Comportamento dos nucléolos

e mitocondrios durante a ovogénese de peixes t

Resumo

Os ovdcitos de peixes teledsteos em fase pré-vite-
logénica apresentam numerosos nucléolos localizados
perifericamente no nucleo. Existem evidéncias morfo-
|6gicas da passagem do material destes nucléclos pga-
ra o citoplasma onde se associa a mitocondrios e se
dispersa, mantendo sempre a associacao. Este mate-
rial pode ser detectado no ovécito mesmo apbés o ini-
cio da deposicio de vitelo possivelmente vindo a cons-
tituir o plasma germinativo.

INTRODUGAO

Vérios estudos tém sido realizados sobre
o comportamento e fungdo dos nucléolos du-
rante a ovogénese. A observagdo mais geral
a respeito, indica papel proeminente deste
organulo nuclear na armazenagem doc RNA
ribossdémico necessério para atender & sinte-
se de proteinas nos estdgios iniciais do de-
senvolvimenio embrionéario (Brown & Littna,
1964; Perry, 1966) .

Gansen & Schram (1968) estudando a ul-
tra-estrutura e citoguimica da vesicula germi-
na! do ovécito de Xenopus laevis descreveram
trés tipos de nucléolos que correspondem a
variagbes durante o ciclo ovogénico: 1) gran-
des nucléolos tipicos, geralmente em numero
de um por célula; 2) alguns nucléolos com
protuberancias; 3) numero varidvel de micro-
nucléolos. Basicamente estes nucléolos néo
diferem nos seus componentes ultra-estrutu
rais ou quimicos e apresentam-se na célula
em uma seqiéncia temporal. Todos os nucléo-
los sdo constituidos de fibrilas com 1 — 2 nm
de diametro e granulos de 20 nm de didmetro
e apresentam composicdo de RNA e proteinas,
sendo a Gnica diferenca entre eles a distribui-
cdo espacial dos elementos estruturais e a
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presenca de DNA nos nucléolos grandes
Miller (196€) por sua vez, relata a presenca
de centenas de nucléolos localizados perife-
ricamente no nucleo de ovdcitos de salaman-
dra, destacados dos cromossomos, 08 quais
correspondem aos micronucléolos menciona-
dos acima. Segundo o autor, estes nucléolos
apresentam um componente membranoso sob
4 forma de tubulos achatados que teria impor-
tancia na transferéncia ou transformacgéo in-
tra-nuclear das moléculas precursoras do
RNA ribossémico apds sua transcrigdo do
DNA. Ja Dallai (1967) e Hinsh (1970), des-
crevem a presenca de membranas intranuclea-
res, associados aos nucléolos, cujo papel po-
deria ser no transporte do material nucleolar
para o citoplasma.

Esta transferéncia de RNA ribossomico do
nicleo para o citoplasma apesar de universal-
mente aceita, permanece obscura quanto ac
modo da passagem, embora vérias maneiras
tenham sido sugeridas por diferentes autores
(Hinsch, 1970) .

No caso dos ovocitos é bastante comum
encontrarem-se acumulos de material seme-
lhante ao dos nucléolos do lado citoplasmati-
co do envelope nuclear (Lewis & McMillan,
1965: Droller & Roth, 1966; Eddy, 1975; Clérot,
1976) . O aparecimento desse material 1o
citoplasma préximo ao envelope nuclear €
freqiientemente acompanhado por modifica-
cbes nos nucléolos, como por exemplo vacuo-
lizagdo (Esper, 1965) e mais tarde por modifi-
cacbes citoplasmaticas que ocorrem associa-
das 2 mitocondrios (Clérot, 1976) .

O presente estudo refere-se a ultra-estru-
tura dos micronucléolos presentes em ovoci-
tos de peixes e a andlise das evidéncias

( * ) — Pesquisa financiada pelo CNPq ¢ NSF — Grant n.e BNS 75-10457A01

(**) — Instituto de Biociéncias — UNESP — Rio Clare, SP.
(***) — Instituto de Biologia — UNICAMP — Campinas, SP.

ACTA AMAZONICA 9(4): 723-728. 1979 — 723



morfologicas da passagem de seu contelido
para o citoplasma, bem como de sua evoiucdo
neste compartimento celular, durante a fase
pré-vitelogénica do ovécito.

MATERIAL. £ METODOS

Foram estudadas sete espécies de peixes,
quatro pertencem & superordem Ostariophysi
(Cypriniformes) Serrasalmus sp; Hemiodus
gracilis, Hemiodus immaculatus e Semapro-
chilodus sp e 3 pertencentes a superoidem
Acantopterygii  (Perciformes) Crinicichla jo-
hanna e Plegioscion squamosissimus e (Ar-
therimiformes); Pseudotylosurus microps. Os
peixes foram capturados nos rios Solimdes
(lago Janauaca) e Negro (arquipéiago Anavi-
lhanas), Amazonas, durante o més de janeiro,
enquanto a bordo do R/V Alpha-Helix da Uni-
versidade de La Jolla, California.

Fragmentos dos ovérios foram fixados em
gluta raldeido a 2.5% em tampao fosfato, pH
7.2, a 4°C durante 3 — 12 horas. ApGs lava-
gem em tampéo, foi feita a post-fixacdo com
acide 6smico a 1% no mesmo tampdo duran-
te 2 horas. A desidratacdo foi feita em série
crescente de etandis apds o gue se procedeu
a inclusdo em araldite. Os cortes foram ete-
tuados em ultramicrétomo Porter-Blum MT 2B
com navalhas de vidros e examinados em mi.
croscopio eletrdnico Zeiss EM 9-S2. Cortes
grossos foram corados com mistura em partes
iguais de azul de metileno e azur II.

RESULTADOS

As gbnadas se encontravam em estagins
diferentes de desenvolvimento, mas todas
apresentararn ninhos de células com ovdcitos
em fase pré-vitelogénica (designamos fase
pré-vitelogénica a fase que precede o apareci-
mento dos primeiros granulos de vitelo no
citoplasma) . Nesta fase os ovécitos apresen-
tam nuacleoe relativamente grandes (10 sm de
diametro) e citoplasma altamente basofilico
(Fig. t1a). Em cortes o nicleo se apresenta
preenchido por nucleoplasma de baixa densi-
dade eletrénica, contendo alguns grénulos es-
parsos de cromatina e numerosos nuciéolos
localizados periféricamente (Fig. 1h), os quais
correspondem aos micronucléolos de Gansen
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e Schram. O nimero e tamanho dos nucléo-
los & veriavel, sendo sua forma a principio
predominantemente esférica mas tendendo
para irregular & medida que os ovécitos se
apresentam mais desenvolvidos.

Inicialmente os nucléolos se apresentam
altamente compactos e constituidos de mate-
rial fibro-granular. Com o desenvolvimento
dos ovécitos torna-se distinta uma medula
compacta com menor eletrondensidade e uma
cortex granuiar mais eletrondensa e mais di-
fusa, cujos prendncios ja podem ser observa-
dos na figura 1b e também na 2a.

O processo de difusdo ou dissolucdo do
nucléolo se intensifica podendo atingir a re-
gido medular, deixando uma massa compacta
em forma de anel ao seu redor (Fig. 2b) . Ao
microscopio 6ptico nucléolos desse tipo apre-
sentam-se como se contivessem um vactolo
central. (Fig. 2¢). A caracteristica granular
do material em dispersdo é bem evidente, me-
dinde os granulos 30nm de diametro (Fig. 3a).

Fig. 1 — Ovécitos em fase pré-vitelogénica: A} — Mi-
crografia de corte grosso ao microscépio de luz: B) —
Micrografia eletronica de pequeno aumento n=ntcleo;
n=nucléolo; md=material denso de origem nuclear;
m=mitocondrios; oo=ovécito. (Serrasalmus sp.)
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Nesta fase pode observar-se material com
o mesmo aspecto morfologico colocado junto
ao envelope nuclear, do lado citoplasmatico,
em pequenos agrupamentos (Figs 1b, 2a e b,
3b e 4a) dando idéia de que o material dos
micronucléolos deve ter sido transferido para
o citoplasma.

Fig. 2 — A) — Nucléolo (nu) em fase de descompacta-
cdo dando origem a fitas anastomosadas de material
granular (flechas); B) — Nucléolo (nu) em fase de des-
compactacdo dando origem & vactolo (va) intranucleo-
lar; C) — Micrografia de corte grosso ao microscapio
de luz mostrando nucléolos vacualizados. co=ovdcitos;
en=envelope nuclear; md=material denso. (Hemiodus
immaculatus)

O envelcpe nuclear dos ovécitos apresen-
ta grande quantidade de poros e em alguns
casos foi possivel observar comunicagdo en-
tre o meterial do nucléolo e esses poros
(Fig. 3a). E também muito freqiiente em cor-
tes transversais dos poros, observar-se mate-
rial granular na sua luz.

Comportamento dos. ..

Estruturas membranosas, formando wvesi-
culas ou enovelados irregulares (figuras mie-
linicas) intranucleares foram também obser-
vados nesta fase de transferéncia do material
do nicleo para o citoplasma (Figs. 32 e b
e 4b).

No citoplasma o material eletrondensc pe-
rinuclear se associa a mitocdndrios (Figs. 3b,
4a e b, 5a ¢ b e 6). Inicialmente os mitocdn-
drios se colocam ao redor da massa de mate-
rial, enquanto esta ainda esta justaposta ao
envelope nuclear (Fig. 3b). A massa a princi-
pio compacta (Fig. 4a) passa por um processo
de difusdo semelhante ao que ocorre no nu-
cléolo formando-se um reticulo de fitas cons-
tituidas por material granular (Fig. 4b) . A me-
dida que isto acontece o material se dispersa
pelo citoplasma afastando-se do niclec (Figs.

Fig. 3 — A) — Nucléolo (nu) em corte tangencial mas-
trando a natureza granular dos componentes e proje-
¢oes (flechas) deste material para os poros (po) do en-
velope nucleor (en); B) — Associagdo do material
(md) denso a mitocéndrios (m) do lado citoplasmaético.
ve—=vesiculas, rb=ribossomos, fm=figuras mielinicas.
(Plagioscion squamosissimus)
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Fig. 4 — A) — Material denso (md) envolvido por mito-
condrios (m); B) — Dispersdo do material denso ao se
afastar do ndcleo (n). fm=figuras mielinicas). (Serra-
salmus sp)

4b e 5a e b) . A dispersdo vai se tornando cada
vez maior, desfazendo-se o reticulo (Fig. 5a),
mas conservando-se o material denso, de pro-
vavel origem nucleolar, associado aos mito-
condrios (Fig. 5b).

Em alguns ovdcitos foram também obser-
vadas lamelas anuladas (Figs. 5b e ¢) assc-
ciadas aos mitocdndrios e ao material ele-
trondenso. As lamelas anuladas tém estrutura
semelhante & do envelope nuclear, apresenta-
do poros. O aparecimento destas iamelas
néo foi muito freqliente nas espécies estuda-
das e a sua origem ndo pdde ser determinada.
Em alguns pontos as lamelas anuladas apre-
sentam dilatacbes nas extremidades (Fig. 5c)
dando origem a membranas a que ficam ade-
ridos ribossemos, originando assim, os pou-
cos perfis de reticulo endoplasmético granular
presentes no ovodcito. Como jé& foi dito, o ci-
toplasma dcs ovdcitos nesta fase inicial do
desenvolvimento, antes da deposicéo de vitelo
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€ muito basofilico e concordantemente muito
rico em ribossomos. Cisternas de reticulo
endoplasmatico sfo no entanto, muito raras e
os ribossomos geralmente apresentam-se li-
vres ou sob a formea de polissomos.

Em fase posterior, quando a deposigio de
vitelo j& se acha em processamento ainda po-
dem ser observadas as fitas de material den-
so granular, no citoplasma intersticial ao vite-
lo, sempre nas proximidades de mitocondrios
(Fig. 6).

Discussio

A formacdo de numerosos nucléolos du-
rante a ovogénese é fato bem conhecido.
Esses nucléolos aparecem durante a profase |
da meiose, concomitantemente aos cromosso-

Fig. 5 — A) — Dispersdo do material denso (md) com

fragmentacdo do reticulo inicial; B) — Associacdo de
mitocdndrios (m) material denso (md) e lamelas anula-
das (fa); C) — Lamelas anuladas (1a) em corte tangen-
cial mostrando a ocorréncia de poros (po) e alguns
pontos que parecem dar origem a membranas do reti-
culo. rb=ribossomos, fm=figuras mielinicas (Serra-
salmus sp.)
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Fig. 6 — Citoplasma de ovécito mostrando 4 alguns
grios de vitelo (gr) e por entre estes o material denso
(md) ainda associado a mitocondrios (m). gl=glicogé-
nio (Crencichla johanna)

mos plumulados e muito do seu material €
originado nas alcas destes cromossomos. Es-
tes, sdo, portanto, nucléolos que provavelmen-
te ndo contém apenas material da regi@o or-
ganizadora co nucléolo e que ndo se conser-
vam ligados aos cromossomos de origem.
sendo a sua localizacdo na periferia do nicleo,
também, bastante conhecida (Miller, 1966).

A passagem do material destes nucléolos
para o citoplasma tem sido aventada por vé-
rios autores, bem como sua associagdo a
mitocdndrios apds atingir o citoplasma (Eddy,
1974; Clérot 1976) . Esse fendmeno de trans-
feréncia de material de origem nucleolar para
o citoplasma é de ocorréncia generalizada
mas, raramente o fendmeno pode ser morto-
logicamente observado, como acontece no
caso dos actimulos de material eletrondenso
perinucleares nos ovdcitos, observados pre-
sentemente. OQOutras evidéncias da passagem
do material nucleolar para o citoplalsma s&o:
a) a natureza morfolégica semelhante dos
nucléolos e das massas de material denso

Comportamento dos. ..

citoplasmético; b) a comunicacdo entre 0s
nucléolos em dissolugdo e os poros nucleares;
c) a presenca de estruturas membrancsas in-
tranucieares (Dallai, 1967; Hinsch, 1970). A
ocorréncia de material eletrondenso com ori-
gem e comportamento semelhante foi descrito
por alguns autores, dos quais citamos Russel
& Frank (1978) durante a espermatogénese.
Eddy (1974) e estes Ultimos autores citados
dao a este material a designacdo “nuage”
justamente por em muitos casos ele se dis-
persar de forma irregular apresentando-se
como manchas ou “nuvens” em certas regides
do citoplasma. O trabalho de Eddy consiste
numa revisdo sobre a relagdo do plasma ger-
minativo com a origem da linhagem germina-
tiva durante o desenvolvimento embrionarios
em vérios animais. Nesta revisdo é postulado
que a “nuage”, ou seja, o material eletronden-
so de origem nuclear vai constituir na célula
ovo o plasma germinativo o qual determina o
destino de linhagem germinal dos biastome-
ros gue o vierem a conter.

No presente caso existem evidéncias mor-
foldgicas da passagem de material do ndcleo,
mais claramente dos nucléolos para o cito-
plasma. Este material, provavelmente ribonu-
cleoproteinas com fungéo ribossdmica, se as-
socia a mitocondrios e pdde ser seguido até
depois da deposigdo de vitelo nos ovocitos.
Este material apresenta-se morfologicamente
e do ponto de vista da evolugdo na célula,
muito semelhante aquele a quem Eddy atribue
a funcado de plasma germinativo.
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SUMMARY

The teleostean ovocytes in phase pre-vitelogenic
show numerous nucleoli in the nucleus periphery.
Morphological evidences indicate that the nucleolar
material is transfered to the cytoplasm whese it associ-
ate with mitochondria. Later this dense material of
nucleolar origin disperse in the cytoplasm always
associated to the mitochondria. This material can be
detected even after the yolk deposition and may consti-
tute the ovocyte germ plasm.
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