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ABSTRACT

A morphological study of the yolk nucleus in previtellogenic oocytes from A. bi-
maculatus has been carried out. Six phases of development were described from its for-
mation closed to the oocyte nucleus to its dispersion in the periferic ooplasm. Histo-
chemical techniques indicate proteins, lipids and RNA in the yolk nucleus of A. bima-
culatus, but there are no carbohydrate in this structure. The origin and functional
activity of the teleost yolk nucleus are discussed.

INTRODUCAO

O nucleo vitelinico ¢ um complexo justanuclear de organelas que circunda o cen-
trossoma de ovocitos de vertebrados e invertebrados (GURAYA, 1979 revisao). Descrito
pela primeira vez por Balbiani, ele recebe também outras denominages tais como:
corpo de Balbiani, nicleo vitelinico de Balbiani, nuage, substancia palial ou corpos
semelhantes a nucléolos. Em teledsteos, o nucleo vitelinico ocorre no citoplasma dos
ovocitos pré-vitelogénicos mas varios estudos indicam sua formacgdo a partir de material
nuclear (DROLLER & ROTH, 1966; BEAMS & KESSEL, 1973; AZEVEDO, 1984). Es-
tudos ultra-estruturais mostram que o corpo de Balbiani é constituido de agregados de
ribonucleoproteinas associadas a uma populagdo heterogenea de organelas citoplasmati-
cas tais como: mitocondrias, reticulo endoplasmadtico, elementos do Golgi e corpos
multivesiculares (SELMAN & WALLACE, 1989 revisao). Além destas organelas, foram
também observadas, em algumas espécies de peixes, lamelas anuladas as quais tem estru-
tura semelhante a do envoltério nuclear, apresentando inclusive poros (CRUZ-LANDIM
& CRUZ-HOFLING, 1979; GURAYA, 1979 revisao). As fung¢ées do nucleo vitelinico
ainda nao estao esclarecidas mas existem evidéncias de seu envolvimento na vitelogénese
(GURAYA, 1979 revisao).

Considerando que nao existem estudos pormenorizados sobre o nucleo vitelinico
em peixes teledsteos brasileiros, o presente trabalho tem como objetivo estudar esta es-
trutura nos ovdcitos do lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax bimaculatus (Linnaeus,
1758) com a finalidade de descrever sua morfologia ao microscopio Optico, estabelecer
as fases de seu desenvolvimento e determinar sua composi¢ao quimica.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas onze fémeas de A. bimaculatus em diferentes fases de maturagao
gonddica. Os peixes foram capturados no periodo de 1987/88, no rio Paranaiba, MG,
no trecho a ser inundado pela futura Usina Hidroelétrica de Bocaina. Para os estudos his-
tologicos, fragmentos de ovdrios foram fixados em liquido de Bouin durantes quatro ho-
ras, incluidos em parafina ou paraplast e cortados com 4 a 7 umde espessura. Os cortes
foram corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina, tricromico de Gomory e tricromi-
co de Mallory. Alguns fragmentos de ovérios foram fixados em formol a 10%, cortados
em criostato com 10 a 12 um de espessura para histoquimica de Iipides. A andlise do
conteudo do nacleo vitelinico foi feita através das seguintes técnicas histoquimicas, con-
forme descritas por PEARSE (1985): para detec¢do de carboidratos: acido peridédico-
Schiff (PAS), alcian blue 8 GX-Sigma em pH 2,5 e em pH 0,5; para deteccdo de protei-
nas com radical NH, : ninhidrina-Schiff, para detecgdo de lipides: Sudan black B e para
detecgao de RNA: methyl green-pyronin.

RESULTADOS

O desenvolvimento ovocitario de 4. bimaculatus foi dividido em 4 estdadios de
acordo com a classificagio de BAZZOLI & RIZZO (1990): O, =ovocito jovem,
0O, =ovocito pré-vitelogénico; O3 = ovdcito com vesiculas corticais e O, = ovocito com
globulos de vitelo. O nucleo vitelinico apresenta-se como estrutura baséfila, de morfolo-
gia varidvel, e € caracteristico dos ovocitos 2, pré-vitelogénicos. Seu desenvolvimento foi
dividido em 6 fases (Figs. 1 a 6) baseando-se nas modificages morfologicas observadas
desde o seu aparecimento na regiao justanuclear até sua dispersao no ooplasma periféri-
co, quando surgem as vesiculas corticais:

Fase 1: o nicleo vitelinico apresenta-se como pequena estrutura esférica, densa, forte-
mente basofila, circundada por halo claro e em continuidade com o nucleo do ovécito.
Nesta fase, o citoplasma do ovdcito, também basofilo, apresenta-se finamente granular,
seu nucleo € relativamente grande, vesiculoso, central e com nucléolos acolados a face
interna do envoltério nuclear (Fig. 7).
Fase 2: o nicleo vitelinico perde a continuidade com o nucleo do ovécito e gradativa-
mente afasta-se em dire¢do ao citoplasma periférico. O halo claro persiste e uma area
central acidofila pode ser observada no nicleo vitelinico da maioria dos ovdcitos.
Fase 3: nesta fase, o halo claro € preenchido por material finamente granular. Deste mo-
do, o nucleo vitelinico apresenta duas regies distintas: regido interna densa e regido ex-
terna finamente granular (Fig. 8).
Fase 4: o ovocito apresenta-se mais desenvolvido, o nucleo vitelinico desorganiza-se ori-
ginando granulagdes grosseiras, fortemente basofilas, que ocupam quase todo ooplasma.
Fase 5: o conteudo do nucleo vitelinico ocupa posi¢ao periférica no ooplasma, forman-
do um colar continuo de granulos baséfilos (Fig. 9). O ovécito apresenta-se maior que
nas fases anteriores, seu nucleo é central, de contorno irregular, e com nucléolos ainda
provocando protusdes no envoltdrio nuclear.
Fase 6: o conteido do nucleo vitelinico, formado pelo colar de granulos baséfilos peri-
féricos, dispersa-se gradativamente no ooplasma a medida que surgem as vesiculas cor-
ticais (Fig. 10).

No nucleo vitelinico de A. bimaculatus detectou-se a presenga de proteinas, li-
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pides e RNA devido a reagdo positiva as técnicas de ninhidrina-Schiff, Sudan black B e
methyl greenpyronin, respectivamente. Nenhum componente carboidrato foi detecta-
do devido 2 negatividade as técnicas do PAS, alcian blue em pH 2,5 e em pH 0,5.

Figs. 1 a 6 — Desenho esquemdtico das 6 fases de desenvolvimento do nucleo vitel'nico em ovécitos
pré-vitelogénicos de A. bimaculatus.
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Figs. 7 a 10 — Morfologia do nucleo vitelinico durante seu desenvolvimento em ovGcitos pré-vitelo-
génicos de A. bimaculatus. 7 — conecg¢ao ddo nucleo vitelinico com o nicleo do ovécito na
fase 1. HE. 736X. 8 — o niicleo vitelinico na fase 3 é constiturdo de 2 regides distintas: re-
gido central densa(*) rodeada por material finamente granular. HE. 1090X. 9 — o material
do nucleo vitelinico forma um colar periférico de granulos grosseiros na fase 5 (*). HE.
370X. 10 — na fase 6, o material do nucleo vitelinico dispersa-se no ooplasma quando apa-
recem pequenas vesiculas corticais (seta). T. Gomory. 990X.
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DISCUSSAQ

A maioria dos autores registrou a presenga do nucleo vitelinico nos ovécitos pré-
vitelogénicos de teledsteos (SHAHI et al., 1979; SAHAI & BANNATWALA, 1989;
SELMAN & WALLACE, 1989 revisio; BAZZOLI & RIZZO, 1990), coincidindo com
nossas observagdes no lambari-do-rabo-amarelo, onde esta estrutura apresenta-se forte-
mente basofila e com um centro acidéfilo conforme também descrito por BEAMS &
KESSEL (1973) e MAYER et al. (1988). Apos revisao da literatura, GURAYA (1979)
também relatou que, na maioria das espécies de teledsteos, o nucleo vitelinico é baséfilo
entretanto, SHAHI et al. (1979) descreveram nucleo vitelinico acidéfilo em Channa
punctatus.

A presenga de halo claro bem definido circundando o nucleo vitelinico de A4. bi-
maculatum, coincide com as observagdes ao microscopio 6ptico de CHAUDHRY
(1952), NAYYAR (1964), SHAHI et al. (1979). Segundo CHAUDHRY (1952) e
NAYYAR (1964), este halo claro deve-se a retragao do material provocada pela agdo dos
fixadores ou pela a¢do da parafina. No entanto, existe também a possibilidade desta re-
gido ser artefato de técnica resultante de extragdo de material durante o processamento
histolégico. No presente trabalho, o halo claro foi observado somente nas fases iniciais
de desenvolvimento do nucleo vitelinico. Na fase 3, esta regido ¢ preenchida por mate-
rial finamente granular que parece ser proveniente da dispersao do material da regido
densa central.

A literatura mostrou que existem variagdes no desenvolvimento do nucleo viteli-
nico de teledsteos. Em algumas espécies, ele origina-se proximo ao nucleo do ovécito e
migra para o citoplasma periférico onde forma um colar de granulos grosseiros antes de
seu desaparecimento. Em outras espécies. ndo se observa a formagao do referido colar. o
nucleo vitelinico simplesmente migra para a- periferia e seu conteudo dispersa-se no cito-
_ plasma. Em A. bimaculatus, durante o desenvolvimento do nucleo vitelinico, forma-se o
tipico colar periférico de granulos basofilos, semelhante aquele descrito por
CHAUDHRY (1952), BEAMS & KESSEL (1973), BEGOVAC & WALLACE (1988),
MAYER et al. (1988).

Reagoes histoquimicas indicaram a presenca de proteinas e Ifpides no nicleo vite-
linico do lambari-do-rabo-amarelo coincidindo com as observa¢oes de GURAYA (1963),
NAYYAR (1964), THOMAS & SATHYANESAN (1985) e auséncia de carboidratos
conforme os relatos de THOMAS & SATHYANESAN (1985), CUSSAC & MAGGESE
(1986), MATKOVIC & PISANQ (1989). Entretanto, ao contrdrio, NAYYAR (1964)
constatou reagao PAS-positiva nesta estrutura. Além destes componentes, o nucleo vi-
telinico de A. bimaculatus contém também RNA conforme também relatado por
GURAYA (1963), NAYYAR (1964), BEAMS & KESSEL (1973), AZEVEDO (1984).

Na presente investigagdo, observou-se continuidade entre o nucleo vitelinico re-
cém-formado e o nucleo do ovdcito. Este fato, associado a existéncia de nucléolos peri-
féricos acolados a face interna do envoltério nuclear e a presenga de RNA no nicleo
vitelinico, sugere possivel origem nucleolar para esta estrutura. Nossas suposigGes s3o
reforgadas pelos relatos d¢ DROLLER & ROTH (1966) e BEAMS & KESSEL (1973)
que constataram, através de estudos ao microscopio eletronico, material semelhante ao
dos nucléolos no citoplasma. Estudas radioautograficos d¢ AZEVEDO (1984) também
indicam que, durante a ovogénese, hd transporte continuo de RNA e proteinas do nu-
cléolo para o citoplasma e estas substancias condensam-se na regido perinuclear para for-
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mar o nucleo vitelinico ou corpos semelhantes a nucléolos. Além disso, passagem de
material nucleolar para o citoplasma foi relatada, em vdrias espécies de peixes, por
CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING (1979) que relacionaram este material com o plas-
ma germinativo. GURAYA (1963) e NAYYAR (1964) ndo observaram o fendmeno de
extrusdo nucleolar e por isso negam a origem nuclear para o nicleo vitelinico.

Apesar da ocorréncia do nicleo vitelinico ser bem documentada, seu significado
funcional ndo estd totalmente esclarecido. Sua participa¢ao na vitelogénese foi admitida
por GURAYA (1963), NAYYAR (1964), SHAHI et al. (1979) e SAHAI & BAN-
NATWALA (1989) que associaram esta fungdo com sua migragdo centrifuga e seu de-
saparecimento ao iniciar o processo de vitelogénese, o que foi também observado em A.
bimaculatus no presente estudo. GURAYA (1979, revisao) reforga esta idéia e sugere
que o nucleo vitelinico estd envolvido na formagdo, multiplicagdo e acumulagdo de or-
ganelas necessdrias a vitelogénese. De fato, estudos a0 microscopio eletronico mostra-
ram que o nucleo vitelinico contém as organelas envolvidas na sintese de vitelo
(SELMAN & WALLACE, 1989 revisio). No mesmo sentido, BEGOVAC & WALLACE
(1988) acompanharam o desenvolvimento do nucleo vitelinico “in vitro” utilizando
ovocitos corados vitalmente com rodamina 123 e acridina-orange, que indicam a presen-
¢a de mitocondrias e elementos lisosomais (corpos multivesiculares), respectivamente.
Segundo estes autores, os corpos multivesiculares representam um compartimento pre-
cursor para a formagao dos glébulos de vitelo, devido ao fato de estarem envolvidos na
degradagao intracelular da vitelogenina. Adicionalmente, a sugestdo de AZEVEDO
(1984) que o nicleo vitelinico contém substancias necessdrias & maturagdo ribossomal
pode também ser uma indicagdo de que esta complexa estrutura participa indiretamente
da formagao do vitelo protéico.
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