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Desenvolvimento dos ovoécitos em Harengula clupeola,
Urophycis brasiliensis, Eucinostomus argenteus, Isopisthus parvipinnis e
Menticirrhus americanus (Teleostei)*

Paulo de Tarso da Cunha CHAVES**

Instituto Oceanogréfico da Universidade de Sao Paulo
(Caixa Postal 9075, 01051 Sao Paulo, SP)

@ Abstract: The phases of the oocyte involved in the ovarian maturation were his-
tologically described for five teleosts species from Sao Paulo coast. It was observed
that the oocyte development is group-synchronous in more than two batches,
suggesting multiple spawnings per season. Using the Greeley Jr. ef al. method
(1987), the oocyte size was obtained in each phase, according to the species. The
approximate diameters in which the oocytes enter the vitellogenesis and pre-
ovulatory hydration were, respectively (in #m): 140 and 580 in Harengula clupeola,
100 and 480 in Urophycis brasiliensis, 140 and 480 in Eucinostomus argenteus, 140
and 640 in Isopisthus parvipinnis, and 100 and 540 in Menticirrhus americanus. Data
presented may contribute for future life cycle studies of these species, by helping
the identification of the ovarian maturation level of the considered specimens, using

oocyte morphometric measures.

® Descriptors: Reproduction, Teleosts, Oocytes, Clupeidae, Gadidae, Gerreidae,

Sciaenidae.

@ Descritores: Reprodugao, Teledsteos, Ovocitos, Clupeidae, Gadidae, Gerreidae,

Sciaenidae.

Introducao

O grau de maturagao dos oviérios de peixes pode ser
avaliado através de véirios métodos, tanto qualitativos
(analisando-se, p.ex., coloragao, vascularizagio e textura
das gbnadas), como quantitativos (empregando-se, p.ex.,
relagoes numeéricas entre peso das génadas e do corpo ou
entre volume das gonadas e dimensdes do corpo). No
primeiro grupo, dois métodos sao inerentes aos ovocitos
em particular: a andlise do conteiido vitelinico e a
mensuragao de seu tamanho. O conteiido vitelinico é
eficientemente avaliado através de métodos histologicos,
0s quais, porém, demandam tempo e recursos para sua
execugao. As medigdes dos tamanhos ovocitérios, por seu
lado, requerem o conhecimento prévio dos valores
numéricos a que cada nivel de desenvolvimento
corresponde.

(*) Parte da tese de doutorado apresentada ao IOUSP em 18-11-
1988. Trabalho parcialmente financiado pela CIRM.

(**) Ex-bolsista da FAPESP (Proc. 86/0574-8).
Endereco atual: Departamento de Biologia Celular, UFPR.
Caixa Postal 19031, 81504 Curitiba, PR.

Em vista disso, ¢ considerando-se a importancia da
identificacao das fases ovocitdrias para a avaliagio dos
estadios de maturagao gonadal, este trabalho associou, em
cinco espécies do litoral de Sao Paulo, o método
histologico ao de medigao de ovécitos. As espécies
selecionadas para o trabalho foram Harengula clupeola
(Clupeidae), Urophycis brasiliensis (Gadidae),
Eucinostomus argenteus (Gerreidae), e Isopisthus
parvipinnis ¢ Menticirrhus americanus (Sciaenidae), todos
de expressiva ocorréncia na regido, e para 0s quais a
pesquisa bibliogréfica nao acusou a existéncia de
informagbes prévias sobre fases de maturacgao ou
dimensoes ovocitarias. Pretende-se, assim, (1) reconhecer
as fases de desenvolvimento envolvidas no processo de
maturacao ovocitéria, e (2) identificar a faixa de didmetro
a que cada uma dessas fases corresponde nas cinco
espécies estudadas.

Material e métodos

Para estabelecer-se uma correspondéncia entre as
fases de desenvolvimento dos ovécitos e as suas
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dimensoes, aplicou-se 0 modelo apresentado por Greeley
Jr. et al. (1987) em Mugil cephalus, confrontando-se:

a) os didmetros ovocitdrios de porgoes de ovarios
dissociados em solugdo de Gilson, medidos sob
estereomicroscopio; com

b) as fases ovocitdrias descritas histologicamente
para essas gonadas, de porgdes mantidas em fixador
comum (formol 10%, por duas a 12 semanas).

Os exemplares pertencentes as cinco espécies
analisadas - Harengula clupeola (n=11), Uro hyc:s
brasiliensis (n=9), Eucinostomus argenteus f
Isopisthus parvipinnis (n=9) e Menticirrhus amencanus
(n=6), foram coletados no litoral norte do Estado de Sao
Paulo, entre os anos de 1985 e 1987. A fixacao das gonadas
foi realizada a fresco, geralmente apos resfriamento dos
peixes em caixas isotérmicas durante algumas horas. Em
laboratério efetuou-se a técnica histoldgica de rotina para
coloragao HE, adaptada de Behmer et al. (1976), com
cortes entre 10 e 16 ym de espessura, sobre porgoes
procedentes da regiao mediana de uma das gonadas de
cada par. Para medigdoes de ovocitos sob
estereomicroscOpio, uma porgao de cada gdnada
analisada histologicamente (e portanto previamente
fixada em formol) foi transferida para solugao de Gilson
modificada (Vazzoler, 1981). Apés sua dissociagéo,
mediram-se com ocular micrométrica (1 D.O.M.
equivalente a 20 um) cerca de 450 ovdcitos de cada
exemplar, um niimero arbitrdrio, também adotado por
Greeley Jr. et al. (1987) em Mugil cephalus. Estimou-se
como representativo de cada unidade o valor de seu
didmetro vertical mediano.

Para cada g6nada examinada, estima-se que a moda
de maior didmetro ovocitédrio corresponda a fase mais
madura dos ovocitos identificados histologicamente.
Assim, aplicando-se o modelo aplicado por Greeley Jr. et
al. (op. cit.), a sobreposi¢ao das curvas de didmetro
procedentes de gonadas de sucessivos estddios de
maturagio, oferece uma estimativa da faixa de tamanho a
que corresponde cada fase ovocitéria. Por razoes
amostrais, as dimensdes de algumas fases
intermedidrias do processo de vitelogénese nao foram
obtidas. Todavia, tal fato ndo deverd comprometer o
propésito central do trabalho, pois as fases anteriores e
posteriores as ausentes possibilitaram a estimativa destas

por interpolagao.

Resultados
Fases do desenvolvimento ovocitirio

Foram identificados histologicamente todos os
eventos envolvidos no processo de maturagdo dos
ovbcitos. O padrao é semelhante aquele descrito para
outros teledsteos: inicialmente uma intensa basofilia
citoplasmitica nos ovocitos (Fig. 1a), a qual se segue
deposigao vitelinica, numa primeira etapa representada
por vaciiolos sem coloragao, de provével origem lipidica
(o contetido foi extraido na etapa de desidratagio); e,
ap0s, por granulos acidéfilos, com provavel natureza
proteinica. Observou-se que o local do citoplasma em que

as primeiras vesiculas se depositam varia de espécie
para espécie: enquanto em Harengula clupeola, Urophycis
brasiliensis e Eucinostomus argenteus os vaciolos
distribuem-se por sua regiao cortical (Figs 1a e 1b), em
Isopisthus parvipinnis € Menticirrhus americanus eles se
concentram na regiao perinuclear do ovécito (Fig. 1c). Os
granulos acidoéfilos, por sua vez, ocupam a célula quase
integralmente, num mecanismo de substituigao aos
vactiolos e ao citoplasma baséfilo (Fig. 2).

Todo esse processo de deposigao de vitelo é
acompanhado (1) por um incremento volumétrico do
citoplasma, desproporcional aquele sofrido pelo niicleo,
(2) por um gradual espessamento da membrana vitelina
que cerca os ovocitos, e (3) por um aumento em niimero
das células do envoltério folicular, que no entanto
mantém a sua forma plana. A Gltima etapa do
desenvolvimento individual dos foliculos consiste na
hidratagao pré-ovulatéria. Manifesta-se o processo por
uma crescente homogeneizagao do citoplasma do ovocito,
acompanhada pela migragiao do niicleo para um dos
polos da célula, apds a fase de vitelogénese completa
(Fig. 3).

Assim, a seqiléncia de eventos envolvidos na
maturacao folicular pré-ovulat6ria dessas espécies pode
ser dividida em seis fases:

FASES I e II - os ovoécitos ainda ndo estdo em
vitelogénese. Foliculos da fase I, com nticleo relativamente
volumoso e citoplasma escasso, sao pouco distingiifveis.
Os da fase II sdo aqueles dotados de forte basofilia
citoplasmaitica (Fig.1a);

FASE 1III - foliculos contendo ovécito em inicio de
vitelogénese. As vesiculas vitelinicas nao se coramem HE

(Fig. 1).

Fase IV - foliculos j4 com grinulos acid6filos, mas
ainda mantendo vesiculas da fase anterior (Fig. 2a);

Fase V - foliculos cujo ovécito estd totalmente
preenchido por granulos acid6filos (Fig. 2b);

Fase VI - foliculos com ovécito em hidratagao
pré-ovulatéria (Fig. 3).

Os didmetros de cada fase

A observagao comparada das fases presentes nas
diversas etapas de maturagao demonstrou que, nas cinco
espécies estudadas, o desenvolvimento dos ovocitos em
conjunto obedece ao tipo "sincrénico em mais que dois
grupos", de Marza (1938, apud Wallace & Selman, 1979).
Tal fato antecipadamente sugere dois pontos:

1°) que cada individuo deve efetuar miltiplas desovas
por temporada; e

2%) que a distribuigao individual de freqiiéncia dos
didmetros ovocitarios deve possuir mais que duas modas.

De fato, os grificos apresentados as Figuras 4d e 5d
confirmam a tendéncia polimodal esperada. A grande
amplitude de valores observada em torno de cada moda,
por sua vez, ¢ explicada pela maneira escolhida para a
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Fig. 1. Cortes histol6gicos de ovarios com folfculos em inicio de vitelogénese
(VL). Aumento 10x10.
a) Urophycis brasiliensis. Vitelogénese a partir do citoplasma cortical
do ovécito. pv: foliculos baséfilos pré-vitelogénicos.
b) Harengula clupeola. Vitelogénese a partir do citoplasma cortical.
c) Menticirrhus americanus. Vitelogénese a partir do citoplasma peri-
nuclear.
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Fig. 2. fl:dlc(\}!'lc))s em inicio de vitelogénese (VL) e em vitelogénese acid6-
a !
a) Urophycis brasiliensis. Foliculo VP ainda mantendo vacuolos
da etapa VL. Aumento 10x10.
b) Menticirrhus americanus. Foliculos VP com vitelogénese
aciddfila completa. pv: foliculos baséfios pré-vitelogénicos.
Aumento: 10x4.
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Fig. 3. Menticirrhus americanus. Folliculo hidratado. Nucleo (N)
situado num dos polos do ovécito. Citoplasma quase total-
mente coalescido (H). Poucos granulos de vitelo acidéfilo

(setas). Aumento: 10x10.
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medi¢ao dos ovocitos - a dimensdao de apenas um
diametro. Dessa forma, para efeito de comparagao,
deve-se considerar o didmetro de cada fase como sendo
uma aproximagao do valor da moda correspondente. Ou
seja: em cada grafico, a moda mais avangada indica o
didmetro aproximado da fase mais madura registrada
histologicamente para aquela gonada. Seguindo esse
método, estimou-se a faixa de didmetro ovocitario
ocupada pelas diversas fases de maturagao, conforme
consta a Tabela 1.

Tabela 1. Diametros estimados paraasdiversas fases
ovocitarias nas cinco espécies estudadas.
Estes dados correspondem aos gréaficos
das Figuras 4-8 onde consta também o nu-
mero de ovécitos medidos em cada exem-

plar. Em gm
FASES
ESPECIE I, AW,V VI
Harengula clupeola 100 - 260 380 780
Urophycis brasiliensis 60 220 - 420 660
Eucinostomus argenteus - 180 260 380 620
Isopisthus parvipinnis 60 180 - 460 820
Menticirrhus americanus 60 140 - 420 700

Tomando-se como base a representagao gréfica das
Figuras 4 a 8, pdde-se inferir também os didmetros em
que os ovcitos de cada espécie ingressam nos periodos
de vitelogénese e hidratagdo. Para tanto, estimaram-se
respectivamente (1) o ponto médio entre as modas do
estoque de reserva (ovocitos pré-vitelogénicos) e do
primeiro lote vitelogénico, e (2) o ponto médio entre a
Gltima moda vitelogénica e a de foliculos hidratados. Os
valores estimados, assinalados nas proprias figuras,
foram respectivamente (em um): 140 e 580 para Harengula
clupeola, 100 ¢ 480 para Urophycis brasiliensis, 140 e 480
para Eucinostomus argenteus, 140 e 640 para Isopisthus
parvipinnis, e 100 e 540 para Menticirrhus americanus.

Discussao

Em linhas gerais, o processo de maturagao ovocitéria
nas espécies estudadas segue padrao semelhante aquele
descrito para outros teledsteos, inclusive Clupeiformes,
Gadiformes ¢ Perciformes. O tipo estimado de desova
confere, p.ex., com o descrito para Menticirrhus
americanus a partir de métodos nao-histologicos (Alvitres
Castillo, 1986), bem como, com uso deste método, para
outras espécies de Clupeidae (Isaac-Nahum et al, 1983;
Chaves, 1985), Gadidae (Hislop, 1984) e Sciaenidae
(Isaac-Nahum, 1981; Haimovici, 1982; Chaves, 1985).

Quanto aos valores numéricos de didmetro
encontrados para as espécies em questao, € necessario
que sejam interpretados com cautela. Primeiramente,
porque o tamanho dos ovécitos quando maduros pode
variar segundo o comprimento dos exemplares analisados

(Davis, 1977) ou a sua procedéncia geografica (Bowers &
Holliday, 1961; D’Yakov, 1982). Em segundo lugar,
porque esses dados foram obtidos apos imersao da
gonada em liquido fixador, ¢ nao a fresco, como se
recomenda em diagnose imediata a coleta. E, por fim,
porque o nimero amostral utilizado neste trabalho foi
pequeno: nao mais que trés exemplares para cada fase
ovocitdria, fato que pode acentuar a primeira das objegoes
referidas.

Para a estimativa do didmetro, adotou-se apenas o
didmetro vertical mediano de cada ovécito. Isso implicou
uma grande amplitude de valores para células de mesma
fase, pois nem sempre a medida vertical correspondia ao
maior, ou ao menor, ou a média entre esses dois
didmetros. Mesmo assim, como as medigoes se davam em
ovocitos tomados ao acaso, independentemente de sua
posicdo, a expectativa € de que exista uma compensagao
natural entre as medidas extremas, tornando o ponto
médio obtido para cada fase como o seu melhor valor
representativo.

A inspegao dos graficos as Figuras 4d, 5d, 6d, 7d e 8d
permite visualizar-se a existéncia de um acentuado
distanciamento entre a diltima fase vitelogénica (V) e a fase
de ovocito hidratado (VI). Tal lacuna é explicada pelo
brusco aumento de volume que experimentam os foliculos
ovarianos nesta etapa de seu desenvolvimento, conforme
ja observado por Wallace & Selman (1979), Blaxter &
Hunter (1982), Conover (1985), dentre outros, e utilizado
por Kawakami de Resende (1979) e Hunter & Goldberg
(1980) para estimar a fecundidade instantinea, por lote
("batch fecundity"), de Syacium papilosum ¢ Engraulis
mordax, respectivamente. No caso das cinco espécies aqui
estudadas, comprovou-se que o aumento de volume
vinculado & hidratagao pré- ovulatoéria é verdadeiramente
significativo, da ordem de seis aoito vezes (Chaves, 1989).

A Tabela 1 carece de determinadas dimensoes
ovocitarias, facé a auséncia de alguns dados
intermediarios. Contudo, os valores nela contidos permite
que se localize, com bom grau de aproximacao, o nivel de
desenvolvimento em que se encontra um ovécito dotado
de um didmetro qualquer. A conversao de uma dimensao
ovocitdria para a fase de desenvolvimento
correspondente pode ser feita de imediato. E, se plotada
sobre os graficos das Figuras 4-7 ou 8 (conforme a
espécie), permitird ainda que se conhega o grau relativo
de vitelogénese ou de hidratagao em que aquele ovécito
se encontra.

Entretanto, é importante salientar aqui que a
identificagdo exata do nivel de maturagao de um ovirio,
mesmo conhecendo-se as fases ovocitdrias nele
presentes, podera ser levemente deturpada sob a seguinte
condicdo: a de um ovario ja ter eliminado parte de seus
ovbcitos, por desova anterior ao momento da coleta.
Neste caso, os foliculos pos-ovulatérios, presentes na
gonada, ndo serao registrados durante as medidas
morfométricas, devendo o diagnéstico final estar cercado
das devidas precaugoes.

Portanto, consideradas as ressalvas ja discutidas,
tem-se neste trabalho uma referéncia inicial para estudos
de determinagao do grau de maturagdo ovariana nas
cinco espécies estudadas, a partir tao somente da
mensuragao dos didmetros de ovocitos presentes nas
gonadas de cada exemplar.
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Fig. 4. Distribuicdo dos didmetros ovocitarios em 11 exemplares deHarengula clupeola. De ’a’'
a'd’, gbnadas cuja maior fase identificada histologicamente foi Il, IV, Ve VI, respectiva-
mente (setas). As linhas verticais apontam o inicio estimado das etapas de vitelogénese
(V) e hidratagao (H). Ovécitos menores que 1 D.O.M. (classe 20-60 xm) nao foram
computados. Entre parénteses, o numero de células medidas em cada exemplar. Aci-
ma de cada coluna, o desvio da média (SX).
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Fig. 5. Distribuigao dos didmetros ovocitarios em nove exemplares de Urophycis brasiliensis. De 'a’
a'd’, gbnadas cuja maior fase identificada histologicamente foi Il, lll, V e VI, respectivamente
(setas). As linhas verticais apontam o inicio estimado das etapas de vitelogénese (V) e hidra-
tacao (H). Ovocitos menores que 1 D.O.M. (classe 20-60 #m) n&o foram computados. Entre
parénteses, o niimero de células medidas em cada exemplar. Acima de cada coluna, o des-
vio da média (SXx).
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Fig. 6. Distribuigao dos didmetros ovocitarios em sete individuos de Eucinostomus argenteus. De '@’
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Fig. 7. Distribuicao dos didmetros ovocitarios em nove individuos de Isopisthus parvipinnis. De’a’
a’d’, gbnadas cuja maior fase identificada histologicamente foi Il, Ill, V e VI, respectivamente
(setas). As linhas verticais apontam o inicio estimado das etapas de vitelogénese (V) e hidra-
tagéo (H). Ovocitos menores que 1 D.O.M. (classe 20-60 xm) nao foram computados. Entre
parénteses, o numero de células medidas em cada exemplar. Acima de cada coluna, o des-
vio da média (Sx).
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Fig. 8. Distribuicao dos didmetros ovocitarios em seis individuos de Menticirrhus americanus. De 'a’
a'd’, gbnadas cuja maior fase identificada histologicamente foi Il, IIl, V e VI, respectivamente
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Sintese dos resultados

A anilise histolégica e as medigoes sobre ovécitos
permitiram reconhecer:

1%) que Harengula clupeola, Urophycis brasiliensis,
Eucinostomus argenteus, Isopisthus parvipinnis e
Menticirrhus americanus sao espécies com
desenvolvimento ovocitario sincronico em mais que dois
grupos, fato que sugere possuirem miltiplas desovas
por temporada.

2°) que nestas espécies a vitelogénese tem inicio
quando os ovécitos atingem um didmetro aproximado de
140, 100, 140, 140 e 100 um, respectivamente.

39) que os ovdcitos ingressam no periodo de hidratagao
pré- ovulatéria com didmetro aproximado de 580, 480,480,
640 e 540 pm, respectivamente.

Resumo

Foram descritas histologicamente, em cinco espécies
de teleésteos do litoral de Sdo Paulo, as fases ovocitirias
envolvidas no processo de maturagao ovariana.
Verificou-se que o desenvolvimento dos ovécitos € do
tipo sincronico em mais de dois grupos, indicando que
elas devem efetuar miltiplas desovas por temporada.
Mediante aplicagao do método apresentado por Greeley
Jr.et al. (1987), identificou-se o tamanho dos ovécitos em
cada fase, segundo a espécie. Obtiveram-se, assim, os
diametros aproximados em que 0s ovOcilos ingressam nos
periodos de vitelogénese e de hidratagao pré-ovulatéria,
que foram, respectivamente (em xm): 140 e 580 em
Harengula clupeola, 100 e 480 em Urophycis brasiliensis,
140 e 480 em Eucinostomus argenteus, 140 e 640 em
Isopisthus parvipinnis, ¢ 100 e 540 em Menticirrhus
americanus. Os dados fornecidos podem ser aplicados em
trabalhos futuros sobre ciclo de vida dessas espécies,
uma vez que, associados a medigdes em ovocitos,
contribuem ao conhecimento do grau de maturagao dos
exemplares analisados.
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