traqueal entre o ovécito e a membrana que o envolve. Outros
ovécitos em processo de reabsorcdo ndao mais apresentam forma ovalada, sendo
irregulares e com aparente perda de turgidez, que é caracteristica dos ovocitos
tipicos (Figura 10D).

6.2. Histologia — coloracao hematoxilina-eosina

6.2.1. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes sem ovos maduros

6.2.1.1. Analise do Ventriculo

O ventriculo da fémea da espécie de opilido Acutisoma longipes possui
epitélio, aparentemente, formado por populagéo uniforme de células digestivas e
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generativas (Figuras 11A-C). O epitélio € alto, com células alongadas e
claviformes (Figura 11D) com ndcleos predominantemente basais (Figura 11C).
Essas células apresentam o citoplasma vacuolizado e com acumulos de granulos
(Figuras 12A, 12B), o apice é levemente dilatado e contém grandes vesiculas de
secrecgao (Figura 12B). A secrecao € liberada sob a forma de vesiculas, contendo
granulos eosindfilos, que brotam do apice (Figuras 12A, 12B). Essas vesiculas
destacam-se da célula do epitélio e passam a ocupar o lumen (Figura 12B). Um
tipo de material granular que parece nao ter afinidade pelos corantes esta
presente nas células epiteliais (Figuras 11B, 11C, 12B).

O epitélio esta apoiado na lamina basal, relativamente espessa (Figuras
11C, 12C). Na base desse epitélio encontram-se as células generativas em
grupos isolados, assentadas sobre a lamina basal, porém seus apices nao
alcangam o lumen do ventriculo (Figura 11C).

Em torno do ventriculo encontra-se o corpo gorduroso bastante conspicuo
(Figuras 12C, 12D), formado por células poliédricas ou arredondadas, com
nucleos esféricos e grande nucléolo (Figuras 12C, 12D). No corpo gorduroso esta
presente grande quantidade de gotas lipidicas (Figuras 12C, 12D). Porém a
presenca desses vacuolos é variavel numa mesma seccao histologica, onde se
observa regides com acumulo destes e outras onde 0os mesmos sS40 escassos
(Figuras 12C, 12D).

6.2.1.2. Analise do Ovario

O ovario de fémeas da espécie Acutisoma longipes apresenta-se como
estrutura tubular (Figura 13), estendido posteriormente assumindo a forma de U.

O epitélio € delgado, simples e constitui-se de células cubicas com nucleos
arredondados (Figura 14A). Os ovécitos sdo vistos em diferentes estagios de
desenvolvimento. Alguns ovdécitos sdo pequenos, apresentam o ndcleo ou

vesicula germinativa, com grande nucléolo e citoplasma homogéneo (ovécito |),
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outros ovocitos sdo maiores com pequenas granulagdes citoplasmaticas (ovécito Il
e lll) (Figuras 13, 14B).

Estes ovécitos estdo conectados ao ovario pelo pedicelo (Figuras 14C,
14D) que é formado de pequenas células com nucleos redondos. Na base do
epitélio ovariano esté presente a lamina basal e logo abaixo desta, a musculatura
lisa (Figura 14C).

6.2.2. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes com ovos maduros

6.2.2.1. Analise do Ventriculo

O ventriculo dessas fémeas € igual ao estagio anterior (Figuras 15A, 15B,
15D). Estas células apresentam o citoplasma com grande acumulo de granulos
(Figura 15C) e vesiculas digestivas (Figura 15B). O material granular aglomerado,
que parece nao ter afinidade pelos corantes é encontrado somente em algumas
das células do ventriculo (Figuras 15C, 15D). O apice das células digestivas
mostra-se dilatado com nucleos apicais (Figura 15D). Na base do epitélio se
observa grupos de células generativas (Figura 16A, 16B) e musculatura (Figura
16B). Em torno do ventriculo encontra-se o corpo gorduroso, composto de células
arredondadas contendo muitas gotas lipidicas, nucleos grandes e notavel
nucléolo. Também se observa pequenos granulos acidofilos no citoplasma dessas
células (Figura 16C).

6.2.2.2. Analise do Ovario

O ovério nesta fase apresenta o epitélio simples com células cubicas com
nucleos ovais (Figuras 17A-C). No apice dessas células observa-se a liberacao de
secrecao para o lumen (Figuras 17C, 17D). Os ovoécitos sdo visto em diferentes
estagios de desenvolvimento, inclusive observa-se ovogonias (Figuras 17A, 18A).
Acumulo de material granular, constituintes do vitelo, & evidente (Figura 17A);
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entretanto também observa-se ovocitos sendo reabsorvidos (Figura 18B). Os
ovocitos sao conectados ao epitélio pelo pedicelo (Figura 18C), abaixo do qual vé-
se células musculares (Figura 17C).

6.2.3. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes cuidando da prole

6.2.3.1. Analise do Ventriculo

O epitélio € mais baixo do que o do ventriculo de fémeas dos dois estagios
anteriores (Figura 19A). Observa-se poucas vesiculas e granulos no citoplasma
(Figuras 19B, 19C). Células generativas em grupos isolados sao vistas na porcao
basal do epitélio (Figura 19B), o qual se apdia na lamina basal (Figura 19C) e se
observam feixes de musculatura abaixo dessa lamina (Figura 19D). O corpo
gorduroso apresenta-se com células arredondadas e com poucas gotas lipidicas
(Figura 19D).

6.2.3.2. Analise do Ovario

Em fémeas com cuidados com a prole o ovario apresenta-se mais reduzido
do que em estagios anteriormente analisados (Figura 20A), tem o epitélio formado
de células cubicas com nucleos elipticos (Figuras 20B, 20C). Observa-se
pedicelos formados de células epiteliais e pelos quais estdo conectados os
ovécitos ao longo de todo ovario (Figuras 20A, 20B, 20D). No lumen do ovario
nota-se a secrecao basdéfila (Figuras 20B-D). Encontram-se ovdcitos em diferentes
estagios de desenvolvimento (Figuras 20A-C), inclusive em estagio avancado de
reabsorcdo (Figura 20E). Externamente ao epitélio ovariano observa-se
musculatura (Figuras 20B, 20C) e uma camada acelular e amorfa, a tunica prépria
(Figuras 20A, 20B).
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6.3. Histoquimica

6.3.1. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes sem ovos maduros

6.3.1.1. Analise do Ventriculo

No material submetido a técnica do PAS, para glicoconjugados neutros,
nota-se marcacoes positivas em aglomerados citoplasmaticos. A lamina basal do
ventriculo apresenta-se fortemente positiva, assim como a lamina basal do corpo
gorduroso. Células generativas em agrupamentos isolados reagem ao verde de
metila utilizado como contra corante (Figuras 21A, 21B).

As secgOes submetidas & técnica de azul de bromofenol para proteinas
totais apresenta-se com reacao positiva apenas em granulos de secrecao do
citoplasma de células epiteliais (Figuras 21C, 21D). Na reacéo para PAS e azul de
bromofenol, simultaneamente, para deteccdo de glicoconjugados neutros e
proteinas totais, observam-se reagdo positiva na lamina basal, em aglomerados
citoplasmaticos e em granulos presentes no citoplasma, os quais tém carater
proteico, evidenciado pela reagdo com azul de bromofenol (Figuras 21E, 21F).

As células epiteliais apresentam-se com locais positivos a reacao de azul
de toluidina acida, principalmente em um tipo de granulos citoplasmaticos e
vesiculas de secrecdo na porgdo apical das células. Outros granulos aparecem
sem marcagodes para a técnica. A lamina basal do epitélio do ventriculo apresenta-
se com reacao fracamente positiva (Figuras 22A-C). Nucléolos tanto das células
epiteliais como do corpo gorduroso mostram-se evidentes com a técnica de
xylidine ponceau (Figuras 22E, 22F). Com a técnica de xylidine ponceau, para
proteinas totais, o corpo gorduroso e células epiteliais mostram-se negativos a
reacao, enquanto notam-se granulos citoplasmaticos fortemente positivos (Figuras
22D-F). Com a técnica do picrosirius red apenas a lamina basal do epitélio e a
presente junto ao corpo gorduroso apresentou-se com reacao fortemente positiva.
Observam-se algumas marcagdes citoplasmaticas fracas (Figuras 22G, 22H).
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Nucléolos de células epiteliais ou do corpo gorduroso mostram-se fortemente

positivos a técnica.

6.3.1.2. Analise do Ovario

Para o PAS apenas a lamina basal do epitélio ovariano apresenta-se com
reacao positiva. Nos ovocitos, a parede deste, ou corio, em torno dos ovdécitos,
nota-se reacdo positiva evidente, assim como parte das granulagdes
citoplasmaticas desses ovdcitos (Figuras 23A, 23B).

Para a técnica de azul de bromofenol observa-se reagdo positiva em
regides citoplasmaticas do epitélio ovariano, assim como na secre¢dao do lumen,
porém com fraca intensidade. Ovocitos em estagios iniciais de desenvolvimento
apresentam-se fortemente positivos a reacao (Figuras 23C, 23D). Para a técnica
simultdnea de PAS e azul de bromofenol, observa-se reagéo positiva na lamina
basal do epitélio ovariano, em regides citoplasmaticas e em granulacdes nos
ovocitos, assim como no nucléolo presente na vesicula germinativa (Figuras 23E,
23F).

Para a técnica de azul de toluidina acida, notam-se evidentes marcacdes
citoplasmaticas apicais nas células epiteliais, assim como na secrecao presente
no lumen. Os ovdcitos, em estagios iniciais de desenvolvimento apresentam-se
com reacgao fortemente positiva (Figuras 24A-C). As células do epitélio ovariano
apresentam-se com regides citoplasmaticas fortemente positivas ao xylidine
ponceau. A secrecdao no lumen também se apresenta com reacdo de mesma
intensidade a técnica. Ovocitos no inicio do desenvolvimento apresentam reacao
fortemente positiva, assim como os nucléolos (Figuras 24D-F). Analisando-se o
material com reacdo ao picrossirus red, observa-se a reacao positiva para
colageno na lamina basal em torno do epitélio ovariano e na tunica propria abaixo
da lamina basal (Figuras 24G, 24H).
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6.3.2. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes com ovos maduros

6.3.2.1. Analise do Ventriculo

Tanto na lamina basal do epitélio ventricular como naquela que circunda o
corpo gorduroso, observa-se reacao positiva para a deteccao de glicoconjugados
neutros. O mesmo ocorre com finas granulacées no citoplasma das células
epiteliais e das células do corpo gorduroso (Figuras 25A, 25B). Com a técnica de
azul de bromofenol detecta-se proteinas tanto em granulos de secrecao das
células epiteliais, onde a reacao é fortemente positiva, como em granulacées no
citoplasma de células do corpo gorduroso. Em vesiculas apicais ndao se nota tal
reacao (Figuras 25C-F).

Com a técnica de PAS e azul de bromofenol simultdnea, obteve reacao
positiva na lamina basal dos dois tecidos, nos granulos de secrecao presentes nas
células epiteliais e naqueles presentes no citoplasma de células do corpo
gorduroso (Figuras 25G, 25H).

Nas células epiteliais observa-se granulos de secrecdo fortemente
marcados pelo azul de toluidina, revelando o carater acido dessa secregdo. N&o
observam outras marcacdes citoplasmaticas (Figuras 26A-C). Esses mesmos
granulos de secrecao, localizados por toda a célula, principalmente na porcao
apical, apresentam-se com reacdo positiva a técnica de xylidine ponceau, para
proteinas totais. Grande quantidade de granulagdes que ndo apresentam reacao
positiva ao xylidine ponceau estdao presentes (Figuras 26D, 26E). Granulacdes
com reacao positiva também sdo observadas nas células do corpo gorduroso
(Figura 26F), assim como observado com a técnica de azul de bromofenol (Figura
25D). A lamina basal que acompanha o epitélio, e aquela que circunda o corpo
gorduroso, apresentam-se com reacdo positiva a técnica do picrossirus red.
Granulos citoplasmaticos de células epiteliais sdo marcados positivamente, sendo

a reacao mais forte na periferia desses granulos (Figuras 26F, 26G).
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6.3.2.2. Analise do Ovario

Todo o epitélio ovariano apresenta células com citoplasma fortemente
positivo, a reagao de PAS. Observa-se também reacao positiva em granulacoes
dos ovdcitos, sendo que a marcagdo mais forte ocorre em ovocitos em estagio
mais avancado do desenvolvimento. O cério dos ovécitos também apresenta
reacao positiva (Figuras 27A-C). Células epiteliais do ovario apresentam grande
quantidade de secrecao apdécrina com marcacoes positivas a reacao de azul de
bromofenol, indicando o carater protéico da secrecéo (Figuras 27D, 27E). Ovécitos
nos ultimos estagios de desenvolvimento (ovécito IV e V) apresentam-se com
granulacdes fortemente positivas (Figura 27C). A tunica propria apresenta-se
fracamente marcada tanto para a reacdo de azul de bromofenol como para a
reacao simultdnea de PAS e azul de bromofenol (Figura 27D, 27G). Com a reacao
simultanea de PAS e azul de bromofenol tanto o citoplasma como a secrecéo, no
apice das células apresentam-se com reacdo positiva a polissacarideos e a
proteinas (Figuras 27G, 27H). A secrec¢ao contida no limen também apresentou
reacdo positiva a técnica. Células epiteliais apresentam-se com marcacéo
fortemente positiva em seus apices para azul de toluidina. Ovdcitos iniciais
também sao fortemente marcados. A secrecdo presente no apice de células
epiteliais, em algumas regides desse epitélio ndo se apresenta com reacao
positiva (Figuras 28A-C). Assim como detectado com a técnica de azul de
bromofenol, a secrecao apical de células epiteliais e a granulacdo presente nos
ovécitos IV mostram-se com reacdo fortemente positiva ao xylidine ponceau.
Ovécitos em estagio inicial apresentam reacao positiva a técnica (Figuras 28D-F).

Na lamina basal do epitélio e algumas regides citoplasmaticas mostram-se
positivas ao picrosirius. O corio do ovocito também apresenta reacéo positiva. Em
ovocitos jovens pode-se observar, além do nucleo ou vesicula germinativa um
outro nucleo acessorio, sendo corado pela hematoxilina, usada como contra
corante (Figuras 28G, 28H).



Resultados 35

6.3.3. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes cuidando da prole

6.3.3.1. Analise do Ventriculo

Sob a técnica do PAS para glicoconjugados neutros nota-se forte marcacao
positiva na lamina abaixo do epitélio, como também na lamina basal que circunda
o corpo gorduroso. As marcacdes positivas também sao evidentes em regides do
citoplasma de células epiteliais, porém essas marcacdes sao moderadas (Figuras
29A, 29B, 29C).

A contra coloracdo realizada com verde de metila, para DNA e RNA,
mostra-se com forte marcacao em grupos de células generativas (Figuras 29A-C).

A coloragdo de azul de bromofenol mostra-se com reagdo levemente
positiva apenas na lamina basal. Os nucleos das células generativas e das células
do corpo gorduroso reagem fortemente a técnica (Figuras 29D, 29E). A reacao,
simultdnea com PAS e azul de bromofenol evidencia uma marcacgao positiva na
lamina basal e em alguns poucos granulos presentes nas células epiteliais.
Granulagbes discretas nas células do corpo gorduroso em meio a gotas lipidicas
também apresentam fraca reacao positiva (Figuras 29F-H).

A técnica de azul de toluidina acida revela-se com reacado fracamente
positiva no citoplasma das células epiteliais. Células generativas apresentam-se
com reacgao positivamente moderada a técnica (Figuras 30A-C). Com a técnica do
xylidine ponceau nota-se reacdo positiva mais forte em poucos granulos
citoplasmaticos. Reacéo positiva moderada observa-se em pequenas granulacoes
nas células do corpo gorduroso, em meio a gotas lipidicas (Figuras 30D-F).
Células epiteliais apresentam-se com marcacdes positivas em granulacoes
citoplasmaticas, com a técnica do picrossirus red. A lamina basal mostra-se
marcada fortemente (Figuras 30G, 30H).
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6.3.3.2. Analise do Ovario

O epitélio ovariano apresenta regides citoplasmaticas fortemente marcadas
pela reacdo de PAS. Tais marcagdes positivas a reacdo ocorrem na lamina basal
abaixo do epitélio circundando inclusive o pedicelo. A secrecao presente no lumen
ovariano € intensamente marcada positivamente. Reacao fracamente positiva é
observada em ovdcitos em estagio de reabsorcao (Figuras 31A-C).

Todo o epitélio ovariano apresentou reacao positiva a técnica do azul de
bromofenol em regides citoplasmaticas. Reacédo positiva pouco mais intensa
ocorre em ovdcitos em estagios iniciais de desenvolvimento e em granulagdes dos
ovécitos em estagio mais avancado (Figuras 31D, 31E).

Com a técnica simultanea de coloracao com PAS e azul de bromofenol, o
epitélio mostra células com forte reagdo positiva ao PAS, assim como ocorre na
secrecao presente no lumen. Granulagées no citoplasma dos ovécitos também
apresentam reacgao positiva tanto ao PAS como ao azul de bromofenol (Figuras
31F-H).

A técnica de azul de toluidina mostra-se com reagao positiva principalmente
em ovocitos em estagios iniciais de desenvolvimento, enquanto ovocitos em
reabsorcdo nao apresentam marcacao positiva. Os nucleos das células epiteliais
também foram fortemente marcados (Figuras 32A-C).

Células do epitélio ovariano tém marcagdes moderadamente positivas a
técnica de xylidine ponceau. A secrecdo, 0s ovoOcitos em estagios iniciais de
desenvolvimento e aqueles em processo de reabsor¢do ndao apresentam reacao
positiva. A técnica para proteinas totais mostra-se mais forte para a reacao
apenas em ovocitos em estagios avancados de desenvolvimento e em nucléolos
de ovdcitos em estagios iniciais do mesmo (Figuras 32D-F). Reacéo positiva a
técnica de picrossirus red é observada na lamina basal do epitélio assim como no
pedicelo e em nucléolos de células de ambos (Figuras 32G, 32H).

Os dados dos testes histoquimicos do ventriculo e ovario das fémeas aqui
estudadas estdo também apresentados nas tabelas 1 e 2.
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6.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

6.4.1. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes sem ovos maduros

6.4.1.1. Analise do Ventriculo

As células do corpo gorduroso, que circundam todo o epitélio ventricular,
possuem lipideo como reserva, estocado em vesiculas eletron-densa e eletron-
lucida (Figura 33A, 33B); seu nucleo esférico e grande, com nucléolo e muita
heterocromatina (Figura 33B) e o citoplasma com grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso (Figura 33C). Na base destas células as invaginacdes da
membrana plasmatica basal sdo acentuadas (Figuras 33E, 33F, 34C). A lamina
basal destas células apresenta-se delgada (Figuras 33B, 33D). Na regido de
transicdo entre o epitélio ventricular e o corpo gorduroso observa-se tecido
muscular e espessa lamina basal que se mostra com dobras por toda a base
desse epitélio (Figuras 33E, 33F). Nas células de tecido muscular observam-se
muitas mitocdndrias (Figura 34A) e nucleo alongado (Figura 34B).

Na base do epitélio do ventriculo encontram-se as células generativas, e
células excretoras com grandes nucleos circundados por esferocristais, ambas
com grandes nucleos (Figuras 34D, 34E). No epitélio ha também células
secretoras com grandes vesiculas eletron-densas (Figura 34F), mitocondrias e
reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 35A). O epitélio ventricular € composto por
diferentes células com citoplasma bastante diferenciado. Algumas células
apresentam citoplasma repleto de vacuolos e granulos centralmente eletron-
densos, células estas com caracteristicas de células digestivas ao lado de células
secretoras que tém citoplasma mais homogéneo com grandes vesiculas
eletrondensas (Figuras 35C, 35D). As células do epitélio possuem apice
acentuadamente abaulado, microvilosidades que recobrem toda sua superficie
(Figuras 35B, 35E, 35F). No citoplasma apical da regido periférica de algumas
células existe um sistema de tubulos (Figura 35B).



Resultados 38

6.4.1.2. Analise do Ovario

Na parede externa do ovario pode-se observar ovocitos esféricos aderidos
a este pelo pedicelo (Figuras 36A, 36B), o qual contém células com citoplasma
pouco elétron-denso e grandes nucleos (Figura 36C). Na regido de contato entre
ovocito e pedicelo podem ser observadas microvilosidades (Figura 36D). Em torno
dos ovécitos existe material membranoso (Figura 36E). Os ovécitos apresentam-
se com acumulo de granulos protéicos (Figuras 36E, 36F). Na porcdo mais central
destes ovocitos esta presente a vesicula germinativa com predominio de
cromatina descondensada (Figura 36F). O pedicelo é circundado por lamina basal,
assim como todo epitélio do ovario (Figura 36C). As células do pedicelo possuem
nucleo eletron-lucido com pouca cromatina condensada, citoplasma pouco eletron-
denso e muitas interdigitacbes (Figuras 36G, 36H). Abaixo do pedicelo e
circundando o epitélio encontram-se feixes descontinuos de musculatura (Figura
36H).

Quando comparado a nucleos do pedicelo, as células epiteliais tém seus
nucleos com maior quantidade de cromatina condensada (Figura 37A); bem como
seu citoplasma, o qual mostra-se com muitas mitocondrias, reticulo
endoplasmatico rugoso, acumulo de glicogénio e interdigitacbes da membrana
lateral (Figuras 37A, 37B). Algumas mitocéndrias possuem aspecto diferenciado,
com cristas tubulares (Figura 37C). No citoplasma destas células, pode-se
também observar figuras mielinicas (Figura 37E). No &pice das células estdo
presentes as microvilosidades (Figura 37F), assim como vesiculas de secrecao
eletron-densas sendo liberadas para o limen (Figura 37G).
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6.4.2. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes com ovos maduros

6.4.2.1. Analise do Ventriculo

O corpo gorduroso € composto de células ricas em material lipidico (Figura
38A). Essas células contém um grande nucleo esférico com nucléolo desenvolvido
e grumos de cromatina condensada (Figura 38B), invaginacées da membrana
plasmatica basal sdo acentuadas (Figura 38C). Observa-se diferengas de eletron-
densidades em citoplasmas de diferentes células (Figura 38D). Também é
observada a delgada lamina basal que circunda todo o tecido (Figura 38C). Na
regiao de transicao entre o epitélio ventricular e o corpo gorduroso observam-se
caracteristicas semelhantes as ja descritas para fémeas sem ovos maduros, como
a espessa lamina basal formando dobras abaixo do epitélio e a musculatura
abaixo desta (Figuras 38E, 38F, 39A).

Na porcdo basal do epitélio encontram-se as células generativas com
grandes nucleos (Figuras. 39C). No citoplasma basal das células epiteliais
observa-se muitas invaginacdes da membrana plasmatica (Figuras 39B, 39F). As
células do epitélio também apresentam citoplasmas com diferentes eletron-
densidades (Figuras 39C, 39F). Algumas destas células como as excretoras
possuem acumulo de lipideo (Figuras. 39B, 39F), muitos esferocristais (Figuras
39C- E), e grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 40A);
enquanto células digestivas apresentam granulos centralmente eletron-densos e
vacuolos citoplasméaticos apicais (Figuras 40A-C). No apice dessas células
observam-se muitas microvilosidades uniformes e esferocristais (Figuras 40C,

40D). Observam-se, também, esferocristais no limen (Figura 40E).
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6.4.2.2. Analise do Ovario

Assim como no ovario de fémeas sem ovos maduros, 0s ovocitos nesta
fase sao esféricos, estdo aderidos a parede externa do ovario, apresentam-se com
granulos em seu interior e o cério desenvolvido (Figuras 41A, 41B, 41D). As
células do pedicelo mostram-se com nucleo grande, citoplasma com
eletrondensidades variadas (Figura 41C) e com acumulo de granulos (Figura 41D,
41E). Abaixo do epitélio esta localizada a musculatura (Figura 41F). Nas células
epiteliais observam-se nucleos grandes com nucléolo bem desenvolvido (Figuras
42A, 42B), muitas interdigitacdes (Figuras 42B, 42C), elementos do complexo de
Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso (Figuras 42D, 42E). No seu apice
observam-se microvilosidades uniformes, assim como vesiculas de secrecao
eletron-densa, rodeadas de microvilosidades sendo liberada para o lumen (Figuras
42F, 42G). No lumen pode-se observar um ovocito com morfologia diferente
(ovalados) daqueles ovocitos aderidos a parede externa do ovario. Esses ovocitos
contém uma grande vesicula germinativa e acumulo de granulos (Figura 42H).

6.4.3. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes cuidando da prole

6.4.3.1. Analise do Ventriculo

Nesta fase nota-se que o corpo gorduroso apresentam-se com menor
estoque de lipideo do que nas fases anteriores. As células, grandes nucleos,
vesiculas eletron-densas e citoplasma mais vacuolizado (Figuras 43A, 43B). A
lamina basal e a musculatura entre o corpo gorduroso e o epitélio ventricular nao
diferem das fases anteriormente descritas (Figuras 43C, 43D, 43F).

Na base do epitélio observam-se células generativas com nucleos grandes,
cromatina condensada e grandes nucléolos (Figuras 43C, 43E).

No citoplasma basal das células epiteliais observa-se grande quantidade de

invaginagcdes na membrana plasmatica (Figura 43F). Tais células contém grandes
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nucleos, com cromatina condensada e nucléolo desenvolvido (Figura 44A). No
citoplasma nota-se grandes vesiculas, abundante reticulo endoplasmatico rugoso,
mitocOndrias e vacuolos contendo granulos eletron-densos, esferocristais e figuras
mielinicas (Figuras 43B-F). O Complexo de Golgi, visto no citoplasma apical é
reduzido (Figura 44F). Na porcao apical da célula também €& observado sistema de
tubulos ja conectado (Figuras 44F-H) e muitas microvilosidades voltadas para o

limen, inclusive em regides de maior proximidade entre células (Figura 44G).

6.4.3.2. Analise do Ovario

Assim como no ovario de fémeas, sem ovos maduros, o citoplasma de células
do pedicelo apresenta citoplasma com menor eletrondensidade e com poucas
organelas e (Figura 45A). As células epiteliais tém seus nucleos com cromatina
condensada (Figura 45B) quando comparada as células do pedicelo, dos demais
estagios estudados. O citoplasma também é bastante eletron-denso apresentando
inameros granulos de eletrondensidades diferenciadas (Figura 45B). Também
pode-se observar no citoplasma de células epiteliais areas vacuolizadas, com
aspecto de degeneracéao (Figuras 45B, 45C). No apice das células epiteliais pode-
se observar as microvilosidades (Figura 45D).

6.5. Citoquimica - localizacao de glicogénio (Afzelius)
6.5.1. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes sem ovos maduros
6.5.1.1. Analise do Ventriculo

A morfologia do ventriculo apresenta-se semelhante a ja descrita na analise
ultra-estrutural, no entanto, nem o corpo gorduroso que acompanha o ventriculo

rodeando seu epitélio nem o proprio epitélio apresentam reacdes positivas ao
glicogénio (Figuras 46A-F).
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6.5.1.2. Analise do Ovario

Nas células do epitélio do ovario, assim como nas células do pedicelo e do

ovocito ndo mostram locais positivos para glicogénio (Figuras 47A-D).
6.5.2. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes com ovos maduros
6.5.2.1. Analise do Ventriculo

Principalmente ao redor de vesiculas lipidicas das células do corpo
gorduroso, observa-se reagdes fortemente positivas para o glicogénio (Figuras
48A-D). Por todo o citoplasma das células do corpo gorduroso e também proxima
ao reticulo endoplasmatico rugoso observam-se particulas de glicogénio (Figuras
48E, 48F).

No epitélio ventricular ndo ha ocorréncia de marcacao positiva para reacao
de glicogénio (Figuras 48G, 48H).

6.5.2.2. Analise do Ovario

Tanto células do pedicelo como do epitélio do ovario nao apresentam
marcacgao positiva para o glicogénio (Figuras 49A-D).

6.5.3. Fémeas de Acutisoma (=Goniosoma) longipes cuidando da prole

6.5.3.1. Analise do Ventriculo

Células do corpo gorduroso e do epitélio ventricular ndo apresentam reacao
positiva para glicogénio (Figuras 50A-F).
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6.5.3.2. Analise do Ovario

As células do epitélio do ovario e do pedicelo foram negativas para o

glicogénio (Figuras 51A-D).
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Tabela 1: Resultados da histoquimica do ventriculo de fémeas de Acutisoma (=GOniosoma) longipes sem

ovos, com ovos maduros e cuidando da prole.

__VENTRICULO ]
FEMEA SEM OVOS FEMEA COM OVOS FEMEA CUIDANDO
MADUROS MADUROS DA PROLE
Citoplasma pas ++ ab- pb ++ pas - ab- pb- pas - ab- pb-
at +++ Xxp - pr- at +++ Xp - pr- at- xp- pr+++
Vesiculas ab - at +++ (ausente) (ausente)
Granulos pas - ab ++ pb ++ pas +++ ab +++ pas - ab- pb ++
at ++ Xp +++ pr- pb +++ at +++ at- xp +++ pr+++
Células do Epitélio XP +++ Pr+++
Nucleo pas- ab- pb- at— pas- ab- pb- pas - ab +++ pb ++
Xp - pr- at- xp- pr- at++ xp- pr-
Nucléolo pas- ab- pb- at- pas- ab- pb- pas - ab- pb-
Xp - pr+++ at- xp- pr- at+++ Xp- pr-
Células Generativas pas- ab- pb- at- pas- ab- pb- pas - ab + pb ++
Xp - pr- at- xp- pr- at+++ Xp- pr-
Lamina Basal pas ++ ab- pb +++ pas +++ ab ++ pas +++ ab ++ pb +++
at ++ Xp ++ pr+++ pb+++ at+ xp+++ at+ xp ++ pr+++
pr +++
Granulos pas- ab- pb- at- pas+++ ab ++ pas + ab- pb +
Xp - pr- pb +++ at- xp +++  at- Xp +++ pr-
pr-
Células do Corpo Nucleo pas- ab- pb- at- pas- ab- pb++ pas - ab +++ pb ++
Gorduroso Xp - pr- at++ xp- pr- at ++ xp ++ pr-
Nucléolo pas - ab- pb - pas - ab ++ pb ++ pas - ab- pb-

Lamina Basal

at++ Xxp- pr++

pas ++ ab- pb +
at- xp- pr+++

at +++ Xp - pr+++

pas - ab- pb +
at- xp- pr+++

at+++ xp- pr-

pas ++ ab ++ pb ++
at- xp- pr+++

pas= PAS; ab= azul de bromofenol; pb= PAS e azul de bromofenol; at= azul de toluidina; xp= xylidine

ponceau; pr= picrosirius red.
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Tabela 2: Resultados da histoquimica do ovério de Acutisoma (=Goniosoma) longipes sem ovos, com

ovos maduros e cuidando da prole.

OVARIO

FEMEA SEM OVOS FEMEA COM OVOS

MADUROS

MADUROS

FEMEA CUIDANDO
DA PROLE

Secrecao no Lumen

Citoplasma

Granulos
Células do Epitélio Nucleo

Nucléolo
Lamina Basal

Granulos

Nucleo
Células do Pedicelo

Nucléolo
Tunica Propria

Corio

Granulos de

Vitelo
Ovaécito

Vesicula

Germinativa

Nucléolo

pas - ab +++
pb +++ at +++
Xp +++ pr-

pas - ab ++
pb ++ at +++
Xp ++ pr-

pb +++ Xp - pr-

pas - ab +++
pb +++ at +++
Xp ++ pr-

pas - ab +++ pb ++
Xp - pr-

pas + ab - pb +++
at+ xp- pr+++

pas ++ ab- pb +++
at- xp- pr-

pas - ab ++ pb +
at +++ Xp ++ pr-

pas - ab +++
Xp - pr-

pas - ab- pb -
at+ xp- pr+++

pas +++ ab +
pb ++ at+ xp- pr-

pas +++ ab +++
pb +++ at +++
Xp +++ Pr++

ab+ pb+++ at+
Xp ++ pr-

pas +++ pb +++
Xp +++ pr -

pas - ab +++ pb +++
at ++ Xp +++ pr-

pas +++ ab +

pb +++ at + xp ++
pr ++

ab- at- xp- pr++
pas - ab + pb -
at++ xXp + pr-
pas - ab- pb-

at +++ Xp +++ pr-

pas +++ ab- at+
Xp - Pr+++

pas - ab- pb-
at- pr-

pas - ab + pb -
at +++ Xp ++ pr-

pas - ab- pb-
at- xp- pr-

ab+ pb+ at+

pas +++ ab +

at- xp+ pr++

pas +++ ab +++

at +++ Xp +++

pr +++

pas- ab- at+ pr+

pas - ab- pb-
pr +++

pas +++ ab - pb +++
at +++ Xp +++ pr-

pas +++ ab +++

pb +++ at +++ Xp +++
pr ++

pb +++ at +++ pr-
pas- ab- pb- at+++
pr-

pas- ab- pb- pr+++
pas +++ ab- pb ++
at- xp- pr+++

pb- at- xp- pr-

pas - pb ++ at +++
Xp + pr-

pas- pb- at- xp-
pr ++

ab + at+

pas - ab + pb ++

at+ Xp ++ pr+++
pas ++ ab ++ pb +++
at +++ Xp +++ pr-
ab+ pb+ at++

Xp +

ab +++ pb +++ at-
Xp +++

pas= PAS; ab= azul de bromofenol; pas/ab= PAS e azul de bromofenol; at= azul de toluidina; xp= xylidine

ponceau; pr= picrosirius red.
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Figura 1- Micrografias eletrénicas de varredura do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros. A) Visao geral do ventriculo (v). Barra=
200um. B) Superficie externa do ventriculo com corpo gorduroso (cg). Barra=
50um. C) Corte transversal do ventriculo evidenciando epitélio (ep) e lumen (lu).
Barra= 25um. D) Detalhe do epitélio (ep) do ventriculo e do corpo gorduroso (cg).

Barra= 50um.
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Figura 2- Micrografias eletrbnicas de varredura do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros. A) Detalhe do corpo gorduroso (cg) rico
em vacuolos (va). Barra= 10um. B) Epitélio (ep) ventricular envolto por
musculatura (mu), onde também observa-se vesiculas (ve). Barra= 50um. C)
Epitélio (ep) com vesiculas (ve). Barra= 20um. D) Detalhe do apice de células do

epitélio (ep) com vesiculas (ve) no lumen (lu) do 6rgéao. Barra= 10um.

Cg= corpo gorduroso.

mu= musculatura.
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Figura 3- Micrografias eletronicas de varredura do ovario de Acutisoma longipes,
sem ovos maduros. A) Visao geral do ovario (ov) com ovocitos (ovo) na sua
porcdo externa. Barra= 400um. B) Corte transversal do ovario (ov) evidenciando o
epitélio (ep) e seu lumen (lu). Barra= 50um. C) Detalhe do citoplasma de células
do epitélio (ep) e vesiculas (ve) projetadas para o lumen (lu). Barra= 10um. D)
Detalhe do lumen (lu) para onde projetam-se as vesiculas (ve) do apice das

celulas do epitélio (ep). Barra= 100um.

ovo= ovocito.
d= duto lateral.
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Figura 4- Micrografias eletronicas de varredura do ovario de Acutisoma longipes,
sem ovos maduros. A) Ovécitos (ovo) do lado externo do ovario. Barra= 30um. B)
Diferentes estagios de desenvolvimento de ovocitos (ovo) conectados ao ovario
pelo pedicelo (pe). Barra= 50um. C) Utero (u) com ovécitos (ovo) préximo a este.

Barra= 100um.
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Figura 5- Micrografias eletrénicas de varredura do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros. A) Visao geral do ventriculo (v). Barra=
400um. B) Corte transversal do ventriculo evidenciando epitélio (ep) e lumen (lu).
Barra= 100um. C) Detalhe do epitélio (ep) circundado por musculatura (mu) e

corpo gorduroso (cg) externo ao epitélio. Barra= 40um.

lu= lGmen.
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Figura 6- Micrografias eletrénicas de varredura do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros. A) Detalhe da regido de transicao entre o
corpo gorduroso (cg) e o epitélio (ep) que contém vacuolos (va). Nessa regido
observa-se a musculatura (mu). Barra= 4um. B) Epitélio (ep) com granulos (gr).
Barra= 10um. C) Apice de células do epitélio (ep) com muitas vesiculas (ve)

préximas ao lumen (lu) do érgéo. Barra= 20um.
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Figura 7- Micrografias eletronicas de varredura do ovario de Acutisoma longipes,
com ovos maduros. A e B) Visao geral do ovario (ov) com ovocitos (ovo) na sua
porcao externa. Ovocitos em estagio de reabsorcao (ovor) podem ser observados.
Barras= 50um e 20um, respectivamente. C) Corte transversal de ovécito (ovo)
mostrando o acumulo de granulos (gr) no seu citoplasma. Barra= 200um. D)
Detalhe do citoplasma de ovécitos (ovo) circundado pelo cério (co) e repleto de

granulos (gr). Barra= 10um.
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Figura 8- Micrografias eletronicas de varredura do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, cuidando da prole. A) Visao geral do ventriculo (v). Barra=
400um. B) Corte transversal do ventriculo evidenciando epitélio (ep) circundado
por musculatura (mu) e corpo gorduroso (cg). Barra= 100um. C) Detalhe do
epitélio (ep) e corpo gorduroso (cg) externo ao epitélio. Barra= 25um. D) Detalhe
do apice das células do epitélio (ep) contendo vacuolos (va) e granulos (gr).
Barra= 2um. E) Montagem geral de células do epitélio (ep) com vesiculas (ve)

muitos vacuolos (va) na por¢ao apical das células. Barra= 10um.
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Figura 9- Micrografias eletronicas de varredura do ovario de Acutisoma longipes,
cuidando da prole. A e B) Visao geral do ovario (ov) com ovdcitos (ovo) na sua
porcdo externa. Barras= 250um. C) Corte transversal do ovério (ov) evidenciando
o epitélio (ep) e seu lumen (lu). Barra= 50um. D) Regiado lateral do ovario onde se

observa um duto lateral (d). Barra= 250um.

d= duto lateral.
ovo= ovocito.
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Figura 10- Micrografias eletrénicas de varredura do ovario de Acutisoma longipes,
cuidando da prole. A e B) Detalhes do pedicelo (pe) que conecta o ovécito (ovo)
ao epitélio (ep) do ovario. Barras= 10um e 5um, respectivamente. C) Detalhe de
ovécito (ovo) conectado ao pedicelo (pe) e apresentando cicatriz (seta). Barra=

25um. D) Detalhe de ovécito em reabsorcao (ovor). Barra= 25um.
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Figura 11- Fotomicrografias das secc¢des histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. A e B)
Visao geral do ventriculo cortado transversalmente, onde se observa os diferentes
tecidos: epitélio (ep) e corpo gorduroso (cg) que circunda o ventriculo. Nas
vilosidades que se estendem ao Ilumen (lu) observam-se vesiculas (ve).
Granulacbes citoplasmaticas nao identificadas e nao coradas estdao acumuladas
no citoplasma. C) Detalhe do epitélio alto, com células generativas (cge)
agrupadas e localizadas na porcao basal desse, e apoiadas na lamina basal (Ib).
Dois tipos de granulos citoplasmaticos sdo observados: os densos (gr) e os que

nao se coram (k). D) Células digestivas (cd) alongadas contendo no citoplasma

granulos (gr) com diferentes densidades e granulagcdes sem coloracado (k). No

apice dessas células observam-se vesiculas (ve). Barras = 50um.

Ib= lamina basal.
cge= células generativas.
cg= corpo gorduroso.

n= nucleo.
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Figura 12- Fotomicrografias das secgdes histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. A)

Células digestivas (cd) apresentando acumulo de granulos (gr) no citoplasma e
também outro tipo de material granular sem coloragédo (*) e vesiculas (ve) sendo
liberadas para o lumen (lu). B) Detalhe do é&pice das células epiteliais com
material ndo corado (*) e grande quantidade de granulos (gr) contidos em

vesiculas (ve). C e D) Corpo gorduroso (cg) contendo células arredondadas, com

nucleos (n) esféricos, grande nucléolo (nu) e gotas lipidicas (). Barras = 50um.

Ib= lamina basal.
ep= epitélio.
I= lipideo.



Resultados 70




Resultados 71

Figura 13- Fotomicrografia da seccédo histoldégica do ovario de Acutisoma
longipes, sem ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. Visdo geral do
ovario (ov) e ovocitos em diferentes estagios de desenvolvimento (ovo I, ovo Il e
ovo lllI), contendo a vesicula germinativa (vg) um grande nucléolo (nu), e
conectados pelo pedicelo (pe). No lumen (lu) esta presente a secrecao (s).

Barras = 50um.
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Figura 14- Fotomicrografias das secgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, sem ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. A) Epitélio (ep)
ovariano com nucleos (n) esféricos. No epitélio observa-se o pedicelo (pe). B)
Detalhe de ovécitos em diferentes estagios de desenvolvimento (ovo | € ovo II).
C) No epitélio (ep) observam-se células contendo porgcdes citoplasmaticas
basoéfilas em torno de nucleos e pedicelos (pe). Em torno do epitélio observa-se
musculatura (mu). D) Detalhe de um pedicelo (pe) projetado para o exterior do
ovario (ov).

Barras = 50um.

ovo= ovdcito.

lu= [Umen.

ep= epitélio.

mu= musculatura.

vg= vesicula germinativa.
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Figura 15- Fotomicrografias das secgdes histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. A)
Visdo geral (em corte) do ventriculo, onde se observa os diferentes tecidos, o
epitélio (ep) e o corpo gorduroso (cg) que o circunda. B) Porcao apical das células
do epitélio apresentando acumulo de granulos (gr) no citoplasma. C). Detalhe do

epitélio, onde se observa granulos densos e outros nao corados (%). D) Porcao

apical das células do epitélio (ep) em detalhe mostrando nacleos (n) com grande

nucléolo (nu). Barras = 50um.

lu= ltmen.

Ib= lamina basal.
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Figura 16- Fotomicrografias das secc¢des histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. A)
Células do epitélio (ep) apresentam acumulo de granulos (gr) no citoplasma. Na
porcao basal do epitélio sdo observadas as células generativas (cge) apoiadas na
lamina basal (Ib). Também se observa a musculatura (mu) em torno do epitélio e
abaixo da lamina basal. O corpo gorduroso (cg) que circunda todo o ventriculo é
formado de células com nucleos (n) esféricos e grande nucléolo (nu). B) Detalhe
da musculatura que circunda todo o ventriculo, e que é vista em corte longitudinal
(mul) e transversal (mut). C) Corpo gorduroso (cg) com células contendo nucleos
(n) esféricos, grande nucléolo (nu) e gotas lipidicas (I). Pequenos granulos (gr)

corados sdo observados no citoplasma dessas células. Barras = 50um.

I= gotas lipidicas.
Ib= lamina basal.
cg= corpo gorduroso.

cge= células generativas.
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Figura 17- Fotomicrografias das secg¢des histologicas do ovéario de Acutisoma
longipes, com ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. A) Ovario, no
qual sdo observados alguns ovocitos em diferentes estagios (ovo lll e ovo IV). Os
ovocitos possuem a vesicula germinativa (vg) e um grande nucléolo (nu). Pode-se
observar a formacao do cério (co) nos ovocitos mais maduros. B) Epitélio (ep)
com células cubicas, formando o pedicelo (pe) com ovécitos (ovo) conectados. C)
Detalhe do epitélio com nucleos (n) esféricos. No lumen (lu) estd presente
secrecao (s) de natureza levemente acida. Em torno do epitélio ovariano estao
presentes feixes de musculatura (mu). E evidente ovogénias (og) junto ao ovario.
D) Porcédo apical das células do epitélio contendo gotas de secrecdo sendo

liberadas para o lumen (lu). Barras = 50um.

lu= lUmen.
ep= epitélio.

n= ndlcleo.
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Figura 18- Fotomicrografias das secgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, com ovos maduros, coradas com hematoxilina-eosina. A) Epitélio (ep)
com células cubicas e ovocitos (ovo I) e ovogbnias (og) conectadas. B) Sao
observados ovécitos em estagio de reabsorcao (ovr), onde ainda esta presente o
cério (co). C) Detalhe do epitélio (ep) com o pedicelo (pe) conectando o ovdcito

(ovo). Barras = 50um.

lu= lUmen.
nu= nucléolo.
vg= vesicula germinativa.

ovo lll= ovdcito llI.
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Figura 19- Fotomicrografias das secc¢des histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com prole, coradas com hematoxilina-eosina. A) Epitélio (ep)
apresentando retragdo em relagao a fase anterior. B) Detalhe do epitélio (ep) com
grupos de células generativas (cge) na porcao basal desse. C) O epitélio aparece
em cortes longitudinal, transversal e obliquo, evidenciando a organizacdo em
vilosidades do 6rgdo. D) Detalhe dos feixes musculares em torno do epitélio do

ventriculo. Barras = 50um.

Ib= Iamina basal.
cg= corpo gorduroso.
cge= células generativas.

mu= musculatura.
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Figura 20- Fotomicrografias das seccgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, com prole, coradas com hematoxilina-eosina. A e B) O ovario nesta fase
encontra-se mais retraido com um estreito lumen (lu). Em torno do epitélio (ep),
estdo presentes a musculatura (mu), e abaixo desta a tunica prépria (tp).
Observam-se os pedicelos (pe) que se projetam para o exterior do ovario. C)
Detalhe do ovario com o lumen (lu) estreito, no qual é observada a secrecao
basoéfila (s). O epitélio (ep) baixo com células cubicas e nucleos (n) esféricos é
rodeado por musculatura (mu). D) Epitélio (ep) com pedicelo (pe) conectando o
ovocito (ovo IlI) que contem material granular e a vesicula germinativa (vg). E)
Detalhe de ovécito (ovr) sendo reabsorvido.

Barras = 50um.

ovo I= ovdcito I.
ep= epitélio.

n= nucleo.

tp= tunica prépria.

co= corio.
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Figura 21- Fotomicrografias das secc¢des histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A e
B) Reacao de PAS com contra coloracdo de verde de metila. A reacéo fortemente
positiva ao PAS é observada na lamina basal (Ib) do epitélio (ep) assim como na
lamina basal do corpo gorduroso (cg). Marcacbes positivas (setas) também séo
encontradas em regides citoplasmaticas do epitélio. Os grupos de células
generativas (cge) apresentaram-se fortemente coradas pelo verde de metila. C e
D) Reacdo ao azul de bromofenol. Somente granulos (gr) citoplasmaticos das
células do epitélio apresentaram reagéo positiva a técnica. E e F) Reagcdo de PAS
e azul de bromofenol simultaneos. Reacdo positiva ao PAS é observada em
regides citoplasmaticas (setas) e na lamina basal (Ib). Granulos (gr) apresentam-

se levemente positivos a reagcao de azul de bromofenol. Barras = 50um.

Ib= lAmina basal.
cg= corpo gorduroso.
n= nucleo.

ep= epitélio.



Resultados




Resultados 89

Figura 22- Fotomicrografias das secgdes histolégicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A-
C) Técnica de azul de toluidina 4cida. A e B) A esta técnica os granulos (gr)
citoplasmaticos apresentam reacao fortemente positiva, enquanto a lamina basal

(Ib) apresenta reacéo positiva moderada. Reagéo positiva € encontrada no interior

de vesiculas (ve) no apice das células. Os granulos (3¢) contidos no citoplasma

ndo apresentam reacao positiva. C) O material contido no ndcleo (n), como o
nucléolo (nu) apresenta forte reacao positiva. D-F) Técnica de xylidine ponceau. O
material submetido a técnica apresentou forte reacdo positiva somente em
granulos (gr) citoplasmaticos. G e H) Técnica do picrossirus red. A esta técnica a
reacao ocorreu fortemente positiva na lamina basal (Ib) do corpo gorduroso (cg)
assim como naquela do epitélio (ep) e regido de contato entre epitélio e corpo
gorduroso. O nucleo (n) tanto de células do epitélio como do corpo gorduroso

tiveram seus nucléolos (nu) fortemente marcados. Barras = 50um.

Ib= lAmina basal.

Cg= corpo gorduroso.

n= nucleo.
lu= lGmen.
ep= epitélio.

mu= musculatura.
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Figura 23- Fotomicrografias das secgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, sem ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A e B) Técnica
PAS e contra coloracdo com verde de metila. Reacado positiva a técnica foi
observado no cério (co) dos ovécitos (ovo Il e ovo lll) e na lamina basal (seta) do
epitélio do ovario. C e D) Técnica azul de bromofenol. A reacdo mais forte é
observada em regides citoplasmaticas (seta) das células do epitélio (ep) e em
ovocitos jovens (ovo I). Reacdo mais moderada € vista na secrecao (s) presente
no limen (lu). Outras regides do epitélio como o pedicelo (pe) apresentam reacao
fracamente positiva nos nucleos (n) das células deste. Reacao fortemente positiva
€ observada em nucléolos (seta). E e F) Técnica PAS e azul de bromofenol
simultaneos. Observa-se reacao fortemente positiva na lamina basal (Ib) em torno
do epitélio (ep) e em granulacdes (setas) presentes na secrecao (s) no lumen (lu),
em regides do citoplasma de células do epitélio (ep), vesicula germinativa (vg) de

ovocitos e no nucléolo (nu). Barras = 50um.

oVv= ovario.

vg= vesicula germinativa.

n= nucleo.
lu= limen.
ep= epitélio.

co= corio.
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Figura 24- Fotomicrografias das secgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, sem ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A-C) Técnica
azul de toluidina acida. Reacbes positivas sdo observadas na porcao apical das
células do epitélio (ep) onde estdo os nucleos (n). A reacao observada na lamina
basal (Ib) é fracamente positiva. Outras regiées do epitélio como o pedicelo (pe)
nao apresenta reacdo. A secrecao (s) presente no lumen (lu) e nos ovocitos
jovens (ovo l) tem reacdo fortemente positiva. D-F) Técnica xylidine ponceau.
Regides citoplasmaticas apicais do epitélio (ep) e nucleos (n) apresentam reacao
positiva moderada a técnica. Reacdo moderada também é observada na secrecéo
do lumen (lu). Reagédo fortemente positiva € observada somente em ovocitos
iniciais (ovo I). G e H) Técnica do picrossirus red. E observada reacdo positiva
somente na lamina basal (Ib) abaixo do epitélio (ep) e fortemente positiva na

tinica prépria (tp). Barras = 50um.

ov= ovario.

vg= vesicula germinativa.
lu= lUmen.

pe= pedicelo.

ovo ll= ovécito .

ovo llI= ovacito llI.
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Figura 25- Fotomicrografias das secc¢des histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A e
B) Reacao de PAS com contra coloracdo de verde de metila. A reacéo fortemente
positiva ao PAS é observada na lamina basal (Ib) do epitélio (ep) assim como na
lamina do corpo gorduroso (cg). Marcacdes positivas (setas) também sédo
encontradas em granulos em regides citoplasmaticas das células do epitélio e do
corpo gorduroso. C-F) Reacdo de azul de bromofenol. Em granulos (gr)
citoplasmaticos das células do epitélio a reagao é fortemente positiva a técnica.
Tanto na lamina basal (Ib) como em granulos (seta) no corpo gorduroso (cg)
ocorrem marcagdes positivas. Na porcao apical das células epiteliais (ep), em
vesiculas (ve) ndo houve reacdo positiva. G e H) Reacdo de PAS e azul de
bromofenol simultdneas. Reacao positiva ao PAS ocorre nas laminas basais (Ib)
do epitélio (ep) e corpo gorduroso (cg), assim como nos nucleos (seta) deste
ultimo. Granulos (gr) em células do epitélio (ep) e pequenos granulos (seta) nas
células do corpo gorduroso apresentam-se positivos a reacdao do azul de

bromofenol. Barras = 50um.

n= nucleo.
lu= lUmen.

ep= epitélio.
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Figura 26- Fotomicrografias das secgdes histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A-
C) Técnica de azul de toluidina acida. Nesta técnica os granulos (gr)
citoplasmaticos apresentam reacao fortemente positiva, enquanto a lamina basal
(Ib) apresenta reacdo moderadamente positiva. Os nucléolos (nu) apresentam
forte marcacdo em células do corpo gorduroso (cg). D-F) Técnica de xylidine
ponceau. O material submetido a técnica apresentou forte reacado positiva

somente em granulos (gr) citoplasmaticos distribuidos pela célula do epitélio (ep).

O material granular (k) mostra-se negativo a reacao. No corpo gorduroso (cg)

granulos (seta) sao positivos a reagéao. G e H) Técnica do picrosirius red. Nesta
técnica a reacdo ocorreu fortemente positiva na lamina basal (Ib) do corpo
gorduroso (cg) assim como na lamina basal (Ib) abaixo do epitélio (ep). O nucleo
(n) de células do epitélio e do corpo gorduroso (cg) teve seus nucléolos (nu)
fortemente marcados. Alguns granulos (gr) mostram-se marcados no citoplasma
de células epiteliais.

Barras = 50um.

Ib= lamina basal.

cg= corpo gorduroso.

n= nucleo.

lu= [Umen.

cge= células generativas.
ep= epitélio.

I= lipideo.
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Figura 27- Fotomicrografias das secg¢des histologicas do ovéario de Acutisoma
longipes, com ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A-C) Técnica
PAS e contra coloracdo com verde de metila. Todo o citoplasma de células do
epitélio (ep) do ovario apresenta forte reacao positiva a técnica, assim como é
observado em ovécitos maduros (ovo V), em granulos (gr) no interior de ovécitos
em desenvolvimento (ovo Il), no cério (setas) desses ovacitos e na lamina basal
(Ib) abaixo do epitélio. D-F) Técnica azul de bromofenol. D e E) Reacao positiva
moderada é vista na secrecao (s e seta) no apice das células do epitélio (ep). F) A
reacao mais forte € vista em granulos (gr) de ovocitos em estagio avancado (ovo
IV), porém a regido do corio (seta) é fracamente positiva. G e H) Técnica PAS e
azul de bromofenol simultaneas. Observa-se reagédo fortemente positiva ao PAS
por todo o citoplasma das células do epitélio (ep) e na secrecdo do lumen (lu).
Reacéo positiva ao azul de bromofenol é vista na secrecdo (s) no apice das
células do epitélio (ep) e fracamente positiva na tunica prépria (tp). Barras =

50um.

vg= vesicula germinativa.

n= nucleo.
lu= lUmen.
pe= pedicelo.

tp= tunica propria
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Figura 28- Fotomicrografias das secgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, com ovos maduros, submetidas a técnicas histoquimicas. A-C) Técnica
azul de toluidina acida. Reacbes positivas sdo observadas na porcao apical das
células do epitélio (ep) onde estao os nucleos. Outras regides do epitélio como o
pedicelo (pe) apresenta reagdo fortemente positiva nos nucleos (seta). Em
ovocitos jovens (ovo | e ovo Il) a reacdo € fortemente positiva. A secrecao (s) no
apice das células tem reacao positiva, corando-se em esverdeado, gracas a
metacromasia do azul de toluidina. D-F) Técnica xylidine ponceau. D e E) A
secrecdo (seta) na porcao apical das células do epitélio (ep) apresenta reacao
positiva, assim como nos nucleos (n), onde a reacao é fracamente positiva € nos
nucléolos (seta) onde a mesma ¢é fortemente positiva. F) Reacdo fortemente
positiva é observada somente em ovdcitos iniciais (ovo I) e em granulos de
ovocitos (ovo IV) em estagio avangado. No cério (co) ndo ha reacao positiva. G e
H) Técnica do picrossirus red. E observada reacdo positiva na lamina basal (seta)
do epitélio (ep) e ao redor do pedicelo (pe), como em porcdes citoplasmaticas
(seta), no corio (co) do ovécito jovem (ovo I), que tem a vesicula germinativa (vg)

com grande nucléolo (nu) marcado e nucleo acessério (na). Barras = 50um.

n= nucleo.

ep= epitélio.

lu= lUmen.

pe= pedicelo.

seta= marcagao positiva.
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Figura 29- Fotomicrografias das secc¢des histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, cuidando da prole, submetidas a técnicas histoquimicas. A-C)
Reacado de PAS com contra coloracao de verde de metila. A reacao fortemente
positiva ao PAS é observada na lamina basal (Ib) do epitélio (ep) assim como na
lamina do corpo gorduroso (cg, seta). Grupos de células generativas (cge)
apresentaram-se fortemente coradas pelo verde de metila. D e E) Reacao de azul
de bromofenol. Reagédo levemente positiva ocorreu na lamina basal (Ib) e em
nucleos de células generativas (cge) e de células do corpo gorduroso (cg). F-H)
Reacdo de PAS e azul de bromofenol simultaneos.. Reagdo positiva ao PAS
ocorre nas lamina basais (Ib) do epitélio (ep) e do corpo gorduroso (cg). Granulos
(gr) em células do epitélio (ep), assim como os nucleos (seta) e diminutas
granulacdes (seta) no citoplasma de células do corpo gorduroso (cg) apresentam-
se positivos a reacao de azul de bromofenol. Células generativas (cge) também

apresentam reacao positiva para a técnica. Barras = 50um.

n= nucleo.
lu= lGmen.
ep= epitélio.

I= lipideo.
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Figura 30- Fotomicrografias das secc¢des histoldgicas do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, cuidando da prole, submetidas a técnicas histoquimicas. A-C)
Técnica de azul de toluidina acida. A-C) Reacao fortemente positiva a técnica séao
evidentes somente nos nucleos e citoplasma de células generativas (cge) e
nucleos (n) de células do corpo gorduroso (cg), que apresentam nucléolo (seta)
com forte reacao positiva. Para esta técnica tanto os granulos (gr) citoplasmaticos
quanto a lamina basal (Ib) ndo apresentam reacdo positiva. D-F) Técnica de
xylidine ponceau. Reacédo positiva e moderada pode ser observada em pequenos
granulos (seta) do corpo gorduroso (cg). G e H) Técnica do picrosirius red. Nesta
técnica a reacdo foi fortemente positiva na lamina basal (Ib). Alguns granulos

(seta) aparecem marcados no citoplasma de células epiteliais. Barras = 50um.

Ib= Iamina basal.

cg= corpo gorduroso.

lu= limen.

cge= células generativas.
ep= epitélio.

I= gotas lipidicas.

gr= granulos.



Resultados




Resultados 107

Figura 31- Fotomicrografias das secgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, cuidando da prole, submetidas a técnicas histoquimicas. A-C) Técnica
do PAS e contra coloracao com verde de metila. Todo o citoplasma de células do
epitélio (ep) do ovario apresenta forte reacdo positiva a técnica, assim como
ocorre na lamina basal (seta) do ovario. A secrecao (s) no lumen (lu) apresenta-
se fortemente positiva a reagdo. Ovécitos em estagio de reabsorgdo (ovr)
apresentam reacao positivamente moderada. D e E) Técnica azul de bromofenol.
O ovario (ov) apresenta fraca reagao positiva a técnica, assim como ocorre na
tunica propria (tp). Ovécitos (ovo | e ovo Ill) apresentam reacdo positiva
moderada e seu nucléolo (nu) é fortemente marcado. F-H) Técnica PAS e azul de
bromofenol simultaneos. Observa-se reagao fortemente positiva ao PAS, por todo
o citoplasma das células do epitélio (ep), com excecao do pedicelo (pe). Neste
ultimo a reacao ao PAS é fortemente positiva na lamina basal (seta), assim como
ocorre com a secrecao (s) presente no lumen (lu) do ovario. Regibes do
citoplasma (seta) das células do epitélio apresentam reagdes fortemente positivas
ao azul de bromofenol. Em ovécitos em desenvolvimento (ovo Ill) granulacées

(seta) apresentam reacgao positiva aos dois compostos da técnica. Barras = 50um.

n= nucleo.

pe= pedicelo.

mu= musculatura.

ovo= ovdcitos.

ep= epitélio.

vg= vesicula germinativa.
nu= nucléolo.

ovo I= ovdcito jovem.
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Figura 32- Fotomicrografias das secgdes histoldégicas do ovario de Acutisoma
longipes, cuidando da prole, submetidas a técnicas histoquimicas. A-C) Técnica
azul de toluidina acida. Reacbes positivas sdo observadas na porcao apical das
células do epitélio (ep) onde estdo os nucleos. No pedicelo (pe) marcacdes
moderadamente sdo observadas nos nucleos (n) e moderadamente positiva na
vesicula germinativa (vg). Em ovoécitos jovens (ovo l) a reagdo € fortemente
positiva, assim como também o é a secrecdo (s) no Iumen. Ovocitos em
reabsorcdo (ovr) apresentam fraca reacdo positiva a técnica. No cério (co) a
marcacao também é fraca e de cor esverdeada, devido a metacromasia do azul de
toluidina. D-F) Técnica xylidine ponceau. Reacao fortemente positiva a técnica é
observada em granulos de ovécitos (ovo IV) em estagio avancado, como também
no nucléolo (nu) de ovécitos jovens (ovo Il). Em regides citoplasmaticas (seta) de
células do epitélio (ep) a reacdo é moderadamente positiva. No cério (co) nao ha
reacao positiva, assim como nao ha reagcdao em ovocitos em reabsorcéo (ovr). G e
H) Técnica do picrossirus red. E observada reagao positiva na lamina basal (Ib) do
epitélio (ep) e ao redor do pedicelo (pe). Os nucléolos (seta) das células do
epitélio sdo marcados fortemente enquanto que os (seta) das células do pedicelo

(pe) séo marcados moderadamente. Barras = 50um.

n= nucleo.

ep= epitélio.

pe= pedicelo.
ovo ll= ovécito Il.



Resultados




Resultados 111

Figura 33- Micrografias eletrénicas de transmissdo do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros. A) Células do corpo gorduroso (cg) com
acumulo de lipideos (l) e vesiculas (ve) eletron-densas. Barra= 10um. B) Detalhe
do corpo gorduroso mostrando as invaginacdes (in) da membrana basal. Barra=
10um. C) Detalhe do citoplasma de células do corpo gorduroso com muito reticulo
endoplasmatico rugoso (rer) e mitocondrias (mi). Barra= 1um. D) Detalhe das
invaginacoes (in) da membrana plasmatica basal e lamina basal. (Ib). Barra= 2um.
E) Corpo gorduroso (cg) proximo a transicdo para o epitélio (ep) ventricular.
Barra= 3um. F) Regiéo de transicdo do corpo gorduroso (cg) para o epitélio (ep),
com a lamina basal (Ib) espessa e bastante eletron-densa. Abaixo da lamina
observa-se a musculatura (mu). No epitélio sdo evidentes as invaginacdes (in) da

membrana plasmatica basal. Barra= 2um.

I= lipideo.

n= nucleo.

ve= vesiculas secretoras.
cg= corpo gorduroso.

mu= musculatura.
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Figura 34- Micrografias eletronicas de transmissdo do ventriculo das fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros. A e B) Detalhe da musculatura (mu) com
muitas mitocdndrias (mi) e nucleo (n) alongado em volta do, epitélio. Barras= 1um.
C) Porcado basal do epitélio (ep) com invaginacdes (in) da membrana basal.
Barra= 1um. D) Regido basal do epitélio ventricular com células generativas (cge)
e células excretoras (ce) com acumulo de esferocristais (ef). Barra= 10um. E)
Detalhe do ndcleo (n) de células excretoras (ce) rodeado de esferocristais (ef).
Barra= 2um. F) Células excretoras (ce) ao lado de células secretoras (cs)

contendo vesiculas (ve) eletron-densas. Barra= 4um.

Ib = lamina basal.
nu= nucléolo.
ve= vesiculas secreto ras.

ef= esferocristais.
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Figura 35- Micrografias eletronicas de transmissdo do ventriculo das fémeas de
Acutisoma longipes, sem ovos maduros. A) Células epiteliais com reticulo
endoplasmatico rugoso (rer) e mitocbndrias (mi). Barra= 1um. B) Contato entre
duas células epiteliais ambas com sistema de tubulos (st). Barra= 1um. C) Célula
digestiva (cd) contendo vacuolos (va) e muitos granulos (gr) centralmente eletron-
densos. Barra= 2um. D) Células epiteliais com apices abaulados onde se observa
células digestivas (cd) granulos (gr) vacuolos digestivos (va) e células secretoras
(cs) com vesiculas eletron-densas. Barra= 4um. E e F) Detalhe da regiao do
limen (lu) do ventriculo mostrando microvilosidades (mv) das células epiteliais e o

glicocdlice (gli) por entre elas. Barra= 1um.

ep= epitélio.
mv= microvilosidades.
gr= granulos.

lu= lGmen.
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Figura 36-. Micrografias eletrénicas de transmissdo do ovario de Acutisoma
longipes, sem ovos maduros. A) Ovécitos (ovo) na porcao externa do ovario.
Barra= 10um. B) Regido do pedicelo (pe) com ovdcito (ovo) aderido e com células
contendo citoplasma (¢) pouco elétron-denso. Observam-se microvilosidades (mv)
na regiao de contato entre pedicelo e ovécito. Barra= 1 um. C) Células do pedicelo
(pe) com nucleos (n), recobertas por lamina basal (Ib). Barra= 6um. D) Detalhe da
regiao de contato entre ovécito (ovo) e pedicelo (pe), onde observam-se
microvilosidades (mv). Barra= 0.5 um. E) Regido externa ao ovario com ovocito
(ovo) projetando-se para o exterior recoberto pelo cério e membranas (m). Barra=
2um. F) Detalhe da vesicula germinativa (vg) do ovécito. Barra= 2um. G) e H)
Detalhe de células do pedicelo (pe) com nucleos (n) eletron-lucidos e muitas
interdigitacoes (it) da membrana plasmatica (mp). Circundando o pedicelo (pe)

observa-se musculatura (mu). Barras= 1um e 3um, respectivamente.

n= nucleo.

mi= mitocondria.

vg= vesicula germinativa.
pe= pedicelo.

co= corio.

nu= nucléolo

c= citoplasma
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Figura 37- Micrografias eletrbnicas de transmissdo do ovario de Acutisoma
longipes, sem ovos maduros. A) Epitélio (ep) eletron-denso com grandes nucleos
(n) com cromatina condensada. Barra= 3um. B) Citoplasma de células do epitélio
(ep) com muitas mitocdndrias (mi), glicogénio a (gla) e B (gIp) e interdigitagbes
(it) das membranas laterais. Barra= 0,25um. C) Observa-se nas células do epitélio
mitocondrias com cristas vesiculares (miv). D) Observa-se nas células epiteliais
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (rer) e ribossomos livres
(rl). E) Citoplasma de células epiteliais com a presenca de figuras mielinicas (fm).
F e G) Porcao apical das células epiteliais com microvilosidades (mv) e secrecao

(s) eletron-densa. C - G) Barras = 1um

ep= epitélio.

mp= membrana plasmatica.
mi= mitocondria.

lu= lumen.

n= nucleo.
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Figura 38- Micrografias eletrénicas de transmissdo do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros. A) Células do corpo gorduroso (cg) com
acumulo de lipideos (l). Barra= 20um. B) Detalhe de células do corpo gorduroso
mostrando o grande nucleo (n) e nucléolo (nu) bem desenvolvido. Barra= 10um.
C) Detalhe de invaginacées (in) da membrana basal (Ib). Observa-se também a
lamina basal (Ib). Estas células possuem muitas mitocdndrias (mi) e reticulo
endoplasmatico rugoso (rer). Barra= 1um. D) Detalhe de citoplasma com eletron-
densidades distintas em células do corpo gorduroso (cg) que acumulam lipideo (1).
Barra= 2um. E) Corpo gorduroso (cg) proximo a transicdo para o epitélio (ep)
ventricular onde se observa a lamina basal (Ib) com invaginac¢des. Barra= 1um. F)
Detalhe da regiao de transicao do corpo gorduroso (cg) para o epitélio (ep), com a
lamina basal (Ib) bastante eletron-densa. Abaixo da lamina observa-se a
musculatura (mu). Barra= 2um.

I= lipideo.
cg= corpo gorduroso.
rer= reticulo endoplasmatico.

n= nucleo.
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Figura 39- Micrografias eletrénicas de transmissdo do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros. A) Detalhe da musculatura (mu) em corte
obliquo abaixo do epitélio (ep). Barra= 1um. B) Porcdo do corpo gorduroso (cg)
onde é evidente acumulo de lipideo (l) e invaginagdes (in) da membrana. Barra=
2um. C) Epitélio (ep) com células contendo esferocristais (ef). Barra= 10um. D)
Células excretoras (ce) com acumulo de esferocristais (ef) e células generativas
(cg). Barra= 10um. E) Detalhe de células excretoras (ce) com vacuolos (va) e
esferocristais (ef) ao lado de células secretoras (cs) com vesiculas (ve) eletro-
densas. Barra= 10um. F) Células do epitélio com citoplasmas distintos, sendo que
algumas células apresentam acumulo de lipideo (I) e reticulo endoplasmatico
rugoso (rer) bem desenvolvido. Barra= 2um.

Ib= lamina basal.

I= lipideo.

ve= vesiculas secretoras.
lu= [Umen.

n= nucleo.

mp= membrana plasmatica.

ep= epitélio.
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Figura 40- Micrografias eletrénicas de transmissdo do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, com ovos maduros. A) Células epiteliais com muito reticulo
endoplasmatico rugoso (rer), ao redor das vesiculas (ve) e gotas de lipideo (1).
Barra= 2um. B) Detalhe de vacuolos (va) contendo material eletron-denso tipicos
de células digestivas (cd) e granulos centralmente eletron-denso. C) Célula
digestiva (cd) com esferocristais (ef) de eletron-densidades variadas. D) Apice de
células epiteliais com microvilosidades (mv). E) Detalhe lumen (lu) do ventriculo

contendo esferocristais (ef). Barra= 2um. B-D) Barras= 1um.

ep= epitélio.

rer= reticulo endoplasmatico.
mi= mitocondria.

mv= microvilosidades.

lu= limen.
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Figura 41-. Micrografias eletrénicas de transmissdo do ovario de Acutisoma
longipes, com ovos maduros. A) na porcao externa do ovario observam-se
ovécitos (ovo) conectados ao pedicelo (pe), que se caracteriza pela grande
quantidade de células préximas. Barra= 2um. B) Ovdcitos (ovo) contendo alguns
granulos (gr) no citoplasma e delimitado pelo cério (co) e lamina basal (Ib). Barra=
10um. C) Células do pedicelo (pe) com ndcleos (n) grandes e interdigitacdes (it)
da membrana. Barra= 4um. D) Porcdo basal do epitélio (ep) circundado pela
lamina basal (Ib) e musculatura (mu). As células contém granulos (gr)
eletrondensos. No ovécito (ovo) observam-se granulos eletron-densos. Barra=
3um. E) Detalhe de granulos (gr) de diferentes tamanhos presentes no citoplasma
de células do epitélio (ep). Barra= 2um. F) Detalhe da musculatura (mu) abaixo do

epitélio. Barra= 1um.

vg= vesicula germinativa.
pe= pedicelo.

co= corio.

mi= mitocondria.

Ib= lamina basal.

ep= epitélio.
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Figura 42- Micrografias eletrbnicas de transmissdo do ovario de Acutisoma
longipes, com ovos maduros. A) Epitélio (ep) eletron-denso com grandes nucleos
(n) com cromatina condensada e nucléolo (nu) desenvolvido. Barra= 3um. B)
Células do epitélio (ep) com muitas interdigitacdes (it) da membrana plasmatica.
Barra= 2um. C) Detalhe interdigitacdes (it) da membrana plasmatica (mp). Barra=
1um. D) Células epiteliais com reticulo endoplasmatico rugoso (rer) e Golgi (G)
com vesiculas (ve) eletron-densas na face trans. Barra= 1um. E) No epitélio sdo
vistos reticulos endoplasmaticos rugosos (rer) organizados de forma circular.
Barra= 1um. F) Porcéo apical das células epiteliais do ovario com microvilosidades
dilatadas contendo secrecao (s) eletron-densa. Barra= 1um. G) Detalhe da
secrecao (s) “envolvida” por microvilosidades (mv) no lumen (lu) do ovario.

Barra= 1um. H) Lumen (lu) do ovario com ovécito (ovo) alongados. Barra= 10um.

lu= limen.
n= nucleo.
I= lipideo.

vg= vesicula germinativa.
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Figura 43- Micrografias eletronicas de transmissdo do ventriculo de Acutisoma
longipes, cuidando da prole. A) Células do corpo gorduroso (cg) com acumulo de
lipideos (I). Nucleos (n) esféricos e nucléolo (nu) desenvolvido. Barra= 10um. B)
Detalhe de células do corpo gorduroso com regides vacuolizadas (ava) e
vesiculas eletron-densas. Barra= 4um. C) Epitélio basal com células generativas
(cg) e células contendo vesiculas (ve) eletron-densas. Observa-se a lamina basal
(Ib) formando dobras. Barra= 10um. D) Porcao basal do epitélio com células
generativas (cg) e logo abaixo observa-se a musculatura (mu) e entre elas a
lamina basal (Ib). Barra= 10um. E) Detalhe da musculatura (mu) abaixo do epitélio
(ep). Barra= 4um. F) Detalhe da porcdo basal do epitélio (ep) com dobras da
lamina basal (Ib) muito eletron-densa e invaginacdes (in) da membrana basal das

células epiteliais. Barra= 2um.

I= lipideo.

cg= corpo gorduroso.

rer= reticulo endoplasmatico.
n= nucleo.

cg= células generativas.

Ib= Iamina basal.

cge= célula generativa.
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Figura 44- Micrografias eletrénicas de transmissdo do ventriculo de fémeas de
Acutisoma longipes, cuidando da prole. A) Detalhe do epitélio (ep) com células
apresentando pequenas interdigitacdes (it) pouco pronunciadas da membrana
plasmatica (mp). Barra= 2um. B) Células excretoras (ce) do epitélio com acumulo
de esferocristais (ef). Barra= 2um. C) Detalhe de reticulo endoplasmatico rugoso
lamelar (rerl) das células de epitélio (ep). Barra= 1um. D) detalhe de célula do
epitélio (ep) com grandes vesiculas (ve) envoltas por reticulo endoplasmatico
rugoso (rer) ao lado de grandes vacuolos (va) contendo material de baixa eletron-
densidade. Barra= 2um. E) Detalhe de células do epitélio (ep) contendo vacuolos
(va), figuras mielinicas (fm) e interdigitacdes (it) da membrana plasmatica. Barra=
2um. F) Citoplasma apical de células do epitélio (ep) apresentando além de Golgi
(G) e mitocdndrias (mi), um sistema tubulovesicular (st). Barra= 1um. G) Porgéao
apical das células do epitélio (ep) com microvilosidades (mv) e o sistema
tubulovesicular (st) no apice dessas células. Barra= 1um. H) Detalhe do sistema
tubulovesicular (st). Barra= 1um.

n= nucleo.

ef= esferocristais.

nu= nucléolo.

va= vacuolos.

mp= membrana plasmatica.

lu= ltmen.
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Figura 45- Micrografias eletrbnicas de transmissdo do ovario de Acutisoma
longipes cuidando da prole. A) Detalhe de células do pedicelo (pe) evidenciando
citoplasma pouco eletrondenso. Barra= 0.5um. B) Células epiteliais (ep) do ovario
com nucleos (n) contendo bastante material eletron-denso. No citoplasma sao
observadas areas vacuolizadas (ava), assim como vacuolos (va) e granulos (gr).
Barra= 2um. C) Epitélio (ep) com células apresentando grandes areas
vacuolizadas (ava) e microvilosidades (mv). Barra= 2um. D) Apice das células
epiteliais (ep) com microvilosidades (mv) voltadas para o lumen (lu). Barra=

0.5um.

n= nucleo.

mp= membrana plasmatica.
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Figura 46- Micrografias eletrénicas de transmissao para localizacao de glicogénio
do ventriculo de fémeas de Acutisoma longipes, sem ovos maduros. A-C) Corpo
gorduroso (cg) apresentando células com acumulo de lipideo (I). Barras= A) 3um,
B) 1um e C) 0.5um. D) Porcado basal do epitélio (ep) onde se observa a lamina
basal (Ib). Barra= 1um. E e F) Epitélio (ep) ventricular com células distintas (c1 e
c2). Barras= 2um. A-F) Tanto células do epitélio quanto do corpo gorduroso

apresentaram reacao negativa para glicogénio.

mv= microvilosidade.
hu= nucléolo.

n= nucleo.

I= lipideo.

ef= esferocristais.
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Figura 47- Micrografias eletrénicas de transmissao para localizacao de glicogénio
do ovario de Acutisoma longipes sem ovos maduros. A) Células do pedicelo (pe)
com nucleos (n) grandes e interdigitagdes (it) da membrana plasmatica. Barra=
2um. B) Ovécito (ovo) com mitocdndrias (mi). Barra= 0.5um. C) Porcao basal da
célula do epitélio do ovario, com a presenca de musculatur (mu) abaixo do
epitélio. Barra= 1um. D) Detalhe do epitélio (ep) do ovario. Barra= 1um. A-D)
Tanto células do epitélio do ovario quanto os ovdcitos apresentaram reacgao

negativa para glicogénio.

pe= pedicelo.

mv= microvilosidade.
mi= mitocondria.

n= nucleo.

It= interdigitacoes.
mu= musculatura.

mp= membrana plasmatica.
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Figura 48- Micrografias eletrénicas de transmissao para localizacao de glicogénio
do ventriculo de fémeas de Acutisoma longipes com ovos maduros. A) Corpo
gorduroso (cg) com fraca marcacdo para glicogénio ao redor dos lipideos (I).
Barra= 0.5um. B-E) Células do corpo gorduroso (cg) com reagdes fortemente
positivas para glicogénio (gl) principalmente ao redor de vesiculas lipidicas (l) e
proximas a regides ricas em reticulo endoplasmatico rugoso (rer). Barras= B)
0.5um, C) 1um, D) 0.5um e E) 1um. F) Detalhe de particulas de glicogénio (gl)
préximas ao reticulo endoplasmatico rugoso (rer) em células do corpo gorduroso.
Barra= 0.5um. G) Epitélio (ep) ventricular contendo células (c1 e ¢2) com
citoplasmas com diferentes eletrondensidades. Tanto as células (c2) com acumulo
de esferocristais (ef) quanto as células (c1) com citoplasma menos eletron-denso
nao apresentam reagdo positiva para glicogénio. Barra= 2um. H) Células
apresentando diferentes eletrondensidades, (c1-c4), estando a célula 3 (¢3) com
citoplasma mais eletrondenso e com esferocristais. As células do epitélio do
ventriculo apresentaram reacao negativa para glicogénio. Barra= 1um.

rer= reticulo endoplasmatico rugoso.
va= vacuolo.

mi= mitocondria.

cg= corpo gorduroso.

vé= vesicula.

n= nucleo.

ef= esferocristais.

c2= célula 2.

c4= célula 4.
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Figura 49- Micrografias eletrénicas de transmissao para localizacao de glicogénio
do ovario de Acutisoma longipes com ovos maduros. A e B) Regido do pedicelo
(pe) onde estao evidentes feixes musculares (mu). Barras= A) 4um e B) 2um. C e
D) No epitélio (ep) ovariano observa-se células com acumulo de granulos (gr).
Barras= C) 5um e D) 0.5um. A e B) As células do epitélio do ovario apresentaram

reacao negativa para glicogénio.

n= nucleo.

mp= membrana plasmatica.
tp= tunica prépria.

va= vacuolo.

G= Golgi.

it= interdigitacoes.

co= corio.
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Figura 50- Micrografias eletrénicas de transmisséo para localizacao de glicogénio
do ventriculo de Acutisoma longipes cuidando da prole. A-B) No corpo gorduroso
(cg), onde é evidente o acumulo de lipideo (l), reticulo endoplasmatico rugoso
(rer), mitocondrias vesiculares (miv) ou nao (mi). Barras= A) 2um e B) 1um. C-E)
Epitélio (ep) ventricular no qual observa-se grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso (rer), regides de células com acumulo de membranas
(mp). Barras= C) 0.5um, D) 2um e E) 1um. F) Células do epitélio (ep) onde
observa-se vacuolos (va) e microvilosidades (mv). Barra= 0.5um. A-E) Tanto as
células do epitélio do ventriculo quanto as do corpo gorduroso ndo apresentaram

reacao positiva para glicogénio.

cg= corpo gorduroso.
n= ndcleo.
nu= nucléolo.

mp= membrana plasmatica.
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Figura 51- Micrografias eletrénicas de transmisséo para localizacao de glicogénio
do ovario de Acutisoma longipes cuidando da prole. A) Porcao mais externa do
ovario (ov) evidenciando feixes de musculatura (mu) e a tunica prépria (tp).
Barra= 2um. B e C) Células do epitélio (ep) do ovario com acumulo de granulos
(gr), areas vacuolizadas (ava) do citoplasma. Barras= B) 0.5um e C) 2um. D)
Porcao apical das células do epitélio (ep). Barra= 1um. A-D) As células do epitélio

do ovario apresentaram reacao negativa para glicogénio.

co= cério.
n= nucleo.
S= secrec¢ao.
lu= [Umen.

mv= microvilosidade.
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7. DISCUSSAO

Como na maioria dos aracnideos, o ventriculo € composto de diverticulos
rodeados por musculos e um tecido intermediario, ocupando quase todo o corpo
(BECKER; PETERS, 1985a). No estudo do ventriculo de opilides da espécie
Acutisoma (=Goniosoma) longipes Roewer, 1913, Gonyleptidae (Laniatores)
verificou-se que o que tal 6rgao apresenta caracteristicas morfologicas,
principalmente quanto a presenga de diversos diverticulos, muito semelhantes
aquela encontradas em representantes de Phalangidae (Eupinoi), assim como
observado no opilido Phalangium opilio (BECKER; PETERS, 1985a). O ventriculo
tem intensa participacdo em todo o processo digestivo: na digestao, propriamente
dita, na reabsorcéo e na excrecgao,

A andlise sob microscopia de luz de fémeas de Acutisoma longipes com e
sem ovos maduros e fémeas cuidando da prole permitiu elucidar a organizacao
tecidual do ventriculo. Os diverticulos estdo organizados de forma que grupos de
células do epitélio se projetam para o lumen, formando estruturas semelhantes as
vilosidades do intestino de mamiferos. Em fémeas no final do periodo reprodutivo,
ou seja, cuidando da prole pode-se observar em todo o epitélio ventricular uma
reducao na altura e volume das células epiteliais o que implica em uma retracao
do mesmo. A analise histologica também permitiu evidenciar que o epitélio
ventricular € formado por dois tipos de células, as digestivas e as generativas. Em
fémeas com e sem ovos maduros as células digestivas possuem grande acumulo
de granulos citoplasmaticos com densidade variada. Em fémeas cuidando da
prole, este acumulo € menor quando comparados com as situagdes anteriormente
descritas. Esses granulos esféricos apresentam forte reacdo as técnicas de
xylidine ponceau e azul de bromofenol, ambos para proteinas totais, e ao azul de
toluidina &cida, indicando assim, que tais granulos tem caracteristica glicoprotéica
acida, podendo entdo se tratar de enzimas digestivas. Essas granulacdes

apresentam reacao positiva inespecifica a técnica do picrossirus red, isso talvez
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pelo fato do direct red 80 ser um corante anibnico e entdo marcar complexos
protéicos onde a por¢ao glicidica reagiria com o picrosirius red.

Em aranhas, esses granulos acumulados em células digestivas foram
identificados como esterases, as quais sdao importantes no processo digestivo
extra e intracelular. Porém, essas enzimas permanecem estocadas em vesiculas
no interior das células e devem permanecer inativas como granulos de zimbégeno
até serem liberadas, pois de modo contrario causariam danos a célula (LUDWIG;
ALBERTI, 1988a). Em opilides, tais granulos também demonstraram conter
proteases e amilases, sendo entdo secretados pelo apice dilatado das células
digestivas na presenca de nutrientes pré-digeridos provenientes da digestao
externa (BECKER; PETERS, 1985a). Essas vesiculas de secrecdo assemelham-
se as descritas em formigas, as quais se destacam do apice das células e passam
para o lumen do ventriculo na forma de bolhas, sendo este tipo de secrecao
descrita como apécrina (CAETANO et al., 1994; CAETANO; ZARA, 2001).

Em A. longipes as células epiteliais, colunares com nucleos basais e apice
dilatado e arredondado, contém muitas vesiculas irregulares que brotam dessa
regido, e possuem o conteudo granular que € marcado com azul de toluidina
acida, na fase em que a fémea ndo tem ovos maduros e ainda ndo esta em jejum
e, portanto, em intensa atividade digestiva. Caracteristicas semelhantes foram
encontradas no ventriculo do opilido P. opilio que tém células digestivas
apresentando citoplasma mais eletron-denso do que qualquer tipo de célula do
epitélio. No apice dessas células também estdo presentes muitos vacuolos
irregulares, sendo considerada como a principal caracteristica da digestao celular
na espécie. Nesses vacuolos, o precipitado denso no interior € positivo a reacao
para fosfatase acida, indicando atividade lisossémica (BECKER; PETERS, 1985a).

De acordo com Becker, Peters (1985a), a analise sob Microscopia Eletrénica
de Transmissao (MET), permite a distincao de trés tipos diferentes de células no
epitélio ventricular, as células digestivas, que provavelmente tornam-se células de
excrecdo e as de secrecdo. Para esses autores as células digestivas sao
caracterizadas por seu citoplasma mais eletron-denso que outras células do
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epitélio; pela presenga de vesiculas de forma irregulares e diferentes eletron-
densidades no citoplasma e vacuolos, principalmente no citoplasma apical, que
sao positivos a reacdo da fosfatase acida. As células excretoras sdo ricas em
material como os esferocristais, e tem como principal funcdo a excrecao desses
produtos. Para os autores as células secretoras acumulam grandes e numerosas
vesiculas moderadamente eletro-densas, que se coram intensamente pelo azul de
toluidina sob a Microscopia de Luz. Segundo Lipovsek et al, (2004), o epitélio do
ventriculo dos opilides Gyas titanus e G. annulatus é dimérfico, com células
secretoras e células digestivas, sendo a ultima mais abundante. Segundo a
literatura podem ser verificadas no estbmago de formigas Camponotus arboreus,
por meio da ultra-estrutura, a ocorréncia de trés tipos de células no epitélio, que
seriam as digestivas, as secretoras de muco e as excretoras (CAETANO; CRUZ-
LANDIM, 1983).

No ventriculo de A. longipes as células epiteliais do ventriculo contém grande
rede de reticulo endoplasmatico rugoso, principalmente em torno de nucleos,
mitocOndrias espalhadas por todo o citoplasma e acumulos de gotas de lipideo.
Complexos de Golgi ndo foram claramente evidenciados, talvez pelo fato de
serem poucos ou terem tamanho reduzido nesse tecido. Em relagdo a tipos
celulares, as andlises permitiram identificar células com certo grau de
diferenciacdo, indicando que o epitélio ndo é uniforme como deixa crer com
analise sob microscopia de luz. Algumas particularidades sdo encontradas em
determinadas células e ndo em outras. Algumas células apresentam citoplasma
mais eletron-denso que outras, com acumulo de vacuolos contendo granulos de
diferentes eletron densidades ocupando de preferéncia a porcdo mais apical da
célula. Freqlentemente em torno desses vacuolos ha uma rede de reticulo
endoplasmatico rugoso. Becker e Peters (1985a) realizaram testes para fosfatase
acida no intestino médio de opilido P. opilio e obtiveram reacao positiva para a
enzima nos granulos contidos em vacuolos apicais. Estas células também
apresentam muitas microvilosidades e um sistema de tubulos no citoplasma

apical, que se pode supor serem reticulo endoplasmatico liso apresentando
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cisternas dilatadas, provavelmente relacionadas ao metabolismo de lipideo do
tecido. De acordo com Becker e Peters (1985a) e Lipovsek et al. (2004) essas
estruturas tubulovesiculares sao comuns em diferentes artrépodes e estdo
relacionados a atividade endocitica, caracterizando as células digestivas.

Também no epitélio ventricular de Acutisoma longipes) foram observadas
células contendo grandes vesiculas eletrondensas, as quais normalmente estao
rodeadas por reticulo endoplasmatico rugoso e reagiram intensamente ao azul de
toluidina. Quanto as reagbes ao azul de bromofenol e ao xylidine ponceau, as
vesiculas do citoplasma apresentaram marcagado fortemente positiva, indicando
sua natureza protéica. Essas células sdo classificadas como secretoras e,
provavelmente, contenham enzimas para digestao extracelular. De acordo com
LipovSek et al. (2004), testes citoquimicos para enzimas podem detectar o
conteudo dessas vesiculas ou essas enzimas que sao armazenadas em granulos
de zimbgeno e apenas detectadas apds a sua liberagao.

Algumas células digestivas sao capazes de tolerar mais do que um ciclo
digestivo antes de assumirem a funcao excretora. Este fato foi observado em
aranhas Coleotes terrestris (Agelenidae), sendo estas células caracterizadas por
pequenos vacuolos excretores, vacuolos nutricionais eletron-densos (com funcéo
de estocagem) e grande quantidade de esferitos ou esfereocristais. Em C.
terrestris os esferitos sdo compostos de fosfato e carbonato de calcio e sao
considerados importantes estocagem de calcio e outros ions, agindo entdo na
desentoxicacdo por metais pesados (LUDWIG; ALBERTI, 1988a). Ja nos opilides
G. titanus e G. annulatus (Sclerosomatidae), os esferitos no citoplasma de células
excretoras sdo observados em fases bem avancadas de degeneracéo (LIPOVSEK
et al. 2004).

Em células digestivas do ventriculo de fémeas com e sem ovos maduros de
A. longipes sao encontrados acumulos de um tipo de granulos, os quais aparecem
como estruturas com refracdo sob microscopia de luz, assim como ocorre com 0S
esferitos minerais de P. opilio (BECKER; PETERS, 1985a), e também nao
apresentam reacao positiva a nenhum teste histoquimico. As analises ultra-
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estruturais permitiram constatar que tais granulos sao esferocristais. Essas
estruturas sdao produtos remanescentes da digestao intracelular e sua presenca
em células do epitélio ventricular de A. longipes, juntamente com vacuolos no
citoplasma caracterizam as células excretoras. Tal fato também ja descrito por
Caetano e Cruz-Landim (1983) para células do estdbmago de formigas
Camponotus arborius. Em algumas células do epitélio ventricular, principalmente
em fémeas sem ovos maduros, esses esferocristais encontram-se numa regiao
préxima ao nucleo e reticulo endoplasmatico rugoso e também ndo tém
caracteristicas de estruturas em degeneracao, como se observa em fémeas com
ovos e com prole. Entdo, essas podem estar relacionadas com depdésitos de sais
de urato para a sintese protéica, e nao com produtos de excrecao. Para Becker e
Peters (1985a), quando os vacuolos excretores sao pequenos esses sao liberados
para o lumen sem danos para a célula, ou entdo unem-se em um unico e grande
vacuolo contendo materiais em diferentes estagios de degeneracdo, dito
esferocristais e estruturas mielinicas que entdo sao expelidos para o lumen. Para
LipovSek et al., (2004) esses materiais de excrecao apresentam reacao positiva
para fosfatase acida, e s&o visualizados em células excretoras em fases
avancadas de degeneracao.

Aparentemente, a regeneracao do epitélio ventricular € uma situagéo pouco
entendida para P. opilio, G. titanus e G. annulatus, uma vez que nenhum tipo de
célula ou regido regenerativa foi identificada, apesar do processo digestivo e
excretor intenso (BECKER; PETERS 1985a; LUDWIG; ALBERTI, 1988a).

Em A. longipes, as células generativas, ou de reposicdo, tém grandes
nucleos e citoplasma nao especializado, caracteristicas de tecido nao diferenciado
sao encontradas em grupos na regiao basal do epitélio, e se assemelham aquelas
encontradas em insetos (CAETANO; CRUZ-LANDIM, 1983, CAETANO, 1988).
Tais células generativas estdo evidentes, com forte marcacdo no citoplasma pela
contra coloracdao com verde de metila, usada na técnica do PAS. Tal corante
evidencia RNA e DNA. Assim sendo, essas células, provavelmente estao em alta

taxa de divisao celular e seu citoplasma € marcado revelando areas de intensa
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basofilia, devido a presenca de estruturas responsaveis pela sintese protéica
(RER).

Em abelhas tais células apresentam nucleo grande, pouco citoplasma
(CRUZ-LANDIM, 1999, CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999) e repdem as
células epiteliais colunares que sofrem degeneracao natural devido ao desgaste e
ao envelhecimento celular, de modo que a renovagédo do epitélio se faz pela
divisdo e diferenciacao das células generativas (CRUZ-LANDIM; CAVALCANTE,
2003). Em todos os tipos de células secretoras, a propria fisiologia celular leva a
deterioragdo das mesmas, sendo entdo a reposicdo destas células
responsabilidade das células generativas (CAETANO et al., 1994). Essas células
basais sdo consideradas células tronco embrionarias nao diferenciadas que
tornam-se células secretoras ou células absortivas (COLLATZ, 1986).

As células do epitélio ventricular apresentam labirintos basais bem
desenvolvidos, o que aumenta muito as chances de trocas com o tecido de
reserva, como também um complexo sistema de interdigitacbes, sendo esta
caracteristica freqliiente em tecidos que sofrem intensos movimentos devido ao
processo digestivo, conferindo-lhes aumento de resisténcia.

Abaixo do epitélio e das células generativas encontra-se a lamina basal
espessa, com reacao fortemente positiva as técnicas histoquimica do picrossirius
que evidencia o colageno ai presente e ao PAS que marca os polissacarideos. A
forte reacao da lamina basal permitiu a observagcédo da regido intima de contato
entre o epitélio e o tecido intermediario que circunda todo este ultimo. De acordo
com Ludwig, Alberti (1990) o contato entre os dois tecidos € como uma conexao
“finger—like” (interdigitagdo). Esse tipo de contato pode elucidar a grande
importancia do transporte de metabdlitos entre células digestivas e as células do
tecido intermediario, visto que o contato entre os dois tecidos € aumentado. O
tecido intermediario (tecido gorduroso) de aracnideos de acordo com sua fungao
de armazenamento e por apresentar caracteristicas tipicas do corpo gorduroso de
insetos, pode também ser denominado de corpo gorduroso (GOYFFON;
MARTOJA, 1983). As caracteristicas deste tecido séo: as células arredondadas ou
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poliédricas, com nucleo central e, principalmente, contendo gotas lipidicas de
tamanhos e formas variaveis.

De acordo com Becker e Peters (1985a) e Goyffon e Martoja (1983), as
células do corpo gorduroso estocam glicogénio e lipideo. Assim também é
observado em A. longipes, cujo tecido intermediario é bastante espesso, envolto
por uma fina lamina basal e suas células apresentam grande quantidade de
vesiculas lipidicas, em todas as fases estudadas, podendo ser considerado um
tecido de estocagem, dando suporte ao metabolismo do aparelho digestivo, bem
como protecdo. Corroborando o fato de ser este tecido intermediério um tecido de
reserva energeética, visto que, na fase anterior ao grande periodo de jejum por que
passam as fémeas, cuidando de sua prole, os dois compostos energéticos estao
presentes em abundancia. Desse modo, toda energia requerida para o periodo de
jejum devera ser suprida pelas reservas energéticas estocadas. Nesta espécie, a
maioria do material de reserva € lipideo, sendo o estoque de glicogénio apenas
observado com técnica especifica, no corpo gorduroso de fémeas com ovos
maduros (periodo que antecede o jejum). Em fémeas, sem ovos e com 0OvoS
maduros, o corpo gorduroso é um tecido ativo, sendo esse fato confirmado por
suas caracteristicas celulares, tais como, conter reservas lipidicas, que aparecem
como vesiculas tanto eletron-densas quanto eletron-licidas. Além disso, este
tecido apresenta nucleos grandes e muitas invaginacdes basais, que aumentam a
superficie para trocas entre o tecido e a hemocele. As gotas lipidicas sao
circundadas, na maioria das vezes, por reticulo endoplasmatico rugoso.

Para corroborar a idéia de que o corpo gorduroso em A. longipes é tecido de
reserva para o suprimento de componentes para o epitélio ventricular, ttm-se o
fato desse tecido, aparentemente sofrer uma retragdo no seu volume e ter
diminuido o estoque de lipideo conforme se prolonga o periodo de jejum da fémea
(fémeas cuidando da prole até a liberacdo desta da funcéo). Quando as fémeas
estdo na fase de cuidados com a prole, esse tecido esta vacuolizado e a reserva

de lipideo é reduzida.
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Para Lipovsek et al. (2004) essas reservas garantem a sobrevivéncia de
individuos que sao privados de alimentos, como opilibes das espécies G.
annalatus e G@G. titanus, durante o alto inverno, sendo fundamentais no
desenvolvimento dos individuos jovens, na reproducido e outros processos com
gasto energético em adultos. De acordo com Becker, Peters (1985a), as
condicoes do tecido de reserva independem de idade ou sexo do animal, mas sim
do estado em que ele se encontra, como por exemplo, a inanicdo. Tal qual os
opilides de clima temperado, as fémeas aqui estudadas passam por um periodo
de privacao alimentar (jejum) e se utiliza do mesmo mecanismo que os individuos
das epécies G. titanus e G. annulatus, mas por outras razdes. Este mecanismo,
provavelmente, tenha sido o caminho encontrado para se evitar o canibalismo da
prole, em troca dos cuidados da mesma, garantindo assim a teoria sobrevivéncia
do maior numero de descendentes, por evitar ataques de predadores.

Outro dado que corrobora o fato de ser o corpo gorduroso um tecido de
suprimento da demanda energética para o metabolismo do ventriculo é a lamina
basal existente entre ele e o epitélio estar fortemente marcada e conter inimeras
dobras, aumentando a superficie de contato entre os dois tecidos, assim como ja
observado em Coelotes terrestris (LUDWIG; ALBERTI, 1988b).

Na regidao de transi¢do entre corpo gorduroso e epitélio ventricular encontra-
se a musculatura longitudinal e transversal, supostamente dando suporte
mecanico ao epitélio que contém as células alongadas.

Com as andlises realizadas nas trés fases estudadas de fémeas de A.
longipes células digestivas, excretoras e secretoras foram observadas em todas
as fases, porém nota-se que na fase de amadurecimento dos ovos e ja com ovos
maduros, as células com caracteristicas excretoras sdo mais conspicuas.

Os artropodes exibem uma grande variedade de mecanismos para
estocagem de reservas energéticas para sua posterior utilizacdo quando séo
requeridas (BECKER; PETERS, 1985a). Essas reservas garantem a sobrevivéncia
de individuos que sao privados de alimento, como nos opilibes G. annalatus e G.
titanus durante o periodo de alto inverno, e também sendo fundamentais no
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desenvolvimento dos individuos jovens nos eventos da reprodugcdo como
amadurecimento dos ovarios, desenvolvimento dos ovocitos e oviposicdo, bem
COmo em outros processos com gasto energético em adultos (LIPOVSEK et al.,
2004).

Os resultados das analises em ovarios das fémeas de A. longipes sugerem
ser este 6rgao do tipo panoistico, caracterizado pela presenga de ovdcitos por
toda sua extensao e a auséncia de células nutridoras (CHAPMAN, 1998). Dados
semelhantes ja foram encontrados por Denardi et al., (2004) e Oliveira et al.
(2005) em carrapatos e por Morishita et al., (2003) em aranhas.

O ovario de A. longipes apresenta forma tubular com uma camada de células
epiteliais. O Iumen sofre algumas modificacbes notaveis que podem ser
observadas no 6rgao como um todo. Assim como ocorre com o ventriculo das
fémeas analisadas nas diferentes fases reprodutivas, o ovario sofre retracao.
Neste estudo, a diminuicdo no lumen do 6rgao é prontamente percebida,
progredindo da fase em que a fémea nao tem ovos maduros para fase em que ja
esta cuidando da prole. Quando as fémeas ainda ndo possuem 0s ovos maduros,
o ovario € desenvolvido, possui lumen amplo e as células do epitélio sao
colunares, com nucleos apicais, sendo observada alta basofilia citoplasmatica
nessa regiao. Os ovécitos ligados ao ovario apresentam-se em estagios iniciais de
desenvolvimento. Quando a fémea esta na fase de cuidado parental, o [lUmen do
ovario pode ser considerado apenas como um canal, dado seu estreitamento. As
células do epitélio sdo mais baixas, assumindo a forma cubica e seus nucleos sao
mais centrais. Enquanto isso, poucos ovOcitos sao observados quando
comparados com fases anteriores, estando alguns em estagios avancados de
desenvolvimento e outros ja em processo de reabsorcao.

Ainda em fémeas de A. longipes, o epitélio simples colunar do ovario &
rodeado por musculatura estriada, tem células com vérias interdigitacdes, grandes
nucleos e citoplasma bastante eletron-denso, devido a complexidade e quantidade
de estruturas, como reticulo endoplasmatico rugoso, muitas mitocondrias e grande

complexo de Golgi com inumeras vesiculas. Tais caracteristicas demonstram que



Discusséao 159

estas células do ovario apresentam alto metabolismo de sintese, como por
exemplo a de secrecdo. Este fato é confirmado pela presenca tanto de granulos
com eletron-densidades diferentes comuns no citoplasma das células epiteliais
nas fases observadas, como da liberagdo de secrecdo bastante eletron-densa
para o lumen, na regido apical das células onde encontram-se muitas
microvilosidades. Portanto, a alta atividade de sintese € para a producdo de
secrecao.

No citoplasma do epitélio também ha mitocondrias com caracteristicas
atipicas, apresentando cristas vesiculares. Tais cristas provavelmente estejam
relacionadas a sintese ou metabolismo de lipideos, componente esse,
fundamental na producédo de horménios esterdides tipicos do periodo reprodutivo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). No citoplasma de células epiteliais do ovario
encontram-se também figuras mielinicas, provavelmente reflexo de degeneracgéao e
reciclagem de material da prépria célula.

O ltmen do ovario é ramificado, assim como observado em fémeas da
aranha Nephila clavata (Nephilidae) que, logo ao se tornarem adultas, iniciam o
desenvolvimento dos ovdcitos (KONDO et al., 1993). Nele é observado em todas
as fases analisadas secrecao basofila, que apresenta forte reagéo positiva para o
azul de toluidina acida e ao PAS. Porém, em A. longipes, essa secrecao que esta
no apice das células ora cora-se pela hematoxilina ora pela eosina. Como
mencionado por Kondo et al. (1993), a secre¢do no lumen provavelmente tenha
finalidade de prender a massa de ovos apds a oviposicdo. Em pseudoescorpides
ocorre diminuicdo no tamanho do epitélio tdo logo esse material € secretado
(VACHON, 1938).

Assim que tem inicio o desenvolvimento dos ovocitos em A. longipes, nota-
se o pedicelo, o qual é originado das células epiteliais. Tais estruturas apresentam
células alongadas com nudcleos redondos e assim como todo o epitélio é
circundado pela lamina basal, que é marcada positivamente pela técnica do
picrosirius red e pelo PAS, indicando a presenca de glicoproteinas. O pedicelo
pode ter algum tipo de participacdo na sintese de elementos para os ovécitos
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(sintese exdgena), pois vesiculas transportadas para o ovocito sdo observadas na
regiao de contato entre este e o pedicelo como também a presenca de inUmeras
microvilosidades do ovécito em direcao as células do pedicelo vistos com a
utilizacdo de MET. Ultra-estruturalmente o pedicelo, o qual da sustentacdo ao
ovocito na parte externa do ovario, € formada de células ditas funiculares, pois se
assemelham a funis, com citoplasma menos eletrondenso se comparados as
células do epitélio, devido a menor densidade de organelas. Sao observadas
apenas mitocondrias e inUmeras interdigitacées entre as células, demonstrando o
seu papel de sustentar o ovoécito no exterior do ovario. Os nucleos dessas células
contém pouco material cromatinico, refletindo a baixa atividade destas.
Caracteristicas muito semelhantes foram observadas em ovarios de aranha
Antrodiaetus unicolor (MICHALIK et al., 2005).

Abaixo da ladmina basal estd presente a musculatura, relacionada
principalmente aos movimentos de contragdo que ocorrem na oviposicao.
Também circundando o ovario esta presente o tecido amorfo e acelular, assim
como a tunica propria, que é permeavel a vitelogenina e outras proteinas da
hemolinfa, as quais sao incorporadas ao ovécito durante o processo de
vitelogénese (SONENSHINE, 1991).

Os ovécitos, assim que iniciam a ovogénese, comecam a acumular
granulos acidofilos em seu citoplasma (KONDO et al., 1993). Curiosamente,
ovocitos nos diferentes estagios do desenvolvimento podem estar presentes em
qualquer uma das fases reprodutivas das fémeas de A. longipes. Assim podemos
afirmar que o ovario desses animais nao tem um padrdao regular de
desenvolvimento dos ovdcitos, ou seja, a ovogénese € um processo dinamico e
continuo durante diferentes estagios do desenvolvimento. A presenca de ovécitos
em estagios iniciais de desenvolvimento, inclusive ovogbnias, sdo vistos em maior
quantidade na fase em que as fémeas ndo apresentam ovos maduros. Ja os
ovécitos em reabsorcao sao abundantes no final do ciclo reprodutivo, na fase em

que a fémea esta cuidando da prole.
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Embora as andlises ultra-estruturais fornecam dados bastante refinados a
respeito das caracteristicas celulares, como aqui observado nas células do
ventriculo, o mesmo nao se aplica para o estudo da dindmica do desenvolvimento
de ovécitos. Isto porque devido a amplitude de tais estruturas nao é possivel
observar toda a extensao do ovario.

Os estagios do desenvolvimento dos ovdcitos foram analisados com
referéncia nos trabalhos de Balashov (1963) e Denardi et al. (2004), uma vez que
se observam muitas semelhancas entre esses processos em opilibes e em
carrapatos.

Os ovécitos encontrados em A. longipes, que podem ser classificados no
estagio | conforme Balashov (1963) e Denardi et al. (2004) para carrapatos sao
pequenos e arredondados, o citoplasma € homogéneo com o nlcleo ou vesicula
germinativa com contorno irregular e granulos e um grande nucléolo. Nessa fase
os ovdcitos sao fortemente marcados pela reacao de azul de toluidina 4cida sendo
tal marcacéao devido a grande quantidade de RNA em seu citoplasma.

No estagio Il de desenvolvimento os ovécitos sao vistos maiores que os
anteriores, sdo redondos, 0 nucleo ainda é observado e o citoplasma apresenta
finas granulagées, marcando o inicio da incorporacao do vitelo (BALASHOV, 1963;
DENARDI et al., 2004). Os ovécitos Il de A. longipes apresentam as
caracteristicas descritas acima e tém suas granulagdes marcadas com o PAS e
mais fracamente marcadas com as técnicas para proteinas totais.

Como ja descrito por Balashov (1963) e Denardi et al. (2004) para
carrapatos, os ovocitos de A. longipes no estagio Il tém o citoplasma com
granulacées maiores que o estagio Il, o ndcleo e nucléolo nem sempre sao
visiveis e ja apresentam as caracteristicas do cério e os mesmos tipos de
marcacgdes histoquimicas, assim como também acontece no estagio seguinte. No
estagio IV as granulacdes sao maiores, 0 corio ja esta formado e o nucleo
raramente é observado.

Em A. longipes os ovocitos no estagio V sdo ainda maiores, as granulacoes

ocupam todo citoplasma, podem ser evidenciadas diferentes camadas no cério,
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atingindo assim o grau maximo de desenvolvimento, conforme observado em
carrapatos (BALASHOV, 1963; DENARDI et al., 2004). Esta fase € dificilmente
observada, pois logo que se tornam maduros ocorre a ovulagao e entdo passam
para o oviduto (BALASHOV, 1963).

Com a MEV também foi possivel identificar em ovocitos um tipo de cicatriz
que percorre a parede externa deste. Tal cicatriz provavelmente, seja impressao
do sistema traqueal sob as células foliculares.

No inicio da ovogénese foi observado ovécito em estagio inicial de
desenvolvimento com dois nucleos. Um com caracteristica da vesicula
germinativa, presente em quase todos os estagios, e outro nucleo se assemelha a
nucleos acessérios em insetos. Nesta fase da ovogénese, a sintese protéica é
intensa, podendo entdo estes nucleos auxiliarem no suprimento dos metabdlitos
necessarios para o desenvolvimento do ovocito. Os nucleos acessoérios séo
envoltos por membranas idénticas as da vesicula germinativa, ou seja, ao
envoltério nuclear e com freqiéncia contém granulos eletrondensos, RNA
positivos (CRUZ-LANDIM, 2002). Estes nucleos originam-se do brotamento da
vesicula germinativa de ovdcitos jovens e sdo rapidamente transportados para a
periferia do ovécito onde segundo Hopkins (1964) e Bilinski (1991a) crescem e se
multiplicam. Alguns autores os consideram, o nucleo acessorio, como precursores
do vitelo (HOPKINS, 1964) justamente por aparecerem e serem mais visiveis
precedendo sua deposi¢éo no ovécito.

A retracdo que ocorre no ovario, da fase de fémeas sem ovos maduros
para a fase onde esta cuida da prole, foi constatada com a microscopia de luz e
pode ser observada com o estreitamento parcial do Iumen. Isto entdo se
assemelha a um canal nas fémeas na fase de ovos maduros, porém na regiao
onde se observa ovdcito, o lumen permanece amplo. Em fémeas que ndo mais se
encontram no periodo reprodutivo e tem cuidados com a prole, observam-se ao
longo do ovario, ovocitos em praticamente todos os estagios de desenvolvimento.
Esta diferenca de desenvolvimento de ovdcitos mostra que a ovogénese € um
processo dindmico e continuo, onde a deposi¢ao do vitelo ocorre o todo o tempo
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da vida reprodutiva da fémea. Especificamente na fase de cuidados com a prole,
quando o periodo reprodutivo se finalizou, os ovAcitos presentes no ovario indicam
que a deposicao de vitelo esta ocorrendo. Os resultados da MEV detectaram
muitos ovocitos em degeneracdo, sendo encontrados no estagio de reabsorcao
formando entdo, os corpos atrésicos. Esta reabsor¢do vem ao encontro as
necessidades nutricionais e energéticas, dada a deficiéncia de alimento na fase de
cuidados com a prole, pois o jejum ja se estende por longo periodo. Para
Acutisoma longipes este periodo pode durar cerca de um més apds a postura
(MACHADO; OLIVEIRA, 1998).

O processo de reabsorcao de ovocitos bem formados em insetos pode ser
induzido por uma série de fatores de ordem fisiolégica, ecoldgica e
comportamental. Como por exemplo, temos a escassez de alimento para a fémea
ou para a futura cria, deficiéncia no alimento de alguns nutrientes necessarios
para o amadurecimento dos ovdcitos, virgindade da fémea ou auséncia de
machos para acasalamento, falta de local apropriado para postura, ou pressao
social (LUSIS, 1963; BELL; BOHN, 1975).

Nas fémeas empenhadas no cuidado da prole, a analise ultra-estrutural
permitiu constatar a presenca de areas vacuolizadas no citoplasma das células do
ovario, caracteristica esta que indica a presenca de degeneracao como relatado
por Silva de Moraes, Bowen (2000) para abelhas.

Ap6s a analise tanto do ventriculo como, e principalmente, do ovario,
observa-se a grande necessidade de pesquisas no assunto, para que possam ser
feitas afirmacdes mais concretas, que ndo divaguem para taxons as vezes tao

longe do estudado.
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8. CONCLUSOES

O presente trabalho contribuiu para maior conhecimento a respeito da
biologia digestiva e reprodutiva em opilides usando as técnicas histoquimicas e
ultra-estruturais.

Dos resultados apresentados sobre o ventriculo e o ovario das fémeas da
espécie Acutisoma (=Goniosoma) longipes em diferentes fases do ciclo
reprodutivo (fémeas sem ovos maduros, fémeas com ovos maduros e fémeas

cuidando da prole) pode-se concluir que:

1- As células do epitélio ventricular podem ser classificadas como digestivas,
secretoras, excretoras e generativas, sendo as excretoras menos abundantes na
fase de fémea cuidando da prole, na qual é intensa a reabsorcdo de material

digerido, dada a escassez de nutrientes na fase;

2- No ventriculo, grande parte do material remanescente da digestao sofre
reabsorcdo, uma vez que o alimento é escasso na fase de jejum do ciclo

reprodutivo da fémea;

3- Em fémeas cuidando da prole o ventriculo sofre retragdo, devido a reducao na
altura do epitélio, quando comparado ao ventriculo de fémeas no inicio do periodo

reprodutivo;

4- Nas células do epitélio ventricular os esferocristais encontrados caracterizam as

células excretoras;

5- O corpo gorduroso dos individuos aqui estudados tem fungdo semelhante a do
corpo gorduroso dos insetos. Tal tecido estoca compostos que irdo suprimir a

demanda energética requerida, principalmente no periodo do jejum das fémeas;
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6- No tecido intermediario o principal composto de reserva observado € o lipideo,
sendo o glicogénio também acumulado apenas no periodo que antecede o jejum
das fémeas;

7- Assim como ocorre com o0 ventriculo, o ovario das fémeas também sofre

retracao na fase em que estas estdo cuidando da prole;

8- A ovogénese é um processo dindmico e continuo em todos os estagios

estudados da espécie;

9- A presenca de ovocitos em processo de reabsorcdo ocorre para suprir as

necessidades de nutrientes exigida durante a ovogénese;
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Apéndice 1 177

TECNICA DO AZUL DE TOLUIDINA (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983
I- Solucoes

- Azul de toluidina aquosa 0.5%, pH 3.5.
- HCI 0.1 N (para correcéao do pH).

ll- Técnica

1- Hidratar os cortes por 1 minuto.

2- Corar com a solugéo corante previamente agquecida a 60°C por 1
hora em estufa a 60°C.

3- Lavar em agua destilada.

4- Imergir os cortes por 30 segundos em solucao aquosa a 1% de
molibdato da so6dio.

5- Passar os cortes rapidamente em alcool 70%.

6- Deixar secar e montar em resina.
lll- Resultado

As estruturas acidas (RNA, DNA e polissacarideos acidos) coram-se

em azul.



Apéndice 1 178

TECNICA DO PAS (PERIODIC ACID SCHIFF) (McMANUS, 1946)

I- Solucoes

- Acido periédico solucdo aquosa a 1%.

- Reagente de Schiff - 1g de fucsina basica em 200 mL de agua
destilada. Levar & fervura e deixar esfriar até 50°C. Filtrar. Adicionar 1g de
metabissulfito de potassio ou sédio, dissolve e depois acrescentar 20 mL de acido

cloridrico 1N.
ll- Técnica

1- Hidratar os cortes.

2- Transferir os cortes para a solugdo de acido periédico durante 5
minutos.

3- Lavar em agua destilada.

4- Colocar no reagente de Schiff por 15 minutos.

5- Lavar em agua corrente.

6- Lavar.

7- Contra-coloracao com verde de metila por 20 segundos.

8- Lavar em agua corrente.

9- Deixar secar e montar em resina.
llI- Resultado

Glicoconjugados contendo grupamentos 1-2 glicol coram-se

intensamente em vermelho magenta.



Apéndice 1

AZUL DE BROMOFENOL (PEARSE, 1960)
I- Solucoes
Solucéo corante:
- 0,05% de azul de Bromofenol,
1% de bicloreto de Mercurio,
2% de acido acético aquosa.

ll- Técnica

1- Corar com azul de bromofenol por 1hora.

2- Lavar por 5 minutos em solug&o de 4cido acético 0.5%.

3- Lavar em agua corrente até os cortes tornarem-se azuis.

4- Deixar secar.

5- Montar em balsamo do Canada, entelan ou permount.

Ill- Resultado

Proteinas coradas em azul.
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COLORACAO SIMULTANEA PAS-AZUL DE BROMOFENOL (COELHO, 1989)

I- Solucoes

- Acido periédico a 1%.

- Reagente de Schiff.

- Azul de bromofenol.

- Hematoxilina de Erlichs (Opcional).

- Solugéo tampé&o Holmes pH 7.8 a 8.0.
II- Técnica

1- Passar os cortes em &cido periddico 1% por 10 a 15 minutos.
2- Deixar em agua corrente durante 5 minutos.

3- Tratar em reagente de Schiff por 10 minutos.

4- Lavar em agua corrente por 5 a 10 minutos.

5- Corar com azul de bromofenol por 15 minutos.

6- Deixar durante 20 minutos em acido acético 0.5%.

7- Deixar em agua corrente durante 3 minutos.

8- Tratar vinte minutos em hematoxilina de Erlichs (Opcional).
9- Passar duas vezes em solucao tampao Holmes pH 7.8 a 8.0.

10- Deixar secar e montar.

lll- Resultado

Glicoconjugados neutros com agrupamento 1-2 glicol coram-se em

magenta e proteinas em azul.



Apéndice 1

XYLIDINE PONCEAU pH 2.5 (MELLO; VIDAL, 1980)

I- Solucoes

Solucéo corante:
0.1 g de xylidine ponceau.
100 mL de acido acético (2%), pH 2.5.

ll- Técnica

1- Hidratar os cortes com agua destilada por 1 minuto.
2- Corar com xylidine ponceau por 15 minutos.

3- Lavar em acido acético a 2% por 30 minutos.

4- Lavar em agua destilada.

5- Montar em balsamo do Canada, entelan ou permount.

Ill- Resultado

Proteinas totais coradas em vermelho.
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PICROSIRIUS RED (JUNQUEIRA et al., 1979)

I- Solucoes

Solucéo corante:
0.1 g de direct red 80.

100 mL de solucao aquosa saturada de acido picrico.

ll- Técnica

1- Hidratar os cortes com agua destilada por 1 minuto.

2- Corar com a solugao corante por 60 minutos na estufa a 60 °C.
3- Lavar rapidamente em agua destilada.

4- Corar com hematoxilina de Harris por 8 minutos.

4- Lavar em agua corrente por 10 minutos.

5- Montar em balsamo do Canada, entelan ou permount.

lll- Resultado

Fibras coladgenas em vermelho magenta, DNA e RNA em azul e

citoplasma de células epiteliais e musculares em r6seo ou amarelado.
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