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RESUMO

O desenvolvimento de odcitos de Lytechinus variegatus foi acom-
panhado ao microscopio eletrénico afim de verificar-se a maneira
pela qual o vitelo é acumulado na célula e a razdo de participagao
de material exégeno e enddgeno no processo.

As evidéncias morfolégicas sugerem que uma pequena parte do
vitelo é sintentizada no o6cito sendo o restante incorporado a partir
de contacto com as células alimentares que rodeiam os o6citos. A
sintese de vitelo s6 ocorre depois do desenvolvimento do reticulo endo-
plasméatico o qual aparece em conexdo com o envelope nuclear e
mostra evidéncias de transportar para o citoplasma material nuclear.
O vitelo de origem intrinseca aparece no oo6cito antes do de origem
exégena. O componente glicogénico do vitelo estd presente desde os
o6citos jovens.

ULTRASTRUCTURAL ASPECTS OF LYTECHINUS VARIEGATUS (ECHINOI-
DEA) OOGENESIS WITH SPECIAL REFERENCE TO VITELLOGENESIS

ABSTRACT

The yolk origin and deposition in oocytes during oogenesis of
Lytechinus variegatus were studied with the aid of electron micros-

copy.

Morphological evidences suggest that most of the yolk of the
oocyte is normally sinthetized by nurse cells and transferred to it
during growth period. The internal synthesis starts just after the
development of the endoplasmic reticulum which is related to the
nuclear envelope. This relationship show signs of nuclear material
transportation to the cytoplasm. Intrinsic yolk formation appears in
the oocyte before the extrinsic one. The glycogen component of
the yolk is already present since the first stages of the oogenesis.

* Trabalho realizado com auxilio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de S&o Paulo (Biol. 67/418) e Conselho Nacional de Pesquisas (Processos
9374/69 e 12890/71).



INTRODUCAO

A vitelogénese nos odcitos tem sido objeto de varios estudos.
Analises morfologicas e fisioldégicas tém mostrado que nos animais
um aspecto importante da formagdo do vitelo consiste da absor¢do de
proteinas do sangue. Isto foi demonstrado em mamiferos (Mancini
et al., 1963); nas aves (Schechtman, 1956; Schejeide et ca., 1963); nos
anfibios (Wartenberg, 1962, Nace e Lavin, 1963; Hope e Bourne,
1963); nos insetos (Telfer, 1961 e 1965; Roth e Porter, 1962 e 1964;
Kessel e Beams, 1963; Favard-Séréno, 1964; Anderson, 1964; Bier e
Ramamurty, 1964; Stay, 1965; Hausman et al., 1971) e em outros ani-
mais (Hsu, 1962; Droller e Roth, 1966; Dumont e Anderson, 1967
Kessel, 1968 a; Dumont, 1969; Hirisch e Cone, 1969).

Entretanto, existem também numerosos exemplos nos quais o cito-
plasma do odcito apresenta uma estrutura tal que sugere a sintese de
alguns dos constituintes do vitelo no seu interior. Sua origem foi su-
gerida a partir de quase todos os organulos citoplasmaticos (Golgi,
mitocondrios, nucléolos extrudados, reticulo endoplasmatico, etc.).
Beams e Kessel, 1962 e 1963; Hope et al., 1964; Kessel, 1964 e 1986 a;
Kessel, 1968 b e Dumont e Anderson, 1967, trabalhando com animais
diferentes mostraram que a sintese de pelo menos uma parte do vitelo
segue nos oocitos o0 mesmo padrdo de outras células, isto é, resulta
da participacdo do reticulo endoplasmatico e do Golgi.

A diversidade na origem do vitelo estimula, portanto, o interesse
no estudo do desenvolvimento dos od6citos. O presente trabalho re-
presenta uma primeira tentativa ao estudo da maturacdo dos odcitos
no ourico do mar (Lytechinus variegatus), com vistas a vitelogénese.

Oogénese em varias espécies de ourico do mar e outros equinoder-
mas tem sido estudada sob varios pontos de vista (Geouskens, 1965;
Karasaki, 1965; Kessel, 1966 b e 1968 b), inclusive o da vitelogénese,
todavia o seu verdadeiro mecanismo ainda ndo foi perfeitamente
esclarecido.

MATERIAL E METODOS

Os animais usados neste estudo foram capturados na estacdo do
Instituto de Biologia Marinha da USP, em S&o Sebastido — SP,,



Para microscopia éptica comum os ovarios foram retirados da
fémea e fixados pela mistura de Bouin. Depois de desidratados e
incluidos em parafina, foram cortados com 7 g de espessura. Os cortes
obtidos foram corados por Hematoxilina-Eosina e tratados com a
reacdo do Acido Periodico-Schiff (PAS), com ou sem prévia metilacio
e metilacdo-saponificacao.

Para microscopia eletrénica o tecido foi fixado por 2 horas em
glutaraldeido a 3% tamponado para pH 7,2 com tampao fosfato 0,1 M
e post-fixado em 6smio a 1%, tamponado nas mesmas condi¢des. De-
pois de fixado, o material foi rapidamente desidratado e embebido em
Epon. Os cortes foram obtidos com microtomo Porter Blum MT 2
usando navalha de vidro e corados com acetato de uranila (Watson,
1958) seguido de citrato de chumbo (Reynolds, 1963). A analise dos
cortes foi feita com auxilio de um microscopio Zeiss EM 9 S 2.

Cortes grossos, obtidos na sequiéncia dos finos foram corados com
azur Il — azul de metileno.

OBSERVACOES E DISCUSSAO

O tecido ovariano de Lytechinus consiste de uma massa de tlbu-
los ramificados que nas fémeas maturas ocupa virtualmente toda a
cavidade do corpo. A parede do ovario é composta de varias camadas
distintas (figs. 1 e 2): 1) epitélio escamoso externo; 2) camada cola-
gena externa; 3) camada muscular; 4) camada coldgena interna; 5)
camada germinativa. Esta Gltima, mantém as oogbnias e o0s o6citos
envolvidos por células especiais — células alimentares (fig. 1) que
contém grande quantidade de reserva na forma de: 1) gloébulos den-
sos de tamanho e aspecto diversos; 2) glicogénio (figs. 1 e 2).

O tratamento com o PAS demonstrou que os glébulos densos sdo
constituidos de glico-proteinas. Eles podem se apresentar simples, di-
vididos, vacuolizados ou contendo no interior estruturas lamelares que
evidenciam auto-digestdo (fig. 3). No processo de maturacdo o0s
odcitos passam por transformacdes, visiveis tanto no ndcleo como no
citoplasma.

Um od6cito jovem, que ainda ndo iniciou a vitelogénese é uma cé-
lula com 20 a 30 i de diametro, com nicleo grande, levemente excén-
trico e pouco citoplasma (figs. 1 e 2). O nuacleo geralmente contém
cromatina condensada em pequenos grumos (fig. 2) e o citoplasma



apresenta ribossomos e alguns mitocondrios. Raramente aparecem
membranas do reticulo endoplasmatico ou outros granulos de reserva.

Numa fase um pouco mais avancada o o0cito apresenta o mate-
rial nuclear quase complementamente descondensado, nucléolo grande,
compacto, bem visivel e numerosos poros no envelope nuclear (fig. 4).
Nesta fase ha evidéncias de passagem de material nuclear para o
citoplasma, através dos poros ou pela formacdo de lamelas anuladas.
Um o6cito desta fase mostra um citoplasma muito granular devido a
presenca dos ribossomos e de grande quantidade de glicogénio. Os
ribossomos podem ser distinguidos do glicogénio pelo tamanho do
granulo. Nesta fase alguns segmentos de reticulo endoplasmatico ru-
goso ja podem ser vistos, especialmente préximos e paralelos a mem-
brana nuclear (fig. 4). A disposicdo e aspecto deste reticulo d& idéia
de uma origem a partir do envelope nuclear, visto que em varios casos
foi verificada continuidade e a presenca de estruturas semelhantes aos
poros nucleares em varios pontos do reticulo (figs. 4b e ¢). Estru-
turas lamelares apresentando aspecto semelhante ao envelope nuclear
j& foram descritas em varios materiais, especialmente o6citos (Kessel,
1968 c¢; Maul, 1970; Wischnitzes, 1970), sendo sua origem, destino e
funcdo discutidos. Querem alguns autores que se originem do enve-
lope nuclear e que deem origem ao reticulo endoplasmatico, tendo
funcdo de trazer consigo para o citoplasma o material nuclear (Kessel,
1968 c; Wischnitzer, 1970). Neste caso as lamelas anuladas sdo bas-
tante freqlientes e parecem de fato dar origem ao reticulo endoplas-
matico que aparece nos o6citos nesta fase do desenvolvimento (fig. 5).

A medida que o desenvolvimento progride o reticulo tende a for-
mar estruturas enoveladas, geralmente continuas entre si (fig. 6).
Essas estruturas foram descritas em varios tipos de odcitos (Halkka
et dl., 1969; Reverberi, 1966), tendo sido denominadas — “nulcleos de
vitelo” na suposicdo de que tivessem algum papel na vitelogénese.
Neste caso 0s enovelados de reticulo contém na regido central além
de ribossomas, mitocondrios e granulos de vérios tamanhos e densi-
dades. Numerosas vesiculas pequenas podem ser vistas nas proximi-
dades dessas estruturas. O seu papel na vitelogénese ndo estd claro,
e praticamente a Unica indicacdo da sua atuacdo no fenémeno estd na
coincidéncia temporal entre o processo de acumulo de vitelo e sua
ocorréncia. Essas estruturas aparecem no odcito pré-vitelogénico e
desaparecem no fim da vitelogénese ou vdo desaparecendo a medida
que a quantidade de vitelo aumenta no citoplasma.



No presente caso, observou-se o0 aparecimento de certo material
no interior de espagos limitados por voltas anastomosadas do reticulo
(fig. 7 a).

No inicio da vitelogénese observaram-se também membranas lisas
dispostas concéntrica ou semiconcéntricamente, associadas a vesiculas e
a granulos densos. Essas estruturas sdo muito semelhantes aos cha-
mados corpos multivesiculares e podem ser tomadas como Golgi ati-
picos (fig. 7 b).

Em nenhuma das fases de crescimento encontraram-se estruturas de
Golgi com o aspecto usual.

O vitelo que aparece a partir dai apresenta-se sob a forma de

granulos de tamanho e densidade diversas e depois de certo tempo
preenche todo o citoplasma.

Parece logico que pelo menos uma parte desse vitelo seja sinte-
tizada no odcito, tendo em vista: 1) a presenca de um reticulo endo-
plasméatico; 2) a grande quantidade de ribossomos e 3) a atividade
nuclear. Todavia ndo pudemos esclarecer o verdadeiro mecanismo de
sua sintese. Sugere-se que certos granulos de elevada densidade que
aparecem dentro de vesiculas contendo ribossomos na superficie (figs.
8 e 9) sejam de origem interna, enquanto o restante apareca por se-
gliestro do material alimentar.

Encontramos varias evidéncias da absor¢do de material das célu-
las alimentares por parte do odcito (figs. 8, 9 e 10). Em certos casos
pbde-se verificar inclusive a digestdo de partes dos granulos proteicos
em contacto com a superficie do o6cito (fig. 8). O material resultante
dessa digestdo é absorvido pelo o6cito, como parece evidente do
aspecto da superficie de células mais velhas (fig. 11).

Outras evidéncias da incorporagdo de material pelos o6citos sdo
dadas pela presenca de microvilosidades na superficie dessas células
(figs. 9 e 10) e de restos membranosos que evidenciam a digestdo de
material alimentar (fig. 10). Concordantemente o material incorpo-
rado aparece em vesiculas no citoplasma cortical do odcito. Apesar
dessas evidéncias s6 muito raramente verificou-se a formagdo de ca-
véolas piniocitdticas na superficie do odcito.

Ao terminar a maturacdo e o crescimento o o6cito rompe o envé-
lucro formado pelas células alimentares e se desprende da parede do



ovario. No interior do tubulo fica imerso em detritos das células
alimentares destruidas, que a microscopia eletrénica demonstra conter
glicogénio em quantidade.

Quando completamente maturo e ja solto, o o6cito mostra uma
quantidade enorme de reservas no citoplasma. Essas reservas se dis-
tribuem de maneira quase uniforme, da periferia para o interior (figs.
11 e 12), ndo se distinguindo nenhuma zona cortical diferenciada. Na
superficie, logo abaixo da membrana plasmica, sucedem-se vesiculas
cheias com o que se supde ser material incorporado do meio. Nas
proximidades do nudcleo encontram-se vesiculas com material seme-
lhante e outras contendo grénulos de alta densidade (fig. 12).

Supde-se que esses granulos de alta densidade sejam originados
por sintese na propria célula e os primeiros a aparecer.

O citoplasma entre essas duas regides é preenchido por granulos,
limitados por membranas, muitas vezes de contornos irregulares e com
material de densidade intermediaria. Além do vitelo somente glico-
génio e mitocdndrios sdo bem visiveis no citoplasma destes odcitos
(figs. 11 e 12). Do ponto de vista estrutural ndo foi observada a
presenca de lipidio.

CONCLUSOES

Resultados morfoldgicos de outros autores demonstraram que a
vitelogénese pode ocorrer a custa de material exégeno seqiestrado do
sangue ou por atividade sintetizadora da prépria célula. Em od6citos
de holoturoides e o ofiuroides existem algumas evidéncias de que o
reticulo endoplasmatico pode ter um papel importante na sintese do
componente proteico do vitelo (Kessel, 1966 b e 1968 b).

De maneira geral os resultados obtidos neste trabalho parecem
indicar que o vitelo em Lytechinus tem origem mista, isto &, tanto
dentro como fora do ooplasma. Enquanto imaturos, os oécitos apre-
sentam apenas glicogénio em seu citoplasma. Apo6s o desenvolvimento
do reticulo e recebimento de material nuclear aparecem os primeiros
granulos, que foram interpretados como de origem intrinseca. Final-
mente o citoplasma se enche de material de reserva e pelo menos uma
boa parte deste, parece ser de origem ooplasmatica. Se o material
incorporado da célula alimentar sofre ou ndo transformacdes para
dar o vitelo ndo esta esclarecido; contudo, esse fendmeno geralmente
ocorre em material absorvido por outros tecidos (Palade et al., 1962;



Redman e Sabatini, 1966; Jamieson e Palade, 1967 a e b). Por outro
lado foi demonstrado em outros tantos casos a presenca da mesma
proteina no vitelo e no sangue (Kerr, 1966). Portanto, por enguanto
esta parte do problema continua sem resposta.

O desenvolvimento relativamente pequeno e até certo ponto tem-
porario, do reticulo endoplasmatico e a auséncia de um Golgi tipico
dificultam a avaliacdo da extensdo da sintese intrinseca de vitelo. A
idéia sugerida pelas observacgdes feitas € a de que neste caso a maior
parte do vitelo é de origem externa.
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Fig. 1 — Ovario de Lytechinus variegatus. a — Corte transversal de um tubulo
corado com H.E. vendo-se que os odcitos (0o) ficam envolvidos por células ali-
mentares (ca), b — A reacdo do PAS demonstra que as células alimentares (ca)
s8o ricas em material PAS +. ¢, d — Cortes grossos obtidos do material incluido
em Epon, corados com azur Il — azul de metileno. Notar que os glébulos das
células alimentares (g) se coram intensamente pelo azul de metileno. n = nudcleo;

nu = nucléolo; ci = citoplasma.



Fig. 2 — Parede do ovario mostrando o epitélio achatado externo (ep), duas ca-
madas colagenas (coe e coi) separadas por urna camada muscular (M) e a camada
germinativa (cg) constituida por odcitos (00) e células alimentares (ca). cr =

cromatina; m = mitocéndrios.



Fig. 3 — Células alimentares mostrando que o material de reserva é constituido
por glébulos protéicos (g) e glicogénio (gl). Alguns glébulos protéicos mostram
autodigestédo (setas).



Fig. 4 — Contactos nucleo-citoplasma em ovocitos pré-vitelogénicos mostrando
a passagem de material nuclear (seta) através dos poros do envelope nuclear (en)
e a formacgdo de reticulo endoplasmatico rugoso (er) aparentemente a partir de
lamelas anuladas (la). Em b, notar a presenca de estruturas semelhantes aos
poros nucleares (setas duplas) nos segmentos de reticulo, rb = ribossomos.



Fig. 5 — Lamelas anuladas repetindo a estrutura do envelope nuclear e em conti-

nuidade com o reticulo endoplasmético rugoso. Em a, vé-se um corte mediano
e em b um corte tangencial. As setas indicam os pontos de continuidade com

o reticulo.



Fig g __ Reticulo endoplasméatico enovelado em o6cito durante a vitelogénese.
Os granulos (gr) contidos no interior do novelo sdo em tudo semelhantes ao
vitelo (vit) espalhado no citoplasma. Os enovelamentos que enchem o citoplasma
sdo continuos entre si (seta) e mostram restos de lamelas anuladas (la). v = ve-
siculas; cmv = corpo multivesicular; va = vacuolo.






Fig. 8 — Contacto entre um glébulo protéico e um oécito vendo-se sinais de
digestdo de parte deste (seta). Os granulos densos de vitelo (vit) no interior
mb odécito provavelmente foram sintetizados pela proépria célula.









Fig. li __ Porcdo periférica de um odcito maturo vendo-se o citoplasma comple-









