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O estudo da reprodugdo em peixes € uma area de consideravel
importancia na ictiologia, permitindo a exploragdo de forma organiza-
da sem prejudicar as espécies ¢ 0 ambiente.

Hypostomus tietensis (Ihering, 1905) é um peixe de dgua doce
dentritivoro, seus ovos sdo aderentes e € de importancia para o
ecossistema pelo fato de promover a circulacdo da matéria organica
depositada no substrato. Conhecer o desenvolvimento das suas células
germinativas auxilia no entendimento do seu mecanismo reprodutivo. O
namero de fases do desenvolvimento ovocitario pode variar de acordo
com a espécie ¢ também com os critérios utilizados pelos autores. As-
sim, GopINHO et al. (1974); AGOSTINHO, NARAHARA & (GODINHO
(1982); Isaac-NanuMm, VazzoLER & ZANETTI-PRADO (1983); CHAVES
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& VazzoLrr (1984), BArBIERI & BARBIERI (1985); LopEs ef. al (1987);
Cussac & MAGGESE (1986); Lima et al.(1986); Zanisoni FiLao &
REseNDE (1988); Matkovic & Pisano (1989); MENEZES & CARAMASCHI
(1994); CHavEs (1989) e Stiva & Esper (1991) utilizaram diferentes
numeros de fases para descrever a ovogénese em diferentes espécies
de peixes marinhos e de 4gua doce.

A detecgao das substancias quimicas presentes nas células pode
ser de grande auxilio na determinacdo das fases de desenvolvimento
dos foliculos, bem como indicadores de seu papel no desenvolvimento
embrionario. Trabalhos relacionando o desenvolvimento ovocitario com
a citoquimica foram realizados por RAMADAN et al. (1979, 1987);
GUTIERREZ, SARASQUETE & RODRIGUEZ (1985); MAYER, SHACKLEY &
RyLAND (1988), NEVEs et al. (1992), os quais demonstraram a pre-
senca de carboidratos nos constituintes dos foliculos ovarianos. O pre-
sente estudo tem por objetivos descrever morfologicamente os foliculos
ovarianos, caracterizando as diferentes fases que constituem a ovogénese
de Hypostomus tietensis, e detectar e localizar carboidratos neutros e
acidos (carboxilados e sulfatados) através de reagdes citoquimicas nas
diferentes fases da ovogénese.

MATERIAL E METODOS

Exemplares de Hypostomus cf. tietensis do Lago Igap6 I (Lon-
drina, PR, Brasil) foram coletados mensalmente durante um ano (de
marco de1989 a fevereiro de 1990) com a utilizacdo de tarrafas de
diferentes malhagens. Foram analisadas 88 fémeas adultas. Os exem-
plares foram seccionados ventralmente para a exposi¢io das gonadas,
as quais foram retiradas, fixadas em Bouin por 18 horas e incluidas em
parafina para a confec¢do de laminas histologicas. Cortes de 7 um de
espessura foram corados com Hematoxilina-Eosina para a descri¢ao
morfologica dos foliculos ovarianos baseado em Vazzorer (1996). Para
detecciio de carboidratos utilizou-se: PAS (Acido Periodico-Schiff);
Azul de Alcian pH 2,5; Azul de Alcian pH 1,0 ¢ a associagdo de PAS
+ Azul de Alcian pH 2,5. A rea¢do com PAS detecta carboidratos
neutros, Azul de Alcian pH 2,5 detecta carboidratos 4cidos (carboxilados
e sulfatados), Azul de Alcian pH 1,0 identifica carboidratos 4cidos
sulfatados e a associacao do PAS + AA pH 2,5, detecta no mesmo
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material carboidratos neutros e 4cidos. Como controle para a reacdo
do PAS foram realizados: acetilag@o ¢ amilase salivar. Para a coloracdo
do Azul de Alcian pH 1,0 e pH 2,5 foi utilizada como controle a
metilagdo. As analises foram realizadas em microscopio de luz.

RESULTADOS

DEscricAo MorroLOGICA Dos FoLicuLos OVARIANOS

O foliculo ovariano compreende ovécito, membrana vitelina e cé-
lulas foliculares. Durante o processo de maturagéo do foliculo ovariano
podem ser observadas mudancas na sua morfologia tanto quanto na
sua constitui¢do quimica, que caracteriza as cinco fases distintas no seu
desenvolvimento que seguem.

Fase |— Nesta fase as células da linhagem gamética mostram-se
com o nucleo bastante grande e claro. Possui um nucléolo tnico locali-
zado centralmente e bastante basofilo.Citoplasma muito reduzido (Fig.
la).

Fase Il — Ovocitos apresentam-se aumentados e geralmente an-
gulares. Nucleo central e cromatina com aspecto frouxo; geralmente
apresenta mais que umnucléolo, situados na periferia. Citoplasma mui-
to aumentado e intensamente basofilo. Préximo ao niicleo € evidencia-
dauma estrutura denominada de nicleo vitelino, que se cora fortemen-
te pela Hematoxilina, diferenciando-se do citoplasma por apresentar
regido periférica sem afinidade pelos corantes. Externamente 4 mem-
brana do ovdcito estdo presentes células pavimentosas denominadas
de células foliculares (Fig. 1b).

Fase III — De acordo com a localizagdo das vesiculas
citoplasmaticas dos ovocitos, esta fase foi dividida em 3 sub-fases: sub-
fase Il inicial, sub-fase III intermediaria e sub-fase 111 final.

Sub-Fase III Inicial — Ovdcitos apresentam- se angulares e for-
temente basofilos como os da fase II, entretanto, ndo possuem o nu-
cleo vitelinico. Caracterizam-se pela presenga de vesiculas, dispostas
no citoplasma de forma desorganizada. As vesiculas apresentam colo-
racdo negativa pela técnica HE. As células foliculares pavimentosas
envolvem o ovocito (Fig. 1b).

Sub-Fase Il Intermedidria — Ovocitos perdem as angulacdes
e mostram-se arredondados ¢ aumentados com relagdo aos da sub-
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fase e fases anteriores. O nucleo ¢ central e contém um nimero maior
de nucléolos de menor tamanho localizados na periferia. A basofilia do
citoplasma diminui ¢ as vesiculas se dispdem no terco periférico do
citoplasma. Surge a membrana vitelina, camada acelular delgada e com
coloracdo aciddfila para HE. Células foliculares podem se apresentar
pavimentosas ou cubicas (Fig. 1¢).

Sub-Fase Il Final — OvOcitos maiores com citoplasma menos
basofilo. Nucleo acidéfilo contém muitos nucléolos, ainda menores que
nas fases e sub-fases anteriores. As vesiculas citoplasmaticas se en-
contram mais periféricas. Membrana vitelina mostra-se mais espessa e
fortemente corada em rdsea pela Eosina. Células foliculares apresen-
tam-se ctibicas. (Fig. 1¢).

Fase IV— Ovocitos aumentados, citoplasma com mator afinida-
de pela Eosina. O nucleo central, possui contorno irregular e os nucléolos
se alojam na periferia.®> As vesiculas ocupam toda a periferia do
citoplasma e se apresentam maiores € em maior numero que nas fases
anteriores. A regido periférica do citoplasma apresenta fraca basofilia.
A porg¢do central do citoplasma esta ocupada por granulos de vitelo e
se cora fortemente pela Eosina. Membrana vitelina apresenta-se mais
espessa e fortemente corada em réseo, podendo-se observar estrias
transversais. Células foliculares sdo cubicas ou cilindricas (Fig. 1¢).

Fase V— Os ovocitos mostram-se muito aumentados se com-
parados com as fases anteriores e também com grande afinidade pela
Eosina. Citoplasma € praticamente ocupado pelos granulos de vitelo,
os quais parecem se fundir, deixando areas com aspecto manchado.
Na periferia do citoplasma pode-se observar poucas vesiculas
citoplasmaticas. A membrana vitelina mostra-se acidéfila ¢ menos es-
pessa que na fase anterior. Células foliculares sdo cubicas, podendo se
apresentar cilindricas em algumas areas (Fig. 1d).

Os foliculos atrésico e vazio ndo foram considerados como fases
do desenvolvimento ovocitario e sim como estruturas derivadas do pro-
cesso de ovogénese. ~

Foliculo Atrésico - Nem todos os foliculos ovarianos que iniciam
o desenvolvimento serdo liberados. Muitos ovocitos podem sofrer o
processo de atresia, o qual consiste em estacionar o desenvolvimento
folicular seguido de sua degenerac@o. Este processo ocorre geralmente

#Pelo do ovdcito apresentar um aumento em seu volume, torna-se dificil localizar o niicleo. * Através das andlises
microscopicas, observa-se que os granulos de vitelo surgem na regifio central e, posteriormente, ocupam todo o citoplasma.
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em foliculos ovarianos desenvolvidos. Em Hypostomus cf. tietensis,
inicialmente ocorre o desaparecimento da membrana vitelina seguido
pela deformacdo dos granulos de vitelo o que consequentemente leva a
uma desorganizag¢ao do foliculo ovariano (Fig. le).

Foliculo Vazio— Durante o desenvolvimento do foliculo ovaria-
no, células do tecido conjuntivo se organizam ao redor das cé€lulas
foliculares, originando as denominadas tecas. A membrana vitelina ¢
liberada juntamente com o ovécito, deixando no interior do ovario o
foliculo vazio. O foliculo vazio € caracterizado pela camada de células
foliculares circundadas pela teca (tecido conjuntivo). O lumen deixado
pelo ovocito, na ovulacdo, € desfeito com a desorganizagao do foliculo
vazio (Fig. 11).

DeteccAo DE CARBOIDRATOS NOS FoLicuLos OVARIANOS

Os carboidratos neutros foram demonstrados em todas as fases
do desenvolvimento, exceto na fase I (Fig.2a, 2b). Os carboidratos
acidos carboxilados foram demonstrados a partir da sub-fase Il inter-
mediaria até a fase V (Fig. 2c, 2d), sendo que nesta ultima apresentou
reacdo positiva somente nas células foliculares. Os carboidratos acidos
sulfatados foram observados a partir da sub-fase III intermedidria até a
fase IV (Fig. 2e).

Os resultados da detecgdo de carboidratos nos foliculos ovari-

anos se encontram resumidos na tabela 1.

DISCUSSAO

DgscricAo MorroLoGIca Dos FoLicuLos OVARIANOS

De acordo com WEesT (1990), os estudos histologicos fornecem
informagodes precisas sobre o estadio de desenvolvimento do ovocito.
Dias et al., (1998), trabalharam com 23 espécies marinhas e relataram
que muitos erros ocorrem quando € utilizada apenas andlise macroscopica
para determinar o estadio de maturagdo gonadal. A partir dos resulta-
dos obtidos, tais autores recomendam a utilizagdo da analise microsco-
pica.
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Tabela 1. Resultados obtidos utilizando-se diferentes técnicas para detecgdo de carboidratos
em ovério de Hypostomus tietensis em microscopia Optica. Técnicas: PAS = 4cido periddico-
Schiff; A.A. 2,5 = Azul de Alcian a pH 2,5; A.A. 1,0 = Azul de Alcian a pH 1,0. In. = inicial;
It. = intermediaria; Fi. = final; cf = células foliculares; ct = citoplasma; vv = vesiculas vitelinicas;
mv = membrana vitelina; gv = granulos de vitelo. - = reagio negativa; + = reagio positiva; ++
= reagdo fortemente positiva.
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Fig. 1: a-Foliculo ovariano fase I (seta). HE. 155x. b-Foliculo ovariano na fase II (FII), micleo
vitelinico (NV), foliculo ovariano sub-fase III inicial (SF III IN), vesiculas vitelinica (VV),
células foliculares (CF), nicleo (N) e nucléolo (seta pequena). HE. 77x. c-Foliculos ovarianos
na fase II (F II), sub-fase III inicial (SF III IN), sub-fase III intermediaria (SF III IT), sub-fase
III final (SF Il F) e fase IV (F IV). HE. 17,2x. d-Foliculos ovarianos fase V (F V). HE. 19,5x.
e-Foliculo atrésico (FA). HE. 17x. f-Foliculo vazio (F VZ). HE. 20,5x.
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Fig. 2: a-Foliculos ovarianos fases II (F II), sub-fase Il inicial (SF III IN), sub-fase III
intermedidria (SF III IT), sub-fase III final (SF III F) e fase IV (F 1IV). Nucleo (N), grénulos de
vitelo (GV), vesiculas vitelinicas (VV), membrana vitelina (MV) e células foliculares (CF).
PAS. 18,5x. b-Foliculo ovariano fase V (F V). Granulos de vitelo (GV), membrana vitelina
(MV) e células foliculares (CF). PAS. 15,8x c-Foliculos ovarianos sub-fase III intermediaria
(SF 111 IT), sub-fase III-final (SF III F) e fase IV (F IV). AA pH 2,5. 26x d-Foliculos ovarianos
sub-fase III final (SF Il F) e fase IV (F IV), membrana vitelina (MV) e células foliculares (CF).
AA pH 2,5. 67x. e-Foliculos ovarianos na sub-fase III final (SF III F) e fase IV (F IV). Nucleo
(N), vesiculas vitelinica (VV) e células foliculares (CF). AA pH 1,0. 13x.
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O nmiimero de fases de desenvolvimento ovocitario pode variar de
acordo com a espécie e também com os critérios utilizados pelos auto-
res.

Em Hypostomus cf- tietensis a ovogénese foi dividida em 5 fases
de desenvolvimento, sendo que as caracteristicas assumidas pelo foliculo
ovariano na fase I correspondem as denominadas ovogonias. Alguns
autores consideram as ovogdnias como sendo a primeira fase de de-
senvolvimento ovocitario (GopmHo, 1974; CARAMASCHI, GODINHO. &
ForesTI, 1982; AGoSTINHO, NARAHARA & GODINHO, 1982; CHAVES &
VazzoLER, 1984; AcosTiNHO et al., 1987; ZaniBon1 FILHO & RESENDE,
1988; CHAVES, 1989; MEnNEzZES & CaramMasHl, 1989 ; Matkovic &
Pisano, 1989; Sitva & EspeR, 1991). Por se tratar de uma célula dife-
renciada ¢ de caracteristicas morfoldgicas definidas, consideramos esta
como a cé¢lula inicial do processo de ovogénese. Outros autores ndo
incluem as ovogdnias nas fases do desenvolvimento ovocitario (GoDINHO,
1972 in Isaac-Nahum et al., 1983; Cussac & MAGGESE, 1986; Lima,
VaL-SerLa & Torquato, 1986).

Provavelmente a forte basofilia citoplasmatica do ovocito na fase
I em Hypostomus tietensis se deve ao fato do ovdcito se encontrar
em intensa sintese proteica, necessaria para a manutengdo do desen-
volvimento ovocitario. O nucleo vitelinico, encontrado na maioria dos
teledsteos nesta fase, localiza-se proximo ao niicleo da célula, mostra-
se como uma mancha de contorno aproximadamente circular com
granulagdo ¢ basofilia diferentes do citoplasma, exatamente como em
Rhinelepis aspera, descrito por AGOSTINHO et al. (1987).

As subdivisdes da fase I1I do desenvolvimento ovocitario foram
também descritas por Markovic & Pisano (1989) de acordo com a
localizagdo das inclusdes citoplasmaticas. Em Hypostomus cf. tietensis
o critério utilizado para afirmar que o foliculo ovariano apresenta-se na
fase I11, foi a presenga de vesiculas citoplasmaticas. A auséncia do
nticleo vitelinico (na fase [11), leva a crer que este estd intimamente
associado com a vitelogénese, concordando com Stva & Esper (1991),
que relacionaram o aparecimento do nucleo vitelinico a preparagao es-
trutural da célula para a subsequente vitelogenese.

O aparecimento dos granulos de vitelo na regido central do ovécito,
observado em Hypostomus cf tietensis, foram observados também
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por BarBierl & BArBIERI (1985) e Sitva & Esper (1991) para diferen-
tes espécies.

DeteccAo DE CARBOIDRATOS Nos FoLicuLos OVARIANOS

No presente estudo, as técnicas utilizadas para detectar
carboidratos ndo permitem descrever as fungdes exercidas por estes,
pelo fato de ndo identificar se os mesmos se encontram ligados a outras
moléculas organicas.

De acordo com RamapaN et al. (1979) a formagdo do vitelo em
peixes tem mostrado numerosas variacdes na origem, no NMero ¢ nas
transformagdes de inclusdes de vitelo durante a ovogénese. As inclu-
sdes podem conter gordura ou proteina ou glicogénio (podendo conter
os 2 ultimos associados).

Segundo GUTIERREZ, SARASQUETE & RODRIGUEZ (1985), Solea
senegalensis apresenta mucosubstancias acidas e glicoproteinas no
citoplasma de ovocitos vitelogénicos, concordando com os resultados
dos foliculos ovarianos das fases Il e [V em Hypostomus cf. tietensis.
Na presente investigacdo foi detectado que o surgimento de carboidratos
acidos inicia na subfase I1I intermediaria, quando as células foliculares
comegam a se modificar de pavimentosas para cuibicas, 0 que nos per-
mite inferir que estas células possam ser em parte responsaveis pela
sintese destes carboidratos. Nos foliculos ovarianos quando se apre-
sentam integros (células foliculares, membrana vitelina e ovocito), as
células foliculares mostram conter carboidratos neutros e dcidos. Apos
a eliminagdo do ovocito, se da a formagdo do foliculo vazio (formado
por células foliculares e tecido conjuntivo adjacente), o qual apresenta
apenas reagdo positiva ao PAS, indicando a presenga de carboidratos
neutros. Este fato sugere que as células foliculares sdo em parte res-
ponsaveis pela sintese de carboidratos acidos encontrados nos ovocitos
em desenvolvimento.

A membrana vitelina assume composi¢do quimica diferente em
varias espécies, Ramapan, Ezzat & Harez (1979) ¢ GUTIERREZ,
SARASQUETE & RODRIGUEZ (1985) detectaram polissacarideos neutros,
RaMADAN et al. (1987) identificaram glicogénio e mucopolissacarideos
neutros. De acordo com Mayer et al. (1988) em Dicentrarchus labrax
a zona radiata foi dividida em duas camadas: camada interna (PAS
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negativa) ¢ camada externa (PAS positiva). Nos ovocitos de Astyanax
bimaculatus lacustris, estudados por Lopks et al. (1987) a zona radiata
obteve reagdo PAS positiva e Azul de Alcian negativa, sendo que o
mesmo ocorreu no presente estudo com Hypostomus tietensis. Pelo
fato da membrana vitelina acompanhar o ovécito ap6s a extrusdo, pode-
se sugerir que esta € responsavel pela protecdo do ovocito no meio
externo bem como pela adesdo do mesmo, sendo esta adesdo possibi-
litada pelos compostos secretados pelas células foliculares junto a
menbrana vitelina. Ainda, a presenca somente de carboidratos neutros,
nos permite inferir que o espermatozoide além de possuir a morfologia
compativel com a micropila, devera ter composi¢do quimica especifica
para amembrana vitelina.

Nossos resultados demonstram que em Hypostomus cf- tietensis
a sintese de carboidratos acidos se da nos foliculos em vitelogénese e
desaparece por completo nos ovoécitos da fase V (foliculo maduro) , o
que nos leva a crer que estas substancias sdo necessarias para a manu-
tengdo da ovogénese. Os carboidratos neutros, detectados desde a
fase II de desenvolvimento ovocitario e se fazendo presente em todas
as demais fases, podem estar associados com o desenvolvimento inici-
al do embrido.

RESUMO

No presente estudo, a ovogénese de Hypostomus cf. tietensis
foi estudada ao nivel morfologico e citoquimico. A morfologia foi ob-
servada pela técnica Hematoxilina-Eosina, sendo detectadas 5 fases
de desenvolvimento com base no tamanho dos foliculos, afinidade pe-
los corantes, inclusdes citoplasmaticas e presenca de membranas
foliculares. Para a identifica¢do dos carboidratos foram utilizadas as
técnicas do PAS, Azul de Alcian pH 2,5 ¢ Azul de Alcian pH 1,0. Os
carboidratos neutros foram demonstrados em todas as fases do desen-
volvimento, exceto na fase I. Os carboidratos acidos carboxilados fo-
ram demonstrados a partir da sub-fase III intermediaria até a fase V,
sendo que nesta Gltima apresentou reacdo positiva somente nas c€lulas
foliculares. Os carboidratos acidos sulfatados foram observados a par-
tir da sub-fase I1I intermedidria até a fase I'V.
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ParLavras cHAVE: Loricariidae, Hypostomus, reproducdo, ovogénese.

SUMMARY

In the present study, the oogenesis of Hypostomus cf. tietensis
was studied at morphological and cytochemical level. Morphology was
observed through the Hemathoxilin-Eosin technique, being detected five
development phases based on the size of the follicles, stain affinity,
cytoplasmatic inclusions, and the presence of follicular membranes. The
carbohydrates were studied by the following techniques: PAS, Alcian
blue pH 2,5 and Alcian blue pH 1,0. The neutral carbohydrates were
demonstrated in all development stages, except in the stage 1. The
carboxylated acids carbohydrates were demonstrated from the
intermediate sub-phase IIT until stage V, where positive reaction was
showed only in the follicular cells. The sulphated acids carbohydrates
were observed from the intermediate sub-stage I11 to the stage IV.

Ky worps: Loricariidae, Hypostomus, reproduction, oogenesis.
RESUME

L’ovogenese de Hypostomus cf tietensis a été étudie sur les
aspects morphologique cytochimique. La morphologie a ét¢ étuduié avec
la technique Hematoxiline-Eosine. Cing stage de développement a été
detecté basée sur la taille des follicules, affinitée par les colorants,
inclusions cytoplasmatiques et présence des membranes folliculaire. Les
carbohydrates ont été étudié par les téchniques PAS, blue d’Alcien pH
2,5 etpH 1,0. Les carbohydrates neutre ont été démontrés dans toutes
les stages de développemte a I’exciption du premier (I). Les
carbohydrates acide carboxylées ont ét¢ démontrés depuis la phase
intérmediaire du Il stage jusqu’au V stage, ou’ des reation positives
ont ét¢ demonstrés seulement das les céllules folliculaires. Les

carbohydrates sulfated ont été observés depuis la phase intérmediaire
du I stage jusqu’au V stage.

Mors cLEs: Loricariidae, Hypostomus, reproduction, 'ovogenese.
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