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RESuMO
A ultraestrutura do desenvolvimento oocitiario em Serrasalmus

spilopleura (Teleostei, Characiformes, Serrasalminae), foi estudada em

gbnadas de fémeas sexualmente maduras, coletadas mensalmente de
marco de 1998 a feversiro de 1999 no reservatdrio de Jurumirim, Alto do

Rioc Paranapanema, SP.

Mos ovarios de 5. spilopleura, as oogbnias sio encontradas em

ninhos, inseridos nas lamelas ovigeras. S3o células pequenas com nicleo
grande e nucléolo Gnico. Entram em oogénese, dando origem aos odcitos
primarios iniciais que se desenvolvem progressivamente em oébcitos pré-
vitelogénicos, odcitos com alvéolos corticais em formacdo, odcitos em
vitelogénese e odcitos em vitelogénese final. No niclec dos odcitos
primarios iniciais se organizam os complexos sinaptonémicos. Terminada a
troca génica, 0s oocitos diploténicos sdo envolvidos por células pré-
foliculares, deixam o0s ninhos, e entram em crescimento primério. No
interior dos foliculos, os odcitos pré-vitelogénicos crescem em volume
devidoc ao aumento progressivo das organelas citoplasmaticas. Neles
surgem vesiculas ndo elétron-densas na regido citoplasmatica cortical e
tem inicio a formacdo da zona radiata. O envoltério folicular é constituido
por células foliculares pavimentosas, uma fina idmina basal e a teca, cujas

células sao alongadas. Entrando em crescimento secundario, os oécitos



com alvéolos corticais em formacgio apresentam estruturas vesiculares, de
conteQdo filamentoso, na regido citoplasmatica cortical, as quais fundem-
se entre si e com as vesiculas ndo elétron-densas formadas na etapa
anterior. Tais vesiculas sdo precursoras dos aivéolos corticais. A zona
radiata torna-se mais espessa. O envoltdrio folicular mantém o padric
descrito, porém, a ldmina basal se desenvolve. Nos oécitos em
vitelogénese, além dos precursores dos alvéolos corticais, surgem granulos
de contelido elétron-denso, os quais fundem-se formando os granulos de
vitelo. Nestes, a zona radiata encontra-se totalmente formada e organiza-
se em trés camadas de diferentes elétron-densidades. As células foliculares
tornam-se menos alongadas e com espacos intercelulares dilatados,
enquanto a teca e a ldmina basal mantém o padrio anterior. Nos o6citos
em vitelogénese final, os grinulos de vitelo espalham-se por todo o
citoplasma e deslocam os alvéolos corticais para a periferia da célula. A
zona radiata conserva a estrutura tripartida. As células foliculares

apresentam-se cibicas, as da teca permanecem alongadas e recobertas

por um epitélio pavimentoso.



ABSTRACT

The ultrastructure of cocyte growth in the gonads of sexually
mature Serrasaimus spilopleura (Teleostel, Characiformes, Serrasalminae)
was studied. These were collected monthily from the Jurumirim reservoir,
Alto Paranapanema River, SP, between March 1998 and February 1999,

The oogonia in 5. spifopledra are found in nests in the ovaries,
inside the ovigerous lamellae. The oogonia are small cells with large
nuclei and a single nucleclus. They enter cogenesis, giving rise to
primary oocytes, which progressively evolve into pre-vitellogenic cocytes,
oocytes with cortical alveoli formation, cocytes undergoing vitellogenesis,
and oocytes in final vitellogenesis. Synaptonemal complexes are formed
in the nucleus of early primary oocytes. At the end of crossing—over, the
dipiotenic oocytes are surrounded by pre-follicular cells, leave the nests,
and begin primary growth. The pre-viteliogenic oocytes inside the
follicles increase in volume due to the progressive increase of
cytoplasmic organelies. In these oocytes, clear vesicles appear in the
cortical cytoplasmic region, and the zona radiata begins to form. The
follicular envelope consists of squamous follicular cells, a thin basai
lamina, and the theca, which has elongated cells. The secondary growth
corresponds to the period in which the oocytes with growing cortical
alveoli show vesicular structures with a filamentous content in the cortical
cytoplasmic region. These vesicular structures fuse with each other and

with the clear vesicles. These vesicular structures are the precursors of

il



the cortical alveoli. The zona radiata becomes thicker, the follicular
envelops maintains its pattern, but the basal lamina develops. As well as
the precursors of the cortical alveoli, é%ec‘tmnwdense granules form in
cocytes undergoing vitellogenesis. These fuse and form volk granules.
The zona radiata is completely formed and arranged in three lavers of
different electron-densities. The follicular cells become less elongated,
with dilated interceliular spaces. The theca and basal lamina show the
same pattern. In the ococytes undergoing final vitellogenesis, the yolk
granules are scattered throughout the cytoplasm, displacing the growing
cortical alveoll toward cell periphery. The zona radiata maintains its
tripartite structure. The follicular cells are cubical; the theca cells are

elongated and covered with a squamous epithelium.
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Introducio

Os peixes teledsteos sdo predominantemente didicos e, na sua
maioria, a reproducdo € ciclica, ajustada aos fatores ambientais e/ou
sazonais, com as gdnadas passando por uma série de modificacdes
morfofisioldgicas ao longo do ano (NacaHaMa, 1983).

MNesses animais, o ovaric é um Orglo par, cavitdrio, de formato
alongado, situado na regifo dorsocaudal da cavidade celomatica, 3 qual se
prende através do mesovario. Suas extremidades anteriores sdo livres e
suas extremidades posteriores prolongam-se em dois curtos ovidutos, os
quais desembocam em um poro genital (nico. £ envolto por uma tinica
albuginea, formada por um epitélio pavimentoso simples (serosa) e um

tecido conjuntivo fibro~eldstico, no qual se inserem fibras musculares lisas

(TAKANO, 1968; GURAYA ef al, 1975; BRUMMETT €f a/, 1982; ISAAC-NAHUM el
al, 1983; KOYAa ef al, 1995; LAHNSTEINER ef a/, 1997). Lamelas ovigeras,
constituidas por dobras digitiformes de tecido conjuntivo, projetam-se na
cavidade ou limen ovariano (GURAYA & al., 1975; BRUMMETT ef a/, 1982;
Kova et al, 1995). Estas encontram-se revestidas por epitélio simples que
contém as células germinativas iniciais e os foliculos (Kova et a/, 1995).
Em algumas espécies o epitélio que reveste o lGmem ovariano é chbico
simples (TAKANO, 1968; LAHNSTEINER € af, 1987).

Nos ovérios, o desenvolvimento das células germinativas ocorre no
interior de foliculos, formados pelos oécitos e pelo envoltério folicular
(WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989: TviER &

SUMPTER, 1996).



Introdugio

As etapas desse desenvolvimento sdo classificadas de diferentes
maneiras, em relagdo as alteracbes da morfologia oocitaria (WALLACE &
SELMAN, 1981, NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983; CHAVES & VAZZOLER, 1984;
GuURAYA, 1986, BEGOVAC & WALLACE, 1 988; SELMAN & WALLACE, 1089 MAKEYEVA &
YEMEL'YANOVA, 1989; Bazzou & Rizzo, 1990; WEsT, 1990; Rizzo & Bazzons,
1993; Bazzou et al, 1996; TYLER & SUMPTER, 1996). Fsse tipo de classificacdo
é atil para o entendimento dos eventos celulares que ocorrem durante a
oogénese e © crescimento oocitirio, e servem como base para
experimentos e comparacdes sobre a biologia da reproducdo das varias
especies de peixes (BEGOVAC & WALLACE, 1988). A nomenclatura dessa
classificacdo nao € uniforme e diferentes denominacdes tém sido utilizadas
para o mesmo tipo de odcito, tais como:

*  Odcito Primario Inicial, Odcito Primario (DE VLAMING, 1983; SELMAN

& WALLACE, 1989), Obcito Jovem (BAzzou & Rizzo, 1990: Rizzo &
Bazzou, 1993), Odcito Cromatina-nuciéolo ou Cromatina
Nucleolar (WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; DE VIAMING,
1983; CHAVES & VAZZOLER, 1984 WEST, 1990);

* QObcito Pré-vitelogénico (BAzzou & Rizzo, 1990; Rizzo & BAZZOU,
1993} , Odcito Perinucleolar (WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA,
1983; DE VLAMING, 1983; CHAVES & VAZZOLER, 1984; WEST, 1990},

®  (6cito com Alvéolos Corticais em Formacdo (WALLACE & SELMAN,
1981; DE VIAMING, 1983; WEST, 1990), Odcito Alvéclo Cortical

(SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER, 1996);
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« Oobcito em Vitelogénese (SELMAN & WALLACE, 1989; WEST, 1990:
TYLER & SUMPTER, 1996), Obcito com Glébulos de Vitelo (Bazzou &
Rizzo, 1990);
e (Qocito em Vitelogénese Final, Odcito em Maturacdo (SELMAN &
WALLACE, 1989, WEST, 1990, Tvier & SUMPTER, 1996).
A origem das células germinativas dos teleésteos tem sido proposta
como: do epitélio do limen (BuLLOUGH, 1942; TYLER & SUMPTER, 1996) ou
epitélio germinativo do ovario (SELMAN & WALLACE, 1989); e do tecido

conjuntivo do estroma, abaixo do epitélioc germinal (BrummMeTT ef 2/, 1982)

ou daquele que envolve o epitélio germinativo do ovario (SELMAN & WALLACE,

1989). Em fundulus heteroclitus, Fundulidae parecem ter origem tanto do

tecido epiteiial guanto mesenquimal (SELMAN & WALLACE, 1989). Em
Syngnathus scovelli, Syngnanthidae, a origem é tida apenas como do
epitélio germinativo do ovario (SELMAN & WALLACE, 1989). J4 a origem das
células pré-foiiculares ¢ tida como sendo tanto mesenquimal, guanto
epitelial (SELMAN & WALLACE, 1989),

Qualquer que seja a origem exata das células germinativas, em todos
os vertebrados estas sdo derivadas de células germinativas primordiais que
nao se dividiram durante os primeiros estigios da embriogénese. Na
maioria desses animais ocorre um numerc de oogénias que é espécie-
especifico, pré-definido nos ovarios dos embrides ou larvas. Entretanto,
nos peixes teledsteos e anfibios, a capacidade mitética das oogdnias

persiste no ovario do adulto, e a producio de odcitos mantém-se ao longo



de toda a vida do animal (TYLER & SUMPTER, 1996).

As células germinativas iniciais (cogbnias e odcitos primarios) sio
encontradas em grupos, associadas is células somaticas pré-foliculares,
formandeo verdadeiros ninhos nas lamelas ovigeras (BRUSLE,1980; SELMAN &
WaLLACE, 1989; WEST, 1990).

As descricbes das oogdnias nas vérias espécies de teledstens
estudadas as apontam como as menores células da linhagem germinativa
feminina (DE VLAMING, 1983; CHAVES & VAZZOLER, 1984, MAKEYEVA &
YEMEL'YANOVA, 1989; SELMAN & WALLACE, 1989; Bazzou & Rizzo, 1990 Rizzo &
BazzoLl, 1993; TYLER & SUMPTER, 1996).

Estas, nas espécies estudadas, sdo células de formato oval a
arredondado (BRUSLE, 1980; MAKEYEVA & YEMEL’YANOVA, 1989; FLORES & BURNS,
1993}, com citoplasma escasso, sistema de endomembranas pDOUCO
desenvolvido (YAMAMOTO, 1964; BRUSLE, 1980; FLORES & BURNS, 1993),
mitocondrias, arredondadas ou ovaladas, em gquantidades variadas,
associadas ou ndo a “nuages” (YAMAMOTO, 1964; BRUSLE, 1980 MAKEYEVA &
YEMEL'YANOVA, 1989; FLORES & BURNS, 1993). Tém nicleo grande, contém de
um (YAMAMOTO, 1964; ANDERSON, 1968; BRUSLE, 1980: MAKEYEVA &
YEMEL'YANOVA, 1989; FLORES & BURNS, 1993; Rizzo & Bazzou, 1993) a dois
nuciéolos (ANDERSON, 1968; BRUSLE, 1980: MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1989:;
FLORES & BURNS, 1993), cromatina com diferentes padrées de compactacao
(YAMAMOTO, 1964; ANDERSON, 1968; BRUSLE, 1980: MAKEYEVA & YEMEL YANOVA,

1989; FLORES & BURNS, 1993; Rizz0 & Bazzou, 1993) e envoltdrio nuclear com
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grande guantidade de poros (YAMAMOTO, 1964; FLORES & BURNS, 1693).

Nos ninhos as oogdnias multiplicam-se por mitose e entram em
meiose dando  origem  aos  odcitos  primarios. §5$e periodo do
desenvolvimento das células germinativas femininas é denominado
OOGENESE (WALLACE & SELMAN, 19871; NAcaHAMA, 1983; DE ViaMinG, 1983
SELMAN & WALLACE, 1989; TviEr & SUMPTER, 1996). Entende-se por odcitos
primarios iniciais aqueles gue encontram-se nas primeiras etapas da
profase | (BEGOVAC & WALLACE, 1988; SELMAN & WALLACE, 1989).

Durante a préfase |, no nicleo dos oécitos os cromossomos
homélogos iniciam o processo de condensacdo e pareamento, mediado
pela formacdo dos complexos sinaptonémicos (leptdteno, zigéteno). Os
obcitos primarios, pré-leptoténicos e leptoténicos, sdo células peguenas,
com citoplasma escasso, nicleo centralizado e nucléolo tnico (WesT, 1990).
Em zigdteno e paquiteno apresentam nicleo menos elétron-denso do que
o das cogodnias, e no zigdteno ainda possuem nucléolo. Os complexos
sinapton@micos sdc mais curtos e em formacdo no zigéteno, mais
alongados e completos no paguiteno (BEGOVAC & WALLACE, 1988). Os pares
homologos encurtam, espessam e efetuam a troca génica (paquiteno). Os
complexos sinaptonémicos deixam de existir, e 0s cromossomos
homdlogos tornam-se plumulados (dipléteno) (BEGOVAC & WALLACE, 1988).

No citoplasma dos odcitos primdrios iniciais as organelas aumentam
em nomero e localizam-se em agregados juxtanucleares {BEGOVAC &

WALLACE, 1988). Os odcitos primdrios iniciais, em dipléteno, etapa na qual
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permanecem até o final da maturacdo, sio individualmente envoltos por
uma camada de células somaticas pavimentosas, as células pré-foliculares,
formando os foliculos primordiais (DE VIAMING, 1983; WALLACE & SELMAN,
1981; SeemanN & WALLACE, 1989; WEST, 1990).

No interior dos foliculos tem inicio o CRESCIMENTO PRIMARIO DOS OGCITOS,
As caracteristicas nucieares nessa fase permitem sua classificacio em dois
estagios sequenciais, que recebem diferentes denominacdes: de cromatina
nucleolar e perinucleolar (WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; SELMAN
& WaLLACE, 1989, WEST, 1990); ou estigio Il a e estdgio Il b (BEGOVAC &
WaLlaCE, 1988); ou ainda oécito jovem ou primério e pré-vitelogénico
(Bazzou & Rizz0, 1990; Rizzo & Bazzon, 1993). Os oécitos primarios iniciais
ndo sdo detectados com facilidade, de forma que alguns autores nioc os
diferenciam daqueles denominados perinucleolares (DE VLAMING, 1983), ou
em estagio 1l (ANDERSON, 1967), OU em estagioc 2 (YAMAMOTO, 1964 BRUSLE,
1980), ou primarios (TYLER & SUMPTER, 1996) ou basofilos do estoque de
reserva (CHAVES & VAZZOLER, 1984).

Na fase de CRESCIMENTC PRIMARIO, na qual odcitos passam a ser
denominados perinucleolar (WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983:
SELMAN & WALLACE, 1989; WEST, 1990) ou pré-vitelogénicos (Bazzou & Rizzo,
1990; Rizzo & Bazzou, 1993), ocorre um aumento significativo do voiume
ococitario e diminuicao acentésada da relagdo nucleo-citoplasma (WALLACE &
SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983). Nesse estigio, surgem

multiplos nucléolos na regido periférica do nicleo (YamaMOTO, 1964;
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DROLLER & ROTH, 1966; ANDERSON, 1968; BEaMS & KrssEL, 1973: SHACKLEY &
KING, 1977, CRUZ-LANDIN & CRUZ-HOFUING, 1979; BRUSLE, 1980: BARBIER! &
BARBIER!, 1985; LOPES ef al, 1987; MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1989 BAZZOU &
Rizzo, 1990). Os cromossomos plumulados tornam-se mais visiveis
{(NAaGarama, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989), indicando a intensa atividade
de transcricdo de RNA heterogéneo nuclear em adicdo ao RNA ribossomal,
promovida pelos multiplos nuciéolos (SELMAN & WALLACE, 1989). O envelope
ou envoltéric nuclear contém grande guantidade de poros que dio
passagem a material elétron-denso, o qual se acumula no citoplasma
perinuciear, formando as “nuages” (YaMaMOTO, 1964; DROLLER & ROTH, 1966;
ANDERSON, 1968, BEGOVAC & WALLACE, 1988; Beams & KESser, 1973; Cruz-
LAaNDIM & CRUZ-HOFLING, 1979; BRUSLE, 1980; WALLACE & SELMAN, 1981;
NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989). As “nuages”
sdo estruturas comuns as células germinativas iniciais, tanto femininas
como masculinas (EDDY, 1975), e sdo formadas principalmente por
ribonucleoproteinas (CLEROT, 1976; TOURY ef al, 1977: GURAYA, 1979).
Frequentemente associadas as “nuages”, aparecem “lamellae anulata”,
estruturas formadas por cisternas membranosas, empilhadas e dotadas de
poros, semelhantes aos poros nucleares. Assim como as “nuages”, as
“lamellae anulata” sdo estruturas comuns as células germinativas femininas
e masculinas, e parecem estar associadas a mobilizacdo de RNAs de longa

duracdo (KesseL, 1981; KesseL ef a/., 1984).

Qutra caracteristica dessa fase é a formacdo do ntcleo de vitelo,
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também denominado de corpusculo de Balbiani (HuBBARD, 1894 apud

SELMAN & WALLACE, 1989). Muitos autores descrevem o corplsculo de
Balbiani como sendo um acGmulo de material granular, de afinidade
tintoria! diferenciada, na regifo citoplasmatica periférica ao nicieo (NAYYAR,
1964; YAMAMOTO, 1964; DROUER & ROTH, 1966; ANDERSON, 1968; ULRiCH,
1969; Beams E KESSEL, 1973; GuURrava, 1979; WALLACE & SELMAN, 1981: DE
VLAMING, 1983; BEGOVAC & WALLACE, 1988; CorLLo & GRiMmM, 1990; Bazzou &
CODINHO, 1995; TYLER & SUMPTER, 1996). Esse material granular, além de
RNA e proteinas, contém lipoproteinas, corpos de fosfolipideos e lipideos
(Gurava, 1979). Ultraestruturalmente, o corplsculo de Balbiani é um
complexo composto por uma populacdo heterogénea de organelas
citoplasmaticas, incluindo mitocOndrias, corpos multivesiculares, reticulo
endoplasmatico, elementos do GColgi, juntamente com material
fibrogranular (TYLER & SUMPTER, 1996). Inicialmente perinuclear, o
corpusculo de Balbiani se desioca para o citopiasma periférico, onde se
dispersa (DE VLAMING, 1983; SeLMAN & WALLACE, 1989).

SupbGe-se que essa estrutura esteja envolvida na biogénese das
organelas membranosas durante © crescimento primaric dos obécitos
(Guraya, 1986).

Nos folicuios, o0s odcitos pré-vitelogénicos encontram-se
sequencialmente envoitos por uma camada de células foliculares
pavimentosas, ldmina basal e uma camada de células oriundas do tecido

conjuntivo, as células da teca (WALLACE & SELMAN, 1987 DE VIAMING, 1983;
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GuraYa, 1986).

Concomitante ao CRESCIMENTO PRIMARIO, surge uma fina camada
acelular ao redor do odcito (ANDERSON, 1967). Essa camada, chamada zona
radiata, zona pelucida, envelope primario ou envelope vitelino coridnico
{CHAUDHRY, 1956, ANDERSON, 1968; ULRICH, 1969; AZEVEDO, 1974: WOURMS,
1976, TESORIERO, 1977; NaGAHAMA, 1983: RiEHL, 1984), continua se
desenvolvendo ao longo de todo o crescimento oocitario (TYLER & SUMPTER,
1996). Nesse periodo, a zona radiata é formada por peguenas
microvilosidades que se projetam na superficie ococitaria, bem como na
superficie das células foliculares e, entre as quais tem inicio a deposicdo de
substancia amorfa (WALLACE & SELMAN, 1981; SELMAN & WALLACE, 1989).

O CRESCIMENTO SECUNDARIO dos obcitos, ou fase de crescimento
gonadotrofina-dependente (WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; D
VLAMING, 1983; GURAYA, 1986} tem inicio com o aparecimento dos alvéolos
corticais (WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; GURAYA, 1986 SELMAN &
WaALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER, 1996), ou precursores dos alvéolos
corticais (DE VLAMING, 1983; MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1989; WEST, 1990).
Esse estagio € comumente nomeado de alvéolo cortical (SELMAN & WALLACE,
1989; TvLER & SUMPTER, 1996) ou odécitos com alvéolos corticais (Bazzou &
Rizzo, 1990; Rizzo & Bazzou, 1993)

Os alvéolos corticais sdc também denominados de: vesiculas de

vitelo (YAMAMOTO, 1964; NAGAHAMA, 1983; SELMAN ef. a/, 1988), vesiculas

corticais, viteio intravesicular ou vitelo endégeno (SELMAN & WALLACE, 1989).
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Estes sdo estruturas esféricas, em quantidade e tamanhos diferentes,
dependendo da espécie. Surgem inicialmente no citoplasma periférico do
oocito, passando a preenché-lo quase que completamente (WALLACE &
SeLman, 19871, NaGcaHama, 1983; DE VIAMING, 1983; GURAYA, 1986; SELMAN &
WaLLACE, 1989, WEST, 1990, Tvier & SUMPTER, 1996).

Apresentam membrana Gnica (YAMAMOTO, 1964 Spiman el a/, 1988;
BEGOVAC & WALLACE, 1988) e contém material de aparéncia fibrosa
(YAMAMOTO, 1964) ou flocada (ANDERSON, 1968).

Podem também possuir um nucledide elétron-denso, que ocorre em
todos ou apenas em alguns dos alvéolos corticais do mesmo oécito
(DROLLER E ROTH, 1966; ANDERSON, 1968; ULRICH, 1969; IwaMaTsy & KENO,
1978; BEGOVAC & WALLACE, 1988; Bazzou & GODINHO, 1994). O significado de
duas populacgdes dessa organela ndo esta claro, e a funcdo dos nucledides
elétron-densos ainda deve ser elucidada (WALLACE & SELMAN, 1981).

A sintese do conteudo dos alvéolos corticais, gue responde a
coloracdes especificas para proteinas e carbohidratos (WALLACE & SELMAN,
19871; NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989; WesT,
1990; TYLER & SUMPTER, 1996), parece ocorrer no interior dos odécitos, ou
seja, sdo produzidos endogénicamente e, é opinido comum que organelas
como reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi estejam en\zoévidasn
nessa sintese (ANDERSON, 1968; TESORIERO, 1980; WALLACE & SELMAN, 1981:
NAGAHAMA, 1983; DE VIAMING, 1983; SELMAN & WALIACE, 1989; TYLER &

SUMPTER, 1996).

it



Quando os odcitos atingem a maturacdo, os alvéolos corticais
colocam-se na regido periférica do citoplasma, no espaco entre a zona
radiata e a massa ou grénulos de vitelo, denominado espago perivitelinico
(WALLACE & SELMAN, 19871; KOBAYASH, 1985; SELMAN €f &/, 1988 SELMAN &
WALLACE, 1989; WesT, 1990). Essa disposico permite que, durante o
processo de fertilizacdo, o conteldo dos alvéolos corticais seja liberado,
atuando no processo de endurecimento do envelope vitelino (Tvier &
SUMPTER, 1996) e prevenindo a poliespermia (OHTA et a/, 1990: TViER &
SUMPTER, 1996).

Os alvéolos corticais ndc sdo vitelinicos, em “stricto senso”, desde
que ndo servem como material nutritivo para o embrido (WEsT, 1990).
Portanto, sua designacdo como “vesicuia de vitelo” é considerada incorreta
(SELMAN & WALLACE, 1989).

Nesse estagio, o nicleo apresenta uma membrana irregular, com
poros e com chanfraduras nas quais localizam-se os nucléolos (YAMAMOTO,
1964; ANDERSCN, 1968; LOPES e a/, 1987; BAZZOLI & Rizzo, 1990).

Outra caracteristica dos odcitos com alvéolos corticais em formacio
é a inclusdo de corpos lipidicos, que continuam nos préximos estagios da
vitelogénese (TYLER & SUMPTER, 1996). Ao microscdpio Otico os Corpos
lipidicos confundem-se com os alvéolos corticais (SELMAN & WALLACE; 1989).
A deposicdoe de lipidio nos oécitos dos diferentes teledsteos é variavel e em
algumas espécies ndo ocorre (TYLER & SUMPTER, 1996).

Nesse estdgio desenvolve-se a zona radiata propriamente dita,
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também denominada envelope vitelino, envelope priméario, cérion, zona
pellicida, membrana vitelina ou corona radiata (YAMAMOTO, 1963 DROLLER E
ROTH, 1966, AMDERSON, 1967, HIROSE, 1972; TESORIERC, 1977: LAaALE, 1980;
Lopes ef &/, 1982; 1987; BEGOVAC & WALLACE, 1988; CoTay ef al, 1988;
CRUZ-LANDIM & CRUZ-MHOFUNG, 1989; MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1G89; WEST,
1990). Para alguns autores a zona radiata possui um papel essencial na
“difusdo gasosa” (GRIERSON & NEeviie, 1981), na protecdo fisica & na
regulacdo da entrada de espermatozdides na célula germinativa feminina
(Grierson & NEVILLE, 1987 CoTtel ef 2/, 1988),

Na zona radiata, o aumento em extensio das microvilosidades é
acompanhado pela deposicdo progressiva de substincia amorfa ao redor
das mesmas. O processo resulta na formacdo de poros ou canaliculos,
pelos quais se extendem as microvilosidades (DROLLER £ ROTH, 1966;
ANDERSON, 1967; LAALE, 1980; BEGOVAC & WALLACE, 1988:; CRuz-LANDIM &
Cruz-HOFUING, 1989). Entre as microvilosidades do oécito e as das céiulas
foliculares se formam juncdes comunicantes (TOSHIMORI & Yasuzumi, 1979).
A substancia amorfa se organiza frequentemente em duas camadas, sendo,
na maioria das vezes, a externa menos elétron-densa do que a interna
(DROLLER E ROTH, 1966; ANDERSON, 1967; WOURMS, 1976; LAALE, 1980; BEGOVAC
& WaLLACE, 1988; CrRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1989),

Entende-se que a zona radiata nos teledsteos é sintetizada pelo
obcito (ANDERSON, 1567; WOURMS, 1976; TESORIERO, 1977). Porém tem sido

sugerido que a maior parte de suas proteinas seja produzida pelas células
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foliculares (BECOVAC & WALLACE;, 1989).

Os odcitos na fase de alvéolos corticais estio envoltos por uma
camada de células foliculares, 1dmina basal e uma camada de células da
teca (BeGovaC & WALLACE, 1988; Rizzo & Bazzou, 1990). Nas células
foliculares, que permanecem pavimentosas, mitocdndrias, complexo de
Golgi e reticulo endoplasmaético sdo abundantes (BECOVAC & WALLACE, 1988).

A célula micropilar diferencia-se nesse estigio entre as células
foliculares, no polo animal do odcito; e estd envolvida na formacio da
micropila (KOBAIASHI & YAMAMOTO, 1985; BEGOVAC & WALLACE, 1988; NAKASHIMA
& iwaMATSU, 1989, 1984,

A maioria dos ovos dos peixes teledsteos possui uma (nica
micrépila, que € uma depressdo, localizada na zona radiata, proxima ao
polo animal. A micrépila dirige o nicieo espermaético para a fusdo com o
nticieo do 0dcito, no momento da fertilizacio (NAKASHIMA & IWAMATSU, 1989).

Nos o06citos em desenvolvimento a célula micropilar obstrui a
depressdo na zona radiata e permanece associada ao envolitério folicular na
ovulacdo (KOBAYASHI & YAMAMOTO, 1985).

A proxima etapa do CRESCIMENTO SECUNDARIO dos oécitos é denominada
vitelogénese. Nessa fase os o0o6citos aumentam em volume devido ao
acimulo de viteio (WALLACE & SeLMAN, 1987; NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING,
1983; SELMAN & WALLACE, 1989; WEST, 1990; TYLER & SUMPTER, 1996).

O acdmulo de vitelo estd relacionado principalmente com a

pinocitose de proteinas extra ovarianas, que sio processadas e embaladas
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no interior dos ooécitos (TYLER & SUMPTER, 1996).

No processo de vitelogénese, a vitelogenina (precursora da proteina
vitelinica) sintetizada e secretada pelo figado, sob efeitc de estrégeno
circulante, é entregue via circulacio na superficie dos obcitos em
crescimento, capturada por endocitose mediada por receptores,
transiocada para o citoplasma; quebrada por protedlise em lipovitelina e
fosfovitina (as subunidades polipeptidicas das proteinas vitelinicas) e
utilizada na formacdo dos granulos de vitelo (WALLACE, 1985).

Os dltimos sdo granulos elétron-densos, limitados por membrana
resultantes da fusdo de vesiculas cobertas menores, que aparecem
inicialmente no citoplasma periférico (YAMAMOTO, 1964: DROLLER & ROTH,
1966; ANDERSON, 1968; ULRICH, 1969; BEGOVAC & WALLACE, 1988). Essas
vesiculas menores sao decorrentes do sequestro de material na superficie
oocitaria, via micropinocitose (DROLLER & ROTH, 1966; ANDERSON, 1968;
ANDERSON, 1968, ULRICH, 1969; BEGOVAC & WALLACE, 1988). Os granulos de
vitelo migram centriptamente, ocupam todo o citoplasma (NAGAHAMA, 1983;
DE VLAMING, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989) e, consequentemente, deslocam
os alvéolos corticais para o espago perivitelinico (BEGOVAC & WALLACE, 1988).
Esses granulos podem manter sua integridade durante todo o crescimento
oocitédrio, ou podem fundir-se em uma massa continua, ¢ que ocorre
principalmente nos o6citos maduros das espécies marinhas (WEsT, 1990).

A formacgdo do vitelo nos teledsteos é tida como heterossintética

(exégena.) {DE VLAMING, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989: TYLER & SUMPTER,
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1996). No entanto, uma contribui¢do aufossintética (endbgena) tem sido
considerada (ANDERSON, 1968; NAGAHAMA, 1983),

O comportamento das organelas citoplasmaéticas nesse estigio de
matura¢do, tem sido pouco observado. As descricbes existentes apontam a
presenca de grande quantidade de mitocfndrias, is vezes contendo
granulos densos, reticulo endoplasmatico granular disperso no citoplasma
e complexo de Golgi (DROLLER & ROTH, 1966; ANDERSON, 1968). Sugere~-se a
participagdoe desse Gitimo na formacgdo dos grinuios de vitelo (ANDERSON,
1968).

O nicleo dos oocitos em vitelogénese torna-se menos volumoso em
relacdo ao citoplasma total e de formato irregular (YAMAMOTO, 1964). Pode
estar jocalizado na regido central do o6cito e conter nucléolos periféricos
(Lopes et al, 1987), ou pode estar migrando para ¢ polo animal, e portanto,
ser excéntrico e conter nucléolos peguenos e irregulares, sendo alguns
vacuolizados (Rizzo & BAazzowi, 1993).

Nesse estagio, a zona radiata sofre um espessamento consideravel,
devido a um novo alongamento das microvilosidades e 3 deposicio de
substincia amorfa (YAMAMOTO, 1964; ANDERSON, 1967; LAALE, 1980: ABRAHAM
et al., 1984; Cruz-LanDiM & CrUZ-HOFUNG, 1989). No final da vitelogénese
asta completamente formada (ANDERSON, 1967).

As células foliculares aumentam em nimero, tornam-se cilindricas

ou cibicas (LOPES €t 2/, 1987), e apresentam sistema de endomembranas

desenvolvido, muitos ribossomos livres, e inlimeras mitocdndrias (WOURMS,
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1976; BEGOVAC & WALLACE, 1988; Cruz~-LanDiM & Cruz-HOFLING, T989).

O estagio final do CRESCIMENTO SECUNDARIO é denominado de odcito em
maturagdo, e <caracteriza-se pela retomada do processo meidtico
(NaGaHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989; WrsT, 1990).
Nesses o6citos o nlcleo migra para a periferia do oécito e o envoltério
nuclear fragmenta-se; os cromossomos condensam e avancam para a
metafase da primeira meiose; segue-se a eliminacdo do primeiro
corpusculo poiar, completando-se a primeira meiose; e por fim, os
Cromossomos remanescentes avancam para a metafase da segunda
meiose, onde permanecem (SELMAN & WALLACE, 1989).

Nos teledsteos, como em outros vertebrados, assim que 0s odcitos
atingem a metafase da segunda meiose, tornam-se maduros e prontos
para a fertilizagdo, podendo agora ser chamados de ovos (SELMAN &
WALLACE,1989).

Os ovarios desses animais produzem uma série de horménios
esterbides (GURAYA, 1986). Nessa producdo participam as células foliculares
e as células esteroidogénicas propriamente ditas (KAGAwa ef @/, 1982). As
células estercidogénicas estdo presentes nas gdnadas ja nos estigios
iniciais da diferenciacdo (NAKAMURA & NAGAHAMA, 1985, 1993 NAKAMURA €f

al,, 1993) e localizam-se entre as células da teca nos odcitos em

desenvolvimento (NICHOLLS & MAPLE, 1972; NAKAMURA & NAGAHAMA, 1993).
As células produtoras de esterdides encontram-se agrupadas,

préximas a vasos sangiliinecs e apresentam inGmeras mitocdndrias com
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cristas tubulares, reticulo endoplasmatico liso muito desenvolvido e
ribossomos livres (NAKAMURA & NAGAHAMA, 1985, 1993: Nakamura ef a/,
1993).

Oécitos ndo aptos a serem eliminados, devido a falhas no processo
de desenvolvimento, entram em atresia. Os foliculos atrésicos sdo
estruturas compactas ¢ bem vascularizadas. Neles, as células do epitélio
folicular e possiveimente as da teca sofrem hipertrofia, invadem o oécito e
absorvem seus componentes (NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983; Tvier &
SUMPTER, 1996).

Muito do que se conhece do desenvolvimento oocitirio nos
teledsteos, deve-se a trabalhos morfolégicos. Estes tém contribuide para
elucidar questbes importantes sobre a biologia da reproducdo desses
animais. No entanto, as informacfes sobre o desenvolvimento das suas
células germinativas femininas sdo oriundas de um ndmero pequenc de
espécies, considerando que vivem no ambiente aquético marinho e de agua
doce cerca de 20.000 espécies desses animais (TYLER & SUMPTER, 1996). Das
cerca de 8.000 espécies neotropicais de 4gua doce, 1.300 sio
Characiformes (VAR & MALABARBA, 1998).

Na Ameérica do Sul, espécies dessa ordem e, principalmente aquelas
da familia Characidae, sustentam as principais pescarias de aguas
continentais e apresentam taticas reprodutivas diversificadas (VAZZOLER &
MENEZES, 1992).

Os Characidae da subfamilia Serrasalminae constituem um grupo de

18



introducio

peixes piscivoros, ndc migradores, de periodo reprodutive longo e

coincidente com a estacdo chuvosa (RODRIGUES ef al, 1978; LeAo et a/,
1991, VAZZOLER & MENEZES, 1992; FERREIRA €f al, 1996), gue adaptam-se
bem aos ambientes 1&nticos (MYERS, 1949) e sio comuns nos reservatérios
brasileiros (CARVALHO €f @/, 1998). Compreendem os géneros Serrasalmus,
Pygocentrus, Pristobrvcon e Pygopristis {(MACHADO-ALLISON, 1983). Nesses
géneros as espécies mais agressivas sdo conhecidas como piranhas, e as
menos agressivas como pirambebas (Braca, 1976).

As pirambebas dos reservatérios podem apresentar reproducio
continua, ndoc sazonal e desenvolvimento oocitdrio assincrénico com
desovas em multiplas parcelas (LaMas & GODINHO, 1996; FuiHARA, 1997:
TELES & GODINHO, 1997).

As peculiaridades da biologia reprodutiva desses animais o tornam
um modelo bioldgico em potencial para os estudos sobre a morfofisiologia
das glnadas.

Nesse sentido, e numa contribuicio ao conhecimento dos

mecanismos reprodutivos desses animais, estudou-se a cinética

ultraestrutural do desenvolvimento oocitario da pirambeba, S. spilopleura,
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b

MATERIAL

LocAaL DE CAPTURA E TRIAGEM DO MATERIAL

A captura dos espécimes de S5 spiopleura foi realizada no

reservatorio de Jurumirim, Alto do Rio Paranapanema, SP (23°31°107S-
48°42°35"W).

O periodo de coletas estendeu-se de marco de 1998 a fevereiro de
1999, com periodicidade mensal.

Os espécimes de pirambebas foram capturados com redes de espera
simples, de diferentes malhas (de 1,5 a 7,0 c¢m entre nés adjacentes) e
alturas (de 1,0 a 2,0 mj, as quais permaneceram expostas sempre nos
mesmos pontos de coleta, por cerca de 18 horas, sendo colocadas a tarde
(14 horas}, e recolhidas ac amanhecer (8 horas).

As gbnadas foram obtidas dos peixes retirados com vida das redes,
anestesiados e dissecados no campo, numa média de 5 exemplares por

coleta.
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METODOS

Fixacdo Geral

Os ovarios de 5. spilopleura foram seccionados e fixados em solucdo

de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampio fosfato Sorensen 0,1
M, pH 7.3, onde permaneceram por no minimo 24 horas.

Analise Ultraestrutural

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAQD

Os fragmentos de ovario assim fixados, foram submetidos ao
protocolo descrito a seguir:

&

Lavagem em tampaéo fosfato 0,1M, pH 7.3;

Pos-fixacdo em tetréxido de ésmio 1% no mesmo tampao, no

escuro (2h);

Lavagem em agua destilada (3x de 5 min.);

Contrastacdo em bloco com acetato de uranila 0,5% em solucdo
aquosa (2h);

Desidratacdo em série crescente de concentracdes de acetona;

Embebicdo em mistura 1:1 de resina (Araidite®) e acetona 100%
(12h);

Embebicdo em resina na estufa & 37°C (1h);

inclusdo em resina e polimerizacio em estufa a 60°C (72h).

Conforme os procedimentos de rotina no processamento de material

para Microcopia Eletrdnica de Transmissio, foram feitos cortes semi-finos
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(0,5 um), que apds depositados em ldminas histolégicas foram corados
com azul de metileno1% e azur Il 1% em solucdo de bérax 1%.

Dos biocos selecionados foram obtidos cortes uitra-finos com
aproximadamente 500 A de espessura (cortes prateados), em uitra-
micrétomo Ultratome 1l do LKB, equipado com navalha de diamante. Os
cortes foram distendidos em vapor de xilol, coletados em telas de cobre,
sem filme suporte, e contrastados. A contrastacdo fol feita primeiramente
em acetato de uranila, preparado como solucdo saturada em dicool 50%,
por 20 minutos, no escurc. Apds lavagem por varias vezes em alcool 50%,
o material sofreu nova contrastacdo em citrato de chumbo, por 10
minutos, seguida de lavagem por varias vezes, em agua destilada.

Os cortes assim preparados foram observados em microscopio
eletronico de transmissdo Philips-EM 301, e fotografados em filme 35mm
Kodak (Eastman 5302). As cbpias fotograficas foram feitas em papel
fotografico Kodak (Kodabrome RC Print).

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O material pos-fixado foi cortado em fatias de 2 a2 3 mm de
espessura com auxilio de uma lamina de barbear. Os fragmentos do tecido
foram lavados em tampdo, desidratados em série etandlica crescente,
secos em bomba de ponto critico (Balzers-CPD020), montados em suporte
porta—amostra e recobertos com ouro (metalizador Balzers - MEDO10). Os

fragmentos de ovario assim preparados foram observados e fotografados
em MEV (SEM 515).

0OBS: As metodologias acima descritas referem-se aguelas da rotina de
trabalho do Centro de Microscopia Eletrénica do Instituto de Biociéncias da
UNESP, Campus de Botucatu.
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MICROSCOPIA FOTONICA

Os fragmentos de ovario, previamente fixados, destinados a
microscopia fotdnica foram processados para inclusic em historesina
(jung) e cortados em micrétomo equipado com navalha de vidro. As
secghes com 3 a 5 um de espessura, apds depositadas em laminas
histologicas, foram coradas pela Hematoxilina/Eosina. A documentacdo foi

rezlizada em fotomicroscopio Axiophoto (Zeiss).
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A analise ultraestrutural da cinética da ocogénese e do
desenvolvimento oocitario, compreendendo ¢ crescimento primario e

secundario dos o6citos de  Serrasalmus  spilopleura,  permitiv a

caracterizacdao morfolégica das células germinativas femininas, conforme

descrito 2 seguir.

1 OOGENESE

Essa fase do desenvolvimento oocitiric compreende a transformacio

das oogdnias, originadas de células primordials, em odcitos primérios

iniciais.

1.1 OOGONIAS (Fics. 1, 3,4 A7)

Sdo células pequenas, com citoplasma escasso e finamente granular,
contendo mitocdndrias arredondadas e alongadas, abundante complexo de
Golgi, centriolos, reticulo endoplasmatico pouco desenvolvido, além de
“nuages” e figuras mielinicas. Apresentam nucleo grande, normalmente
com nucléolo dnico e envoltério nuciear com grande guantidade de poros.

Aparecem em ninhos, delimitados por duas ou mais células
somaticas pré-foliculares. Em alguns ninhos, além das oogdnias,

encontram-se 00citos primarios iniciais.
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1.2 O6CiTos PRIMARIOS INICIAIS (Fics. 1, 2,8 A10)

Os ooOcitos primarios iniciais também aparecem em ninhos,
delimitado por duas ou mais células somaticas pré-foliculares.

Sdo células ainda pequenas, de citoplasma escasso com granulagBes
espessas, apresentando mitocOndrias arredondadas e  alongadas,
abundante complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico pouco
desenvolvido, além de “nuages” e figuras mielinicas. As organelas, em geral
agrupadas, dispbem-se nas proximidades do envoltéric nuclear, o gual
apresenta grande gquantidade de poros. No nicleo, na dependéncia da
etapa da profase | em que se encontram, pode-se observar nucléolo (FiG. 2)
e complexos sinaptonémicos em formacio ou completos. A presenca de

complexos sinaptonémicos permite o reconhecimento e a diferenciacio

desse tipo celular.

2 CRESCIMENTO PRIMARIO

Nessa fase, o oo6cito primario inicial deixa o ninho e entra em
crescimento dando origem ao odcito pré-vitelogéncio. As células pré-
foliculares, gue acompanham o© o6cito, por sua vez proliferam dando
origem as células foliculares. O envoltdrio folicular e o oécito pré-

vitelogénico passam a formar o foliculo, unidade de desenvolvimento

oocitario.
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2.1 O6CITOS PRE-VITELOGENICOS (Fics. 11 A37)

Os o6citos pré-vitelogénicos, sio maiores do que os odcitos
primarios, crescendo progressivamente em tamanho. Seu ciioplasma
apresenta grande quantidade de ribossomos que se espalham de forma
homogénea, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e numerosas
mitocbndrias. As Gltimas aparecem agrupadas proximas ao nicleo, e, em
menor nameroe, na regido citoplasmatica periférica, podendo ou nio estar
associadas a “nuages”. Geralmente, complexoc de Golgl e reticulo
endoplasmatico localizam-se préximos aos grupamentos mitocdHndriais. Na
regido citoplasmatica periférica de alguns odcitos pré-vitelogénicos,
podem aparecer vesiculas ndo elétron-densas, de tamanhos variados (FiG.
34).

Nesses o0dcitos, o nicles é grande, centralizado, com envoltério
nuclear contendo grande quantidade de poros. Apresenta miltipios
nucléolos, arredondados, e, em geral, muite proximos 3 face interna do
envoitdrio nuclear. Na mesma regido, ocasionalmente, ocorrem figuras
mielinicas (FIG. 15). No citoplasma perinuclear, junto a face externa do
envoltério nuciear, observam-se indmeras granulagdes altamente elétron-
densas (FIGS. 14, 15, 21, 22 E37).

O envoltdrio folicular dos odcitos pré-vitelogénicos, é formado por
uma camada de células epiteliais, as células foliculares, as quais por sua

vez sdo envoitas por outra camada de células, a teca. O epitélio folicular
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repousa sobre uma fina ldmina basal, a qual se espessa progressivamente;
e, entre essa ultima & a teca podem ser observados feixes de fibras
colagenas (Fics. 23 A 25). As células foliculares e as células da teca
possuem o mesmo padrio morfoldgico. Apresentam nicleo achatado e
longos prolongamentos citoplasmaticos, gue acompanham a superficie
oocitdria. Contém mitocdndrias grandes e arredondadas, reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi desenvolvidos e inGmeras vesiculas.
Alguns odécitos pré-vitelogénicos que contém vesiculas ndo elétron—
densas, apresentam peguenas microvilosidades oriundas da membrana
oocitaria e das células foliculares, iniciando a formacdo da zona radiata
(Fics. 31, 33 £ 34). Outros apresentam microvilosidades um pouco maiores
e interdigitadas (FiGs. 16 A 18). Por fim, em outros odcitos ainda pré-
viteiogénicos, observa-se a deposigdo de substincia amorfa na regido das
microvilosidades, levando ao espessamento da zona radiata (Fics. 23 A 26).
No citoplasma proximo @ membrana plasmatica, ocorrem varios conjuntos
de corpos multivesiculares em diferentes etapas de formacio (FICs. 26 E

27).

3 CRESCIMENTO SECUNDARIO

As proximas etapas do desenvolvimento levam a um novo e
consideravel aumento em tamanho dos o6citos. No citoplasma dessas
células, formam-se estruturas vesiculares com diferentes fungdes: aivéolos

corticais, que na fecundacdo promovem o endurecimento do envelope do
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ovo e evitam a poliespermia, e os grinulos de vitelo, destinados 3 nutricdce

do embrido.

3.1 O0CITOS COM ALVEOLOS CORTICATS EM FORMACAO (Fics. 38 A 48)

Sdo células maiores do que as da fase anterior. Apresentam grande
quantidade de ribossomos, mitocdndrias, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico granular por todo o citoplasma. Em alguns oécitos dessa
fase, podem ser observadas vesiculas elétron-densas, com conteldo
heterogéneo, espalhadas na regido citoplasmaética mais interna e préximas
ao envoltorio nuclear (FiGS. 45 A 48). Algumas parecem apresentar
continuidade com porgbes do reticulo endoplasmatico, sugerindo que tais
vesiculas sejam dali originadas (FIG. 46). Na regido citoplasmatica periférica
surgem vesiculas de baixa elétron—densidade, com contetido filamentoso e
denso, as quais sao consideradas precursoras dos alvéolos corticais (FIGs.
38 E 42). Tais vesiculas podem fundir-se umas as outras, e também
parecem fundir-se as vesiculas ndo elétron-densas, formando vesiculas
maiores. No final desse estagio, os precursores dos alvéolos corticais
preenchem quase que totalmente o citoplasma oocitario.

O ntcleo dos oocitos com alvéolos corticais em formacdo, possui
nucléolos de tamanhos variados e apresenta-se irregular, com pequenas

dobras no envoitério nuclear, o gqual contém grande quantidade de poros

(Fics. 47 £48).
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A zona radiata aumenta em espessura com actimulo de substincia
amorfa, e é altamente elétron-densa na camada interna junto ao oolema, e
de baixa elétron-densidade na camada externa (FIcs. 38, 39 £42).

As células foliculares continuam pavimentosas e mostram estruturas
juncionais ao longo de suas membranas laterais. Apolam-se na i@mina
basal e estdo envoltas pela teca, bastante vascularizada, cujas células
mantém o mesmo padrao i& descrito (Fics. 40 £ 41).

Alguns oocitos com alvéolos corticais em formagdo apresentaram
entre as células da teca, células produtoras de esterdides, nas quais sdo
observadas mitocndrias grandes, com cristas tubulares, e reticulo

endoplasmatico liso abundante (FiG. 40).

3.2 OOCITOS EM VITELOGENESE (Fics. 49 A65)

O citoplasma desses odcitos mostra grande quantidade de
mitocdndrias distribuidas por toda sua extensido, bem como outras
organelas {(complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, corpos
multivesiculares). Porém, sua principal caracteristica é ser preenchido por
grande quantidade de vesiculas. Aquelas da regido periférica, as
precursoras dos alvéolos corticais, sdo claras, e continuam a fusdo iniciada
no estagic anterior (FIG. 56). Apresentam membrana irregular, e conteldo
filiforme, em padrdo que sugere a presenca de proteoglicanos (FIGS. 57 A

58).
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Uma grande guantidade de granulos envoltos por membrana, de
diferentes tamanhos e cujo contelido é altamente elétron~denso, aparecem
mais intarnamente, proximos ac ndcleo (FICs. 59 A 61). Sdo os chamados
granulos de vitelo. A estes fundem-se pequenas vesiculas, cujo conteldo
também € elétron-denso, as vesiculas de vitelo (Fics. 57, 59 £ 60). Tais
granulos preenchem progressivamente todo o citoplasma, e, no final da
vitelogénese, deslocam os alvéolos corticais para a periferia do odcito.

Nesses odcitos, o niiclec € altamente irregular, o envoitdrio nuclear,
com inumeros peros, forma chanfraduras nas quais localizam-se os
nuciéolos. Esses ultimos apresentam diferentes tamanhos, sendo alguns
anelados (FIG5.62 A 65).

A zona radiata (FiG. 49) encontra-se bem desenvolvida e apresenta
canaliculos por onde passam as microvilosidades (Figs. 50, 51, 54 £ 55).
Nela distinguem-se trés camadas de substincia amorfa progressivamente
menos elétron~densa, conforme se distanciam da superficie oocitaria. A
camada externa, em contato com as células foliculares, é a de menor
elétron-densidade. A interna, adjacente & membrana oocitaria é a mais
elétron-densa e também a mais espessa. A camada média, de elétron-
densidade intermedidria, aparentemente, resulta da interseccdo das
anteriores (FIG. 51).

Nesse estagio, as células foliculares sic um pouco mais altas do que
as da fase anterior, e mostram prolongamentos citoplasmaticos mais

curtos, com alguns espacos intercelulares. Estes parecem estar
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preenchidos por substincia fracamente elétron-densa, semelhante 3
substincia que ocorre nas vesiculas endociticas ndo elétron-densas (FiG.
52). As células foliculares permanecem ligadas entre si em peguenas
extensdes da membrana plasmatica lateral. Seu citoplasma é preenchido
por abundante reticulo endoplasmatico granular, complexo de Golgi,
vesiculas de conteGdo pouco elétron-denso e grande quantidade de
mitocndrias (Fi1GS. 52 £ 53). As células da teca mantém as mesmas

caracteristicas j& descritas.

3.3 OOCITO EM VITELOGENESE FINAL (Fics. 66 A 78)

O citoplasma dos oocitos em vitelogénese final apresenta grande
quantidade de mitocdndrias, “lamellae anulata”, bem c¢omo outras
organelas (FiGs. 76 A 78). Os alvéolos corticais, ainda em formacdo,
preenchem o citoplasma periférico para onde foram deslocados pelos
granulos de vitelo (FIG. 73). Na regifio mais interna do citoplasma,
vesiculas menores continuam se fundindo aos granulos de vitelo (FiGs. 74,
75,77 E78).

A zona radiata obedece o mesmo padrio da fase anteriormente
descrita, observando-se trés camadas com diferentes elétron-densidades,
presenca de canaliculos e microvilosidades (Fics. 66, 71 £72).

As células foliculares tornam-se cibicas e apresentam nicleo
central. Seu citoplasma apresenta mitocéndrias alongadas, abundante

complexo de Golgi e reticulo endoplasmaitico granular e muitas vesiculas
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de diferentes tamanhos e conteldo (Fics. 69 £ 70). O espago intercelular
mantém-se, e a area de ligacdo entre as células torna-se maior (FIG. 68).
Envolvendo o epitélio folicular, observam-se duas camadas celulares. A
teca, cujas células permanecem alongadas, esti envolta por um epitélio de
células pavimentosas com longos prolongamentos citoplasmaticos. Feixes
de fibras colagenas sdo observados entre essas duas camadas celulares

(Fics. 67 E 68).

CELuLAs PRODUTORAS DE ESTERGIDES E CELULAS INTERSTICIALS (Fics. 79 A 83)

Ocasionalmente pode-se observar, associados 3 vasos sanguinios,
grupamentos celulares com caracteristicas morfoldgicas de células
produtoras de esterdides (FIGS.79 A 81).

As células produtoras de esterdides apresentam formato irregular,
citoplasma contendo mitocéndrias grandes e arredondadas, com cristas
tubulares, ao redor das quais encontra-se abundante reticulo
endoplasmatico liso, além de ribossomos livres. Seu nicleo é excéntrico,
contém nuciéolo Gnico centralizado, e cromatina condensada na regido
periférica (FIG. 80).

O tecido conjuntivo presente nas lamelas ovigeras apresenta

fibroblastos, vasos e grande guantidade de fibras coldgenas (Fics. 82 £ 83).
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (Fics. 84 A 87)

Ao microscopio eletrbnico de varredura, os ovérios de S. spilopleura

apresentaram uma capsula espessa, a tunica albuginea. Dobras de tecido
conjuntivo projetam-~se da capsula para a cavidade ovariana, constituindo
as lamelas ovigeras. Nestas, situam-se os foliculos contendo obcitos em
diferentes fases de desenvolvimento, permeados por vasos sanguiness.

{Fics. 84 A87).
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Discussio

A gametogénese feminina nos teledsteos compreende a oogénese e
os crescimentos primario e secundaric dos odcitos. O dltimo inclui a
formagdo de alvéolos corticais, a vitelogénese e culmina com a ovulacio
(WALLACE & SELMAN, 19817, SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER, 1996),

Nos ovarios, as ooglnias apareceram em ninhos inseridos nas

lamelas ovigeras (GURAYA €f a/, 1975; SHACKLEY & KING, 1977; DE VLAMING,
1983; CHAVES & VAZZOLER, 1984; AGOSTINHO ef al., 1987; BEGOVAC & WALLACE,
1988; MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1989; MATKOVIC & PISANG, 1989 AFONSO-
Dias & HisLOP, 1996, TYLER & SUMPTER, 1996) e, em S. spilopleura, como em
Syngnathus scovelli, Syngnathidae (BEGOVAC & WALLACE, 1988), os ninhos
podem conter também os obcitos primérios iniciais.

As oogbnias em 5. spilopleura sio as menores células da linhagem
germinativa feminina, tem nucleo grande, normaimente com nucléolo
Unico. Apresentam citoplasma escasso, contendo mitocdndrias, reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi, “nuages’ e figuras mielinicas
ocasionais. A excecdo das Gltimas, as demais caracteristicas morfologicas
tem sido citadas como comuns para esse tipo celular (DROLLER & ROTH,
1966; ANDERSON, 1968; BEGOVAC & WALLACE, 1988; MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA,
1989; GRranDi & COLOMBO, 1997). Figuras mielinicas, em geral associadas a
artefatos de técnica, como mitocdndrias com preservacac inadeguada,
podem representar, nesse caso, residuos de digestio intracelular.

0Os obcitos primarios iniciais sdo originados do recrutamento das

oogbnias para a meiose. Em =zigdteno e paguiteno sioc facilmente

35



Discussio

detectados pela presenca dos complexos sinaptonémicos no nicleo e peios
agregados juxtanucleares formados pelas organelas citoplasmaticas
(DROLLER & ROTH, 1966; ANDERSON, 1968; Beams & KesseL, 1973; KHoo, 1979;
BEGOVAC & WALLACE, 1988; MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1989; SELMAN & WALLACE,
1989, NAKAMURA & NaGAHAMA, 1993; Granpi & COLOMBO, 1997). A associacdo

da cromatina aos componentes laterais desses complexos, conforme

descrita em Anguilla anguifla, Anguillidae (GRANDI & COLOMBO, 1997)

convive em 3. spilopleura com a presenca de nucléolo.

Nos ninhos, tendo efetuado a troca génica e atingido o dipléteno, os
obcitos primarios iniciais recebem um envoltério formado por algumas
células pré-foliculares pavimentosas e ddo origem aos foliculos primordiais
(BEGOVAC & WALLACE, 1988; NAKAMURA & NAGAHAMA, 1993; GRANDI & COLOMEO,
1997). Os odcitos diploténicos deixam os ninhos e iniciam o periodo de
crescimento primario (WALLACE & SELMAN, 1981; DE VLAMING, 1983 SELMAN &
WALLACE, 1989; WesT, 1990). Decorrente do seu padrio reprodutivo,
continuo e ndo sazonal (Lamas & GODINHO, 1996), S. spilopleura apresenta
producdo de foliculos primordiais ao longo do ano todo.

Algumas descricdes ndo trazem os odcitos primarios iniciais entre os
estagios de desenvolvimento oocitério (YAMAMOTO, 1964, ANDERSON, 1968,
BEAMS & KESSEL, 1973; SHACKLEY & KING, 1977; BRUSLE, 1980: CHAVES &
VAZZOLER, 1984; AGOSTINHO ef a2/, 1987; Bazzou & Rizzo, 1990). Tal fato pode
estar relacionado a dificuldade de observacio e distincio desse tipo

celular, frequentemente confundide com oogdnias, nas descricdes
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histologicas, e até mesmo nos estudos ultraestruturais mais antigos.
Durante o crescimento primario, nos odcitos pré-vitelogénicos dos
teledsteos e conseqguentemente nos de S5 spilopleura, as organelas
membranosas tornam-se mais numerosas e extensas, e, grande
quantidade de RNA e proteinas se acumula no citoplasma, resultando no
aumento do volume ceiular (WALLACE & SELMAN, 1981; NACAHAMA, 1983:
SELMAN & WALLACE, 1989; WEST, 1990). No nicieo, o aparecimento de
multiplos nuciéolos indica a intensa atividade de transcricic de RNA
ribossomal em adicdo ao RNA heterogéneo nuclear, caracteristicos desse
tipo celular (SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER, 1996). Nesses
oocitos, a morfologia e o nimero de nucléolos pode variar, mostrando as
regibes granular e fibrilar mais ou menos desenvolvidas, formato alongado
ou arredondado, ou ainda serem anelados ou vacuoclizados (Y AMAMOTO,
1964; DROLLER & ROTH, 1966; ANDERSON, 1968: BEAMS & KESSEL, 1973:

SHACKLEY & KING, 1977, CrRUZ-LANDIN & CRUZ-HOFLNG, 1979; BRUSLE, 1980:

BARBIER! & BARBIERI, 1985; LOPES ef @/, 1987; MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1989;
Bazzou & Rizzo, 1990). Em 5. spilopleura, em geral sdo arredondados,
podendo apresentar-se na forma de anel.

Nos oécitos pré-vitelogénicos de $. spilopleura, o envoltério nuclear
apresenta grande quantidade de poros, e, na regido citoplasmatica
perinuclear, se concentram granulacdes elétron-densas, semelhantes aos
componentes nucleolares. As granulacbes se agregam formando as

“nuages”. Essas estruturas estdo sempre presentes nas células germinativas
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iniciais de todos os animais (EDDY, 1975) e sio bastante desenvolvidas 1105s
o0citos dos teledsteos (YAMAMOTO, 1964 DROLLER & ROTH, 1966; ANDERSON,
1968, Beams & KESSEL, 1973; BRUSLE, 1980 WALLACE & SELMAN, 1987 D
VLAMING, 1983; NacaHaMa, 1983). Préximas as *nuages” aparecem “lamelize
anulata”. Documentadas nos Salmonidae (KesseL, 1981) e Cyprinidae (KEsseL
et al. , 1984), ndo foram observadas em S. spilopleura nessa etapa do

desenvolvimento,

Nos odcitos pré-vitelogénicos surge ainda o corpisculo de Balbiani,
formado pelos agregados de material fibrogranular associados a2 uma
nopulacdo heterogénea de organelas  {mitocdndrias, COrpos
multivesiculares, reticulo endoplasmatico, compilexo de Golgi) (Gurava,
1979; Tvier & SuMPTER, T996). Essa estrutura, inicialmente proxima ao
nucleo, migra para regidc citoplasmatica periférica onde se dispersa.
(YAMAMOTO, 19064; DROLLER & ROTH, 1966: ANDERSON, 1968; BeEAaMS & KESSEL,
1973; BEGOVAC & WALLACE, 1988; CoeLLo & GRiMM, 1990: BAzzou & GODINHO,
1995). Em 5. spilopleura, os agregados de mitocéndrias associados 3
material fibrogranular ou “nuages”, nas proximidades das gquais podem ser
cbservadas outras organelas membranosas, encontram-se espalhados pela
regido citoplasmatica periférica ao ntcleo, numa disposicdo semelhante 3
descrita em representantes das familias Cyprinidae, Heteropneustidae,

Bagridae, Channidae e Mastacembelidae (NAYYAR, 1964).
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O citoplasma periférico desses oécitos contém, em S spilopleura,

aleém de vesiculas ndo elétron-densas, oriundas provavelmente de processo
endocitico, grande quantidade de corpos muitivesiculares, muito
semelhantes aqueles observados nos Poeciliidae (DROLLER & ROTH, 1966) e
Salmonidae (SIRE ef &/, 1994). As vesiculas possivelmente contém
substancias exbtgenas gue podem ser provenientes tanto das células
foliculares e da teca, quanto da circulacio sanguinea materna.

Dando inicio a formacido da zona radiata, na regido apical das
células foliculares e na superficie do oécito pré-vitelogénico aparecem
microvilosidades, e entre elas comeca a deposicio de substincia amorfa
Esse processo, conforme documentado em 5. spilopleura, nio difere do
observado em outros teledsteos (ANDERSON, 1967; ULRICH, 1969; AzZEveEDO,
1874; WOURMS, 1976; TESORIERO, 1977; WALLACE & SELMAN, 1987; RIEHL, 1984:
SELMAN & WALLACE, 1989).

Ainda durante o crescimento primério, se diferenciam os
componentes do envoltério folicular (SELMAN & WALLACE, 1989), e os oécitos
tornam-se sequencialmente envoltos por uma camada de células
foliculares pavimentosas, uma camada de células oriundas do tecido
conjuntivo, as células da teca e, entre elas, a lamina basal (WALLACE &

SELMAN, 1981; DE VLAMING, 1983; ABRAHAM eI a/, 1984: GURAYA, 19886;

BEGOVAC & WALLACE, 1988). Essa organizacio do envoltério folicular &

encontrada também em 3. spilopleura.
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Terminado o crescimento primario, os odcitos entram em
crescimento secundario (DE VLAMING, 1983), Os eventos celulares que
ocorrem no come¢o do crescimento secundario indicam também o inicio
do preparc para a reproducdo. Nas espécies de importincia econdmica,
esse momento tem recebido uma atencio especial. Alguns autores
denominam essa etapa do desenvolvimento oocitirio de alvéolo cortical
(DROLLER E ROTH, 1966, ANDERSON, 1967; ULRICH, 1969; IWAMATSU & KENG,

1978; SELMAN & WALLACE, 1989), ou alvéolo cortical em formacio (DE

VIAMING, T983; BEGOVAC & WALLACE, 1988). A dltima, utilizada em S

spilopleura, retrata com maior fidelidade o0s eventos celulares desse

pericdo, em que 0s alvéolos corticais encontram-se ainda em fusio.

Os alvéolos corticais sdo estruturas esféricas, delimitadas por
membrana, de conteudo ndo elétron-denso e de aparéncia fibrilar, que
surgem inicialmente no citoplasma periférico do odcito, passando a
preenché-lo quase que completamente no final dessa fase. Sua formacdo
em S. spilopleura corresponde & que tem sido observada nesse grupo de
animais (WALLACE & SELMAN, 1981; DE VLAMING, 1983; NAGAHAMA, 1983;
GURAYA, T986; SELMAN & WALLACE, 1989; WEST, 1990; TYLER & SUMPTER, 1996),

Os odbcitos de representantes das familias Poeciliidae (DROLLER E ROTH,
1966), Fundulidae (ANDERSON, 1968), Syngnathidae (ANDERSON, 1968:
BEGOVAC & WALLACE, 1988) Cyprinidae (ULRICH, 1969), Adrianichthyidae
(IwAMATSU & KEINO, 1978), Auchenipteridae (Bazzou & GODINHO, 1994),

podem apresentar um nucledide elétron-denso nos alvéolos corticais. Esse

60



Discussio

tipo de estrutura ndoc ocorre em 5. spilopleura, cujos alvéolios corticais
contém estruturas filamentosas que lembram proteoglicanas.

Ainda em 3. spilopleura, préximo ao niicleo, em alguns odcitos com

alvéolos corticais em formacdo, surgem vesiculas com conteddo elétron-
denso heterogéneo, algumas das quais parecem ter continuidade com o
reticulo endoplasmatico. Tais vesiculas assemelham-se 3s descritas nos
Salmonidae, e sugere-se que participem do sistema

endossomo/lisossomo, responsavel pelo processamento de proteinas

vitelogénicas (SR ef &/, 1994),
Nesse estdgio do desenvolvimento oocitario, em S. spifopleura o

nucieo apresenta contorno altamente irregular, com chanfraduras, nas
quais localizam-se os nucléolos. O envoltério nuclear mostra-se
totalmente tomado de poros. O aumento de extensio de membrana e da
quantidade de poros decorrente do intensc processo de troca nicleo-
citoplasma, sac caracteristicos desse tipo celular (YAMAMOTG, 1964;
ANDERSON, 1968; LopPes ef a/, 1987; Bazzoll & Rizzo, 1990).

Qutra caracteristica do periodo inicial de formacdo dos alvéolos
corticais, € o aparecimento de corpos lipidicos, que se continua durante a
vitelogénese em algumas espécies de teledsteos (TYLER & SUMPTER, 1996).
Em 3. spilopleura, como em outras espécies, essa deposicio pode nio
ocorrer ou nao ser expressiva (TYLER & SUMPTER, 1996). A presenca de
lipidios esta associada a flutuabilidade dos ovos nas espécies de dgua doce

(CRAIK & HARVEY, 1987). De acordo com seu baixe conteddo lipidico, os ovos
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dos Serrasalminae néo sdo flutuantes (BRACKER, 1963).
A formacdo da zona radiata propriamente dita, também ocorre nesse

periode (YAMAMOTO, 1963; DROUER F ROTH, 1966; ANDERSON, 1967: HIROSE,

1972; TeSORIERC, 1977, LAALE, 1980; Lopes erf af, 1982, 1987 BeGOvVAC &
WALLACE, 1988; CoTell ef a/l, 1988 Cruz-LANDIM & CRuz~-HOFLING, 1989;

MAKEYEVA & YEMEL'YANOVA, 1989; WEST, 1990) e em 5. spilopleura, ela se

torna mais espessa em decorréncia do acimulo de substincia amorfa.

O envoltério folicular dos oécitos com alvéolos corticais em
formacio de 5. spilopleura, bem como de outros Characiformes (Rizzo &
Bazzou, 1990) e Syngnathidae (BEGOVAC & WALLACE, 1988) mantém o mesmo
padrdo organizacional e morfolégico dos oécitos pré-vitelogénicos.

A vitelogénese tem inicic com a deposicdo dos granulos de vitelo
(WALLACE & SELMAN, 1981; DE VLAMING, 1983; NacaxaMma, 1983: SEIMAN &
WALLACE, 1989; WEeST, 1990; TYLER & SUMPTER, 1996). Esta esti relacionada
principalmente com a micropinocitose de proteinas extra ovarianas, que
sdo processadas e embaladas no interior dos oécitos dando origem aos
granulos de vitelo (DROLLER E ROTH, 1966: ANDERSCN, 1968; ULRICH, 1969:
SELMAN & WALLACE, 1983, 1989; TvLer & SUMPTER, 1996). Estes migram
centriptamente, ocupando todc o citoplasma e deslocam os alvéoios
corticais para o citoplasma periférico (SELMAN & WALLACE, 1989). Nos oécitos
em vitelogénese de 5. spilopleura, a dinimica da deposicio de vitelo e a
formacdo dos alvéolos corticais, segue o padrio geral, acrescido da

presenca de vesiculas ndo elétron—densas, oriundas de endocitose.
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As descricbes das organelas membranosas, nesse estagio de
maturagdo, apontam a presenca de reticulo endoplasmaético espalhado pelo
citoplasma, complexo de Golgi pouco abundante e grande quantidade de
mitocfndrias, as vezes contendo grinulos densos (DROLLER E ROTH, 1966;
ANDERSON, 1968). A excecio da presenca de granuios densos no interior
das mitochndrias, essas descrigdes concordam com o observado durante a
vitelogénese em 5. spilopleura,

O niicleo dos obcitos em vitelogénese torna-se menos volumoso em
relagdo a0 citoplasma total, mantém o formato irregular (YAMAMOTO, 1964},

e pode apresentar nucléolos anelados (Rizzo & Bazzou, 1993} numa

dindmica similar a observada em 5. spilopleura,

A zona radiata em 5. spilop/eura diferencia-se guanto a espessura,

numero de camadas e pelo padrdo de deposicio de substincia amorfa

daquelas descritas em outros teledsteos (YAMAMOTO, 1964: ANDERSON, 1967,

1968; HIROSE, 1972; AZEVEDO, 1974; WOURMS, 1976; LAALE, 1980 ABRAHAM &f

al, 1984; CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1989; SELMAN & WALLACE, 1989).

uma estrutura de prote¢do e sua maior ou menor espessura depende do
local de postura. Apresenta-se mais espessa nos ovos submetidos a forte
atrito mecanico do que nos flutuantes ou nagueles depositados em
refigios (IVANKOV & KURDYAYEVA, 1993). A sua espessura em 5. spilopieura
pode estar associada ao local de postura. Este, nos Serrasalminae, ocorre

na vegetacdo submersa marginal (CUTRIGHT, 1942), sujeito portanto a

diferentes tipos de atrito.
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Nesse estagio, as células foliculares de 5. spilopleura apresentam-se

um pouco mais altas do gue as da fase anterior. Mostram abundante
reticulo endoplasmatico granular, complexo de Golgi & mitocdndrias no
citoplasma. Assemelham-se ao descrito em representantes das familias
Aplocheilidae (WOURMS, 1976), Syngnathidae (BEGOVAC & WALLACE, 1988),
Sciaenidae (CRUZ-LanDiM & CRUZ-HOFUNG, 1989). A presenca de vesiculas e
espacos intercelulares, contendo material amorfo de baixa elétron-
densidade, observado em 5. spilopleura, encontra-se registrada somente
em uma espécie de Salmonidae (KoBavasH, 1985).

A estrutura oocitaria pré-ovulatdria é pouco conhecida, no que diz
respeito as organelas membranosas. As descricdes existentes mostram, no
citoplasma cortical, muitas mitocéndrias, reticulo endoplasmatico granular
muitc desenvolvido e grande quantidade de dictiossomos (DROLLER E ROTH,
1966; ANDERSON, 1968; KiesBu & Kryvi, 1989). Em 5. spifopleura ao lado
destas e das demais organelas caracteristicas do final da vitelogénese os

odcitos apresentam “lameliae anulata”. Estas sdo pouco desenvolvidas se

comparadas as de alguns Cyprinidae (KesseL et al., 1984), e Salmonidae
(KEsseL,1981). Além disto, na regido citoplasmética interna, em S
spifopleura, a fusio de vesiculas menores aos granulos elétron-densos
persiste, dando continuidade a formacio dos granulos de vitelo.

O acumulo de proteinas nos odcitos pode continuar ocorrendo
durante a fase de maturacdo, mas é abruptamente interrompidoc no

momento em que o nicleo se desfaz. A fragmentacio do envoltério
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nuclear com consequente liberacdo dos cromossomos, indica que o oécito
estd maduro; pronto para dar sequéncia & meiose | e posterior 4 ovulacdo
(TyiLer & SUMPTER, 1996).

Como caracteristico das espécies de adgua doce (CHavES, 1988), em 5.
spilopleura, os grinulos de vitelo mantém-se integros no odcito maduro.
Nos oocitos maduros das espécies marinhas, os grinuios se fundem em
uma massa continua de vitelo (CHAVES, 1988; WEST, 1990). Ainda nessas

espécies, ocorre hidratacio pré-ovulatéria, decorrente da protedlise do

vitelo (GrReeLEY el a/, 1986). Esta responde pela flutuabilidade desses ovos
{CraiK & HARVEY, 1987).
As células foliculares atingem seu desenvolvimento total durante a

vitelogénese ou ao final desta (HIROSE, 1972). Nos Characidae elas podem

manter-se pavimentosas (Rizzo & Bazzou, 1993; CaramasHl ef al., 1982:
CHaves, 1988; MATKOVIC & PiSANG, 1989), tornam-se cilindricas (Lopes et a/,
1987) ou cbicas como em S. spilopleura.

Nesse mesmo periodo, em 5. spilopleura, como nos demais

teleosteos (SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER, 1996), O envoltdrio do
06cito mostra-se limitado por um epitélio pavimentoso.

As céjulas produtoras de esteréides dos ovarios dos peixes
teledsteos (GURAYA,1986), estdo presentes nas gbnadas em diferenciacio
dos Cichlidae (NAKAMURA & NAGAHAMA, 1985; NAKAMURA ef a/, 1993) e
Salmonidae (NAKAMURA & NAGAHAMA, 1993) e encontram-se entre as células

da teca dos odcitos em desenvolvimento nessas mesmas familias, Cichlidae
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(NicHOLLS & MAPLE, 1972) e Salmonidae (NAKAMURA & NaGaHama, 1993).

Nos ovarios de 5. spilopleura, as células produtoras de esterdides

apresentam caracteristicas morfoldgicas similares 3s descritas  nos

Cichlidae (NAKAMURA & NAGAHAMA, 1985; NAKAMURA ef al, 1993) e sio

encontradas entre as células da teca ou em grupamentos associados 20s

vasos sanguineos no tecido intersticial.
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Conclusbes

A analise ultraestrutural da gametogénese feminina de 5. spilopleura,

compreendendo a oogénese e 0s crescimentos primério e secundario dos
oodcitos, permitiu a caracterizacdo de seis etapas do desenvolvimento das
células da linhagem germinativa feminina e do envoltério folicular gue as
acompanha, sejam elas:

* Qogdnias - sdo células peguenas com nicleo grande e nucléolo
Gnico; encontram-se em ninhos nas lamelas ovigeras.

s Odcitos Primarios Iniciais - sdo células pequenas com ndcleo
contendo complexos sinaptonémicos em formacdo ou completos.
Encontram-se também em ninhos inseridos nas lamelas ovigeras.

» Odcitos Pré-vitelogénicos - crescem em volume devido ao
aumento progressivo das organelas citoplasmaticas: neles surgem
vesiculas ndo elétron-densas na regido citoplasmatica cortical e
tem inicio a formac¢do da zona radiata. O envoitério folicular é
constituido por células foliculares pavimentosas, uma fina ldmina
basal e a teca, cujas células sio alongadas;

¢ QOdcitos com Alvéolos Corticais em Formacdo - apresentam os
precursores dos alvéolos corticais, de contetido filamentoso, na
regido citoplasmatica cortical, as quais fundem-se entre si e com
as vesiculas ndo elétron-densas formadas na etapa anterior. A
zona radiata torna-se mais espessa. A lamina basal se desenvolve

e o envoltdrio folicular mantém o padrio descrito.



Condlustes

* Oo6citos em Vitelogénese - apresentam grinulos de conteido
elétron-denso, os quais fundem-se formando os granulos de
vitelo. A zona radiata encontra-se totalmente formada e
organiza-se em trés camadas de diferentes slétron-densidades.
As células foliculares tornam-se menos alongadas e com espacos
intercelulares dilatados, engquanto a teca e a ldmina basal mantém
o padrdo anterior.

¢ Odcitos em Vitelogénese Final - os grinulos de vitelo espalham-
se por todo o citoplasma e deslocam os alvéolos corticais para a
periferia da célula. A zona radiata conserva a estrutura tripartida.
As células foliculares apresentam-se cdbicas, as da teca

permanecem alongadas e recobertas por um epitélic

pavimentoso.

A cinética do desenvolvimento dos gametas femininos, bem como a
maioria das caracteristicas das estruturas celulares, nessa espécie, sdo

muito semelhantes as de espécies pertencentes 3s mais variadas familias

de peixes teledsteos.
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substincia amorfa
teca
tunica albuginea
vesicula clara
vesicula ndo elétron-densa
vesicula elétron-densa
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PRANCHA A - OOGOMIAS E OOCITOS PRIMARIOS INICIAIS ~ | - Detalhe - Ninho de
oogonias e oécitos primarios iniciais. x 900. 1 - Ninho contendo oogbnias
e ogcitos primarios iniciais. x 4400. 2 - Ninho contendo o6citos primérios

iniciais. x 3400. 3 - Ninho contendo oogdnias. x 5750.






PRANCHA B - QOGONIAS. 4 - Qogdnia. x 13250. 5 a 7 ~ Detalhe de regido

citoplasmatica de oogdnias. 5 - x 18700: 6 - x 36000; 7 - 50400.






PRANCHA C ~ QOCITOS PRIMARIOS INICIAIS, § - Regido citoplasmatica com porgdo
do nicleo do oécitc. x 23800. 9 - Detalhe do nicleo e de regido
citoplasmatica do o6cito. x 14700. 10 - Detalhes de regido do nicleo do

odcito contendo complexos sinaptonémicos em formacdo. x 22000.






PRANCHA D - OOUITO PRE-VITELOGENICO. 1| - Detalhe - Ninho contendo oécitos
pré-vitelogénicos. x 375. 11 - Regido citoplasmatica periférica. x 6000.
12 - Regido do envoltério folicular. x 21000. 13 - Detalhe de célula
folicular, ldmina basal e teca. x 50000. 14 - Regido citoplasmatica do
odcito proxima ao nicleo. x 5000. 15 - Detalhe de porgdo nuclear do

06cito com parte do nucléolo e figuras mielinicas. x 45000.






PRANCHA E - OOCITO PRE-VITELOGENICO. 1il - Detalthe - Obcito pré-vitelogénico,
x 120. 16 - Regido citopolasmatica periférica do o6cito com zona radiata
em formacgdo, células foliculares e teca. x 5200. 17 e 18 - Detalhe do
envoltério folicular. 17 - x 27500; 18 - x 52000. 19 e 20 - Detalhe de
organelas citoplasmaticas do 06cito. 19 - x 15960; 20 - 38000. 21 e 22 -

Regido do nicieo do odcito. 21 - x 5200; 22 - 18200.



Gmrname



PRANCHA F - OOCITO PRE-VITELOGENICO, IV - Detalhe - Qécito pré-vitelogénico.
x 160. 23 a 25 -~ Regido do envoltorio folicular e zona radiata. 23 - x
13000; 24 - x 21450; 25 - x 18550. 26 - Regido citoplasmatica periférica
do oécito contendo corpos multivesiculares. x 16500. 27 - Detalhe de
corpos multivesiculares. x 60000. 28 - Detalhe de organelas
citoplasmaticas do odcito. x 33000. 29 - Detalhe do ndcleo, com poros em

corte transversal. x 26000.






PRANCHA ( - QOCITO PRE-VITELOGENICO, V - Detalhe - Oécito pré-vitelogénico
com vesiculas ndo coradas pelo HE, possivelmente correspondentes 3s
vesiculas nao elétron-densas. x 400. 30 - Regido do o6cito, desde o
nicleo até a regido do envoltdrio folicular. x 4200. 31 a 34 - Regido
citoplasmatica cortical do oodcito, mostrando vesiculas ndo elétron-densas
e envoltorio folicular. 31 - x 13000; 32 - x 4500; 33 - 13200; 34 - 12550.
35 e 36 -~ Detalhe de organelas citoplasmaticas do o6cito. 35 - x 14600

36 - 65000. 37 - Detathe da regido do niiclec do odcite. x 16800,






PRANCHA H - QOCITO COM ALVEOLOS CORTICAIS EM FORMACAO. Vi - Detalhe -
Odcito com Alvéolos Corticais em Formacdo. x 250. 38 e 39 - Regido
citoplasmatica periférica do o0cito com zona radiata e envoltdrio folicular.
38 - x 7200; 39 - x 13500. 40 e 41 - Detalhe do envoltério folicular
mostrando presenca de céiula produtora de esterdides e vaso sanguineo
entre as células da teca. 40 e 41 - x 23100. 42 - Detalhe da zona radiata e
de regido citoplasmatica periférica do o6cito com precursores dos alvéolos

corticais. x 21000.






PRANCHA § - QOCITOS COM ALVEOLOS CORTICAIS £M FORMACAC, 43 e 44 - Detalhe
de organelas citoplasmaticas do o6cito. 43 - x 50000: 44 - 71500, 45 e 46
- Detalhe de regido citoplasmatica do odcito contendo vesiculas elétron-
densas. 45 ~ 22000; 46 - x 24750. 47 e 48 - Detalhe de regido
citoplasmatica do odcito, préxima ao nicieo, contendo vesiculas elétron-

densas. 47 - x 3850;48 - x 13200.






PRANCHA | ~ QOCITO EM VITELOGENESE, VIl - Detalhe - Oécito em Vitelog@nese. x
136. 49 a 51 - Detalhe de regidoc da zona radiata. 49 - x 2750:
50 - x 6500; 51 - x 8000. 52 e 53 - Detalhe de célula folicular.

52 - x 115300; 533 - x 38000. 54 e 55- Detalhe da zona radiata.
54 - x 10400; 55 - x 25200.






PRANCHA L - OOCITO EM VITELOGENESE, 56 e 57 - Regido periférica do oécito
contendo precursores dos alvéolos corticais. 56 ~ x 5400; 57 - 21450. 58
e 59 - Regido citoplasmatica intermediaria do oécito, com precursores dos
alvéolos corticais e granulos de vitelo em formacdo. 58 ~ x 16900. 59 - x
10400. 80 e 61 - Regido citoplasmatica do oécito, préxima ao nicleo,

contendo granulos de vitelo em formacdo. 60 - x 6500; 61 - x 20800,






PRANCHA M — OOCITO EM VITELOGENESE. 62, 64 e 65 - Regido citoplasmatica do
o6cito, proxima ao nicleo, contendo poros no envoltéric nuclear e porgéo
de nucléolo. 62 - x 9000; 64 - x 25200; 65 - x 23400. 63 - Regido do

nucleo do oocito com nuciéolo anelado. x 4700.






PRANCHA N - OOCITO EM VITELOGENESE FINAL. VIl - Detalhe - Décito em
Vitelogénese Final. x 185. 66 - Zona radiata mostrando sua estrutura
tripartida. x 5200. 67 - Regido do envoltério folicular ¢ zona radiata.
X 5460. 68 - Regiac do envoltério folicular mostrando células foliculares,
teca e epitélio. x 8400. 69 e 70 - Detalhe de célula folicular. 69 - x 41250:
70 - x 24750. 71 - Detalhe mostrando as trés regides da zona radiata. x

27500. 72 - Regido de contato entre a zona radiata e o o6cito. x 50000.






PRANCHA (0 - OOCITO EM VITELOGENESE FINAL, 73, 74 e 76~ Regido periférica do
oocito contendo alvéolos corticals. 73 - x 5000; 74 - x 5460; 76 - x
19800. 75 & 77- Regido citoplasmatica do o6cito contendo granulos de
vitelo. 75 - x 4400; 77 - x 46800. 78 - Regido citoplasmartica do oécito

contendo “lamelae anulata”. x 50000.






PRANCHA P - (ELULAS PRODUTORAS DE ESTERGIDES E TECIDO INTERSTICIAL, 79 -
Grupamento de células produtoras de esterdide. x 10000. 80 e 81 -
Detalhe de céluia produtora de esterbide. 80 - x 21000; 81 - x 50000. 82

e 83 - Regido de tecido intersticial. 82 - x 13200; 83 - 27400.






PRANCHA Q ~ MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE OVARIO, 84 a 86 - Porgdo

de ovario mostrando a disposicdo de foliculos oocitarios {o*) de diferentes
tamanhos. 84 - x 3100; 85 - x 10600; 86 - x 11500. 87 - Detalhe de

foliculo cocitario mostrando o limite celular {setas). x 39400.






