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RESUMO

Em peixes a maturacdo gonadal envolve mecanismos que desencadeiam a proliferacéo e
a morte de células a fim de garantir a homeostase tecidual. Para este estudo foi utilizada
a espécie Hypophthalmus marginatus, um siluriforme de médio porte pertencente a
familia Pimelodidae. E um peixe muito apreciado e comercializado na Amazonia
Oriental. Deste modo, torna-se necessario estudos que promovam a compreensao do ciclo
reprodutivo, producdo e preservacdo da espécie. Portanto, o trabalho tem por objetivo
descrever caracteristicas estruturais, ultraestruturais e investigar os mecanismos de
proliferacdo e a apoptose celular, durante o desenvolvimento ovariano de H. marginatus.
Para isso, foram realizadas coletas no periodo de janeiro de 2016 a janeiro de 2017 a
jusante da Usina Hidrelétrica de Tucurui. Em campo foi realizado a biometria dos
exemplares e remocdo das gonadas para identificacdo do sexo (machos e fémeas), em
seguida fragmentos da regido mediana dos ovarios foram fixados e processados pela
Microscopia de Luz (ML), MEV, MET e imunohistoquimica para verificar a
imunolocalizacdo de Caspase-3 clivada, Bcl-2 e PCNA nos ovarios da espécie. A andlise
macroscopica dos ovarios sugere que o padrdo de vascularizacdo, coloracdo e volume
variam de acordo com o desenvolvimento. Histologicamente caracterizamos cinco
estagios de maturacdo para 0s ovarios e os tipos celulares evidentes ao longo do ciclo
reprodutivo. Através da morfometria verificou-se diferengas no didmetro dos odcitos ao
longo do processo de maturacdo. Pela imunohistoquimica observou que houve marcacao
positiva das proteinas PCNA, Bcl-2 e caspase-3 em todos 0s estagios da maturacdo
ovariana. Onde a imunolocalizacdo de PCNA foi mais evidente em células foliculares,
oogonias e nucleo de odcitos. Bcl-2 foi positivo no nucleo de oogdnias e odcitos. Ja a
Caspase-3 teve reacdo positiva no citoplasma, nicleo de odcitos e em o0citos atrésicos.
Dessa forma, concluimos que as proteinas proliferativas (PCNA), apoptéticas (Caspase-
3) e anti-apoptoticas (Bcl-2) desempenham importante papel durante o processo de
remodelagcdo gonadal, possibilitando a proliferacdo, reparo e eliminacdo de células
defeituosas ao longo da maturacdo ovariana. Estes estudos fornecem informacdes a
respeito dos eventos que permeiam a maturacdo ovariana e producdo de gametas que
posteriormente podem auxiliar no manejo e preservacdo de espécies nativas tanto em
ambiente natural quanto em cativeiro.

Palavras-chave: Peixe, ovario, proliferacao, apoptose
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INTRODUCAO GERAL

O ambiente influencia as caracteristicas ecoldgicas e reprodutivas das espécies
e molda a histéria de vida dos organismos, afetando principalmente a atividade
reprodutiva que esta associada aos estimulos ambientais através da acdo de um conjunto
de fatores abidticos, que desencadeiam a maturacdo gonadal (RIBEIRO & MOREIRA,
2012).

O desenvolvimento ovariano de peixes € caracterizado por processos
transicionais, alteracbes morfoldgicas e estruturais. Os ovarios sdo formados pela tinica
albuginea, originam as lamelas ovigeras, onde estdo presentes as oogobnias e foliculos

ovarianos em desenvolvimento e maturacdo (BAZZOLI, 2003).

A oogénese tem inicio no epitélio germinativo a partir das oogoénias (GRIER,
2002), distribuidas de forma descontinua ao longo do epitélio germinativo.
Posteriormente sucessivas divisdes mitdticas dardo origem a novas oogdnias, 0 que
garante uma producdo continua de gametas femininos em peixes teledsteos,
posteriormente, entram em meiose originando od6citos. O processo meiotico progride até
que as pontes citoplamaticas sejam quebradas pelas células pré-foliculares,
desencadeando a individualizacdo dos odcitos, originando os foliculos ovarianos
(QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011).

Fatores ambientais e neuroendécrinos modulam o processo de desenvolvimento
e maturacdo oocitaria (THOME et al., 2012). A partir da individualizacdo da oogonia,
esta passa a ser chamada de odcito e inicia o estagio de foliculogénese, caracterizado
inicialmente pela intensa proliferacdo de organelas, diferenciacdo das células foliculares
e surgimento de alvéolos corticais (QUAGIO-GRASSIOTO et al., 2011), formando o
complexo folicular, unidade funcional dos ovarios (GRIER, 2012; 2017). Na fase
posterior, o nucleo, apresenta nucléolos dispersos, ocorre a associacdo da camada da teca
e formacdo da zona radiata, uma matriz extra-oocitaria formada por poros ou canais
contendo microvilos que partem dos o6citos em direcéo as células foliculares (LUBZENS
etal., 2010; GRIER, 2012).

As nuagens e corpusculos de Balbiani ja descritos nessa fase de desenvolvimento
sdo originados respectivamente a partir da sintese de RNA e dos aglomerados de

organelas localizadas préximo ao nucleo, que se espalham por todo o citoplasma.
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Posteriromente, ocorre o desenvolvimento mais expressivo da zona radiata e os alvéolos
corticais tornando os odcitos progressivamente maiores, que acumulardo reservas
nutritivas necessarias para o desenvolvimento do embrido (GRIER, 2012). Com o final
do crescimento oocitario o seu citoplasma encontra-se repleto de vitelo, zona radiata
completamente desenvolvida e um aparelho micropilar formado (GRIER, 2012). Ha
reducdo ou interrupcdo da endocitose de vitelogenina, retomada da meiose e e
segmentac¢do do nucleo desencadeando a desova (LUBZENS et al., 2010).

Em ovarios desovados & comum observar oocitos atrésicos e os POCs
(complexos pos-ovulatorios), que serdo reabsorvidas pelo organismo. Os POCs sdo
formados pela camada de células foliculares, zona radiata e camada da teca, tornando-se
estruturas remanescentes de foliculos maturos que foram desovados durante o periodo
reprodutivo (MORAIS et al., 2016; GRIER et al., 2017).

Durante a maturacdo ovariana, mecanismos de proliferacdo e morte celular
determinam o destino do foliculo ovariano para ovulacdo ou para atresia folicular
(KRYSKO et al., 2008). Dentre esses mecanismos o0 antigeno nuclear de proliferacdo
celular (PCNA), é uma proteina ndo histbnica, que destac-se em funcdo da sua
importancia na regulacédo do ciclo celular, atua como co-fator da DNA-polimerase delta,
estd envolvido em processos celulares essenciais como replicacdo e reparo de DNA
(STOIMENOV & HELLEDAY, 2009). Estudos evidenciaram que o PCNA também

participa da regulacdo dos processos apototicos durante a oogénese (XU et al., 2011).

Dentre os mecanismos envolvidos na remodelacdo e remocdo tecidual ovariana
a apoptose é indicada como principal ativo quer seja, atuando em foliculos atrésicos ou
POCs. A morte celular programada ou apoptose é um processo que desempenha papel
fundamental ao longo do desenvolvimento e homeostasia de organismos pluricelulares
(JENKINS et al., 2013). Apresenta como caracteristicas morfoldgicas a perda de adesao
celula-célula e célula-matriz extracelular, retracdo celular, fragmentacdo do DNA,
seguida pela fragmentacdo celular, formando corpos apopt6ticos que serdo fagocitados
pelas demais células, sem ocasionar inflamagdo (BAUM et al., 2005). Os principais
efetores da apoptose sdo as Caspases, entre elas a Caspase-3, uma molécula chave,
principal efetora do processo apoptético, sendo responsavel pela clivagem proteolitica de
proteinas celulares que desencadeiam as alteracdes tipica da apoptose (BRENTNALL et
al., 2013).



13

A Caspase-3 esta presente nas células sob a forma de pr6-enzimas inativas, ou
seja, enquanto as células estdo em vida atil ao organismo esse mecanismo de
“autodestruicdo” permanece inativo. No entanto, quando essas células comprometem a
salde do organismo ou ndo sd0 mais necessarias para a0 mesmo, a apoptose é
desencadeada, ocasionando a morte celular (ANDREU- VIEYRA et al., 2005).

No entanto, esses processos apoptoticos apresentam como reguladores cruciais,
proteinas como Bcl-2, uma proteina anti-apoptotica presente na membrana mitocondrial
externa, onde se ligam as proteinas pro-apoptoticas e impedem a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa, a liberacdo do citocromo C e a ativagdo das caspases,
inviabilizando a morte celular (LLAMBI et al., 2011).

Visto que o ambiente exerce forte influéncia no ciclo reprodutivo de peixes,
modificacbes antropicas podem interferir no sucesso reprodutivo de espécies
(AGOSTINHO et al., 1993). A construcdo de barramentos em rios causa impactos na
dindmica do sistema fluvial em regides a montante e a jusante da barragem (JUNK &
MELLO,1990), culminando com alteracdes fisicas e quimicas da &gua, o que pode
modificar o ciclo de vida de muitas espécies. Algumas espécies podem encontrar
condicdes favoraveis para a propagacao, assim como, pode ocorrer extingdo das menos
adaptadas (MAZONNI & PEPITO, 2012). No entanto, algumas espécies que realizam
migracdo reprodutiva, apresentam desenvolvimento oocitario normal, porém a desova
tende a ndo ocorrer quando os mesmos estdo confinados (MYLONAS, ZOAR,2007;
CASSEL et al., 2017).

A Hidrelétrica de Tucurui foi a primeira barragem construida em um grande rio
da Amaz6nia, o rio Tocantins. O rio Tocantins possui dguas claras, localizado na porcéo
leste da Bacia amazdnica. Dentre as espécies encontradas destaca-se Hypopthalmus
marginatus, popularmente conhecido como mapara, um siluriforme, pertencente a familia
Pimelodidae que esta distribuido em rios da amazénica Oriental (FERRARIS, 2007). A
espécie possui trés pares de barbilhdes, coloracdo acinzentada e apresenta habito
alimentar planctéfago (MARTINS et al., 2011). E um peixe muito apreciado, devido &
alta qualidade de sua carne e abundancia na regido (MARTINS et al., 2011).

H. marginatus é uma das principais espécies explotadas na regido do reservatorio
e pouco se conhece sobre suas caracteristicas reprodutivas. Estudos envolvendo a biologia

podem ser evidenciados pela macroscopia, contudo a microscopia possibilitita uma
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descricdo mais detalhada das mudancas morfologicas e estruturais de um ciclo
reprodutivo (HONJI et al., 2006). Portanto, estudos sobre as caracteristicas ovarianas
desta espécie habitante de reservatorio podem auxiliar no desenvolvimento de biotecnicas

aplicadas a reproducdo do mesmo e de outros teledsteos em cativeiro.
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OBJETIVOS
GERAL

Descrever a maturacdo ovariana e a 0ogénese de H. marginatus.

ESPECIFICOS

e Descrever a morfologia do ovario durante a maturacdo gonadal,

e Caracterizar através da MET e da MEV os tipos celulares presentes no ovario;
e Realizar a morfometria das células de linhagem germinativa durante a oogénese;

e Verificar a imunolocalizacdo de Caspase-3, Bcl-2 e PCNA nas células

germinativas em relacdo ao desenvolvimento gonadal;
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DESENVOLVIMENTO OVARIANO DO MAPARA, Hypopthalmus marginatus,
VALENCIENNES, 1840 (SILURIFORME, PIMELODIDAE): CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL E IMUNOHISTOQUIMICA

RESUMO

H. marginatus é um siluriforme de médio porte pertencente a familia Pimelodidae,
espécie de importancia socioeconémica para a regido, mas com poucos estudos sobre a sua
reproducdo. Este trabalho fornece informagbes sobre a morfologia do ovério de
Hypophthalmus marginatus, caracteristicas estruturais, ultraestruturais e morfometria das
células germinativas e a presenca de PCNA, Bcl-2 e Caspase-3, estabelecendo suas relagdes
desde a maturacdo da gdnada até a desova. Foram utilizados 276 exemplares capturados a
jusante da Usina Hidrelétrica de Tucurui, no periodo de janeiro de 2016 a janeiro de 2017. Os
ovarios apresentaram um padrao de vascularizacdo, coloracéo e volume que variam de acordo
com o estagio gonadal. Foram caracterizados 0s estagios imaturo, em maturacdo, maturo,
desova e repouso e descritos cinco tipos celulares as oogonias, oocitos dos tipos I, 11, I, 1V,
complexo pdés-ovulatério e foliculo atrésio. Foi encontrado diferengas significativas no
didmetro dos odcitos. Foi observada a imunomarcacdo de PCNA, Caspase-3 e Bcl-2 em todos
0s estagios da maturacdo, tanto nos foliculos em crescimento quanto nos atrésicos. Dessa
forma, PCNA, Caspase-3 e Bcl-2 atuam em conjunto para formacdo e desenvolvimento das
células germinativas, possibilitando a proliferacdo, reparo e eliminacdo de células defeituosas
ao longo da maturagdo ovariana. Os estudos detalhados das caracteristicas ovarinas desta
espécie fornecem informacdes a respeito dos eventos que permeiam a producdo de gametas em
animais que habitam ambiente de reservatério e pode auxiliar no desenvolvimento

biotecnoldgico aplicado a reproducéo de teledsteos em cativeiro.

Key-words: Peixe, ovarios, histologia, PCNA e Apoptose
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1. INTRODUCAO

Em peixes o conhecimento da maturacéo ovariana é fundamental para compreender e
as estratégias reprodutivas que o animal utiliza, mediante aos impactos ambientais que lhe sdo
atribuidos. Nesse sentido, o ambiente influencia as caracteristicas ecoldgicas dos organismos
e molda a histdria de vida das espécies, afetando principalmente a atividade reprodutiva que
estd associada aos estimulos ambientais através da acdo de um conjunto de fatores abidticos,
que desencadeiam a maturacdo gonadal (RIBEIRO & MOREIRA, 2012).

A construgdo de barramentos em rios causa impactos na dindmica do sistema fluvial
em regides a montante e a jusante da barragem (JUNK & MELLO,1990), culminando com
alteracdes fisicas e quimicas da agua, o que pode modificar o ciclo de vida de muitas espécies,
até limitar a reproducdo de peixes (MAZONNI & PETITO, 2012). Estudos afirmam que peixes
migradores completam o ciclo de desenvolvimento ovariano mesmo quando 0 processo de
migracdo é interrompido e a maturacdo final do odcito é limitada em alguns periodos nédo
ocorrendo a desova, permanecendo em estagio de repouso (ZOAR & MILONAS, 2001;
PEREIRA ARANTES et al., 2011).

O tele6steo Hypopthalmus marginatus (Fig. 1-A), € um siluriforme amplamente
explotado pela pesca artesanal com importancia socioecondmica para a regido Amazonica
(MARTINS et al., 2011). Como outros pimelodideos possui comportamento migratério, e
realiza sua desova proximo as margens dos rios (CHAVES et al., 2017). Porém, informacdes
sobre o desenvolvimento ovariano dessa espécie proveniente de reservatdrio sdo escassos na
literatura.

A 00génese € um processo bioldgico complexo que envolve mudancas morfoldgicas
e fisiolégicas nas oogbnias originando oocitos que se mantem interligados por pontes
citoplasmaticas, até alcancarem o processo de individualizacao, que ocorre pela quebra destas
pontes citoplasmatica e culminam na formacdo dos foliculos ovarianos (QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2011). Ao término da foliculogénese, o o6cito esta envolto pelo
complexo folicular onde matura até o momento da ovulacdo (GRIER et al., 2017).

Em peixes o0 desenvolvimento e crescimento oocitario ocorre a partir da proliferacéo
de organelas, mudancas nucleares, formacdo da zona radiata e diferenciacdo das células
foliculares e tecais (LUBZENS et al., 2010; GRIER et al., 2017). Por influéncia dos hormdnios
sexuais ainda ocorre o acumulo de glébulos de vitelo no citoplasma dos o6citos e 0 aumento
do didametro dos foliculos em torno da célula. Ao final da maturacdo do odcito é descrita a
segmentacdo do nucleo e a desova (PATINO & SULLIVAN, 2002; LUBZENS et al., 2010;
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MELO et al., 2014). Apds a desova, 0s ovarios de peixes exibem o complexo p6s-ovulatorio
(POC), constituido pela camada de células foliculares, membrana basal e camada da teca
(GRIER et al.,2017). Ha relatos que esta estrutura é reabsorvida via apoptose (THOME et al.,
2012; MORAIS et al., 2016). Os foliculos que néo finalizam o processo de crescimento ou que
ndo ovularam, tornam-se foliculos atrésicos (GRIER et al., 2017).

Durante a oogénese e crescimento folicular, os processos de proliferacdo e morte
celular determinam o destino do foliculo ovariano para ovulacdo ou para atresia folicular
(KRYSKO et al., 2008; ESCOBAR et al., 2013). Nesse contexto, destaca-se o Antigeno
Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) que € uma proteina ndo histdnica importante ao
controle do ciclo celular, e estd envolvida nos processos de sintese e reparo do DNA
(STOIMENOV & HELLEDAY, 2009) além de regular a apoptose durante a oogénese (XU et
al., 2011).

A apoptose € um programa de morte celular que desempenha papel fundamental ao
longo do desenvolvimento, promovendo a homeostasia tecidual nos organismos pluricelulares
(JENKINS et al., 2013). Esse processo envolve a participacdo de proteinas apoptéticas como
a Caspase-3 que é uma proteina efetora nesta via de morte celular (BRENTNALL et al., 2013)
e Bcl-2, que atua como proteina antiapoptotica, regulando os sinais de sobrevivéncia e morte
celular que séo gerados dentro ou fora da célula (OLA, NAWAZ, AHSAN, 2011). Ambos 0s
processos estdo presentes no desenvolvimento ovariano de teledsteos, como exemplo na
formacdo do complexo pds-ovulatorio e foliculos atrésicos observados em P. argenteus, em
L. taeniatus (THOME et al., 2012), em A. bimaculatus e em L. obtusidens (MORAIS et al.,
2012).

Desse modo o objetivo deste estudo é descrever a morfologia do ovario durante a
maturacao gonadal, caracterizar as células germinativas em nivel estrutural, ultraestrutural, e
morfometricamente, e investigar a participacdo dos mecanismos proliferativos e apoptoticos
por meio da atividade das proteinas PCNA, Caspase-3 e Bcl-2, durante o desenvolvimento
ovariano de Hypopthalmus marginatus provenientes da jusante da Hidrelétrica de Tucurui, a
fim de fornecer dados acerca da biologia reprodutiva desta espécie e auxiliar no

desenvolvimento biotecnolégico aplicado a reproducéo induzida da espécie em cativeiro.
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2. Material e Métodos
2.1. Coleta de amostras

Foram capturadas em coletas mensais no periodo de janeiro de 2016 a janeiro de 2017
no reservatdrio da Usina Hidrelétrica de Tucurui (03°49°55”°S € 49°39°9”°W) um total de 276
fémeas de H. Marginatus. Os animais foram anestesiados com benzocaina (0.1g.L™?) e
eutanasiados de acordo com as Diretrizes de Experimentagdo Animal, estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Em seguida foi realizada uma

incisdo ventral para a remocéo das gonadas, que foram mensuradas.

2.2. Microscopia de Luz (ML)

Fragmentos de ovarios foram fixadas em solucéo de Bouin por 24 horas e submetidas
ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina (PROPHET et al., 1995).
Cortes de 5um foram corados com Hematoxilina e Eeosina e analisados em fotomicroscopio
(NIKON Eclipse Ci-E, Nikon Corporation, Toquio, Japdo) acoplado a uma camera digital
(NIKON DS-Ril, Nikon Corporation, Téquio, Japdo). A classificacdo dos estadios gonadais
foi adaptada conforme proposto por NUNEZ & DUPPONCHELLE, (2009). Réplicas de
laminas previamente identificadas por estddio de maturagdo foram utilizadas para a anélise

morfométrica das células: oogonias, odcitos dos tipos I, 11, I11, IV e complexo pés-ovulatério.

2.3. Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + SEM e a comparacao dos didametros dos
foliculos e das células em relacdo ao estadio de maturacdo, foi realizada por ANOVA seguida
pelo teste t de Student utilizada para dados paramétricos. Para os dados ndo paramétricos, o
teste de Kruskal-Wallis foi aplicado, seguido de analise de distribuicdo em pares com o teste
de Wilcoxon. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software BioEstat 5.0
(IDSM, MCT, CNPq, Belém, Par4, Brasil) (Ayres et al., 2007) e o valor de significancia foi
definido em P < 0,05.

2.4. Microscopia Electronica de Transmissao (MET)

Fragmentos de ovérios foram fixados em solugéo de Karnovsky (paraformaldeido 4%,
glutaraldeido2% em tampao cacodilato de sodio (0.1M PH 7.4) por 24 horas a 4°C. Ap0s 0s
fragmentos foram lavados com tampéo cacodilato de sédio (0.1M PH 7.4), p6s fixados em
tetréxido de 6smiol% em tampdo cacodilato de sodio (0.1M PH 7.4), por 2 horas em

temperatura ambiente, desidratados em concentracfes crescentes de acetona e incluidos em
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epon 812. Cortes ultrafinos de 70nm foram contrastados com acetato de Uranila e Citrato de
chumbo e analisados em TEM JEOL (JEM-100CXIl).

2.5. Microscopia Electronica de Varredura (MEV)

Fragmentos de ovarios foram fixados em solucéo de Karnovsky (paraformaldeido 4%,
glutaraldeido2% em tampéo cacodilato de sodio (0.1M PH 7.4) por 24 horas a 4°C. Ap0s 0s
fragmentos foram lavados com tampéo cacodilato de sédio (0.1M PH 7.4), p6s fixados em
tetroxido de 6smiol% em tampdo cacodilato de sodio (0.1M PH 7.4), por 2 horas em
temperatura ambiente, desidratados em concentragOes crescentes de etanol e submetidos a
secagem a ponto critico em CO? Posteriormente, colocadas em stubs e submetidas a
metalizacdo com cobertura de ouro com 10 nm de espessura para analise em microscopio

eletronico de varredura LEO 1430.

2.6. Imunohistoquimica

Para identificar as imunomarcacgdes de Caspase-3 clivada, Bcl-2 e PCNA, réplicas de
laminas previamente identificadas foram desparafinizadas em xilol, reidratados em solucdes
decrescentes de etanol, lavadas em tampéo fosfato salino (PBS) e em seguida imersas em
tampao citrato de sddio aquecido a 70 °C. Posteriormente as amostras foram permeabilizadas
com PBS tween 0,05% e incubadas em perdxido de hidrogénio a 3 % em metanol por 30
minutos e bloqueadas com soro normal de cabra a 10% por uma hora. As amostras foram
incubadas nos anticorpos primarios anti-caspase-3 (AB3623, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) 1: 200, anti-Bcl-2 (SAB 4500005, Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA)
1:100 e anti-PCNA (AB 18197, Abcan, Cambridge, MA, USA) 1:500 respectivamente por 12
horas a 4° C. Em seguida as amostras foram lavadas em PBS e incubadas em anticorpo
secundario anticorpo lgGanti-coelho incubado com peroxidase (1:500) por 2 horas. Em
seguida as laminas foram reveladas em solugéo de DAB (3,3 Diaminobenzidina) (750118,
Invitrogen, Burlington, ONT, Canada), por cinco minutos, lavados em agua destilada e
contrastadas com hematoxilina. Posteriormente as laminas foram analisadas e fotografadas em
fotomicroscopio (NIKON Eclipse Ci-E, Nikon Corporation, Téquio, Japdo) acoplado a uma
camera digital (NIKON DS-Ri1, Nikon Corporation, Téquio, Japdo). Para o controle negativo

ndo foi utilizado anticorpo primario e em substitui¢do, as laminas foram incubadas em PBS.



25
3. Resultados

3.1. Caracteristicas morfoldgicas dos ovarios

O aparelho reprodutor da espécie € composto por ovarios pares, saculiformes e
alongados, localizados na cavidade celomatica. A partir da extremidade caudal os ovarios
unem-se formando um gonoducto, que esta projetado em direcdo a papila urogenital (Fig.1 B).
Os ovarios sdo do tipo cistovariano e apresentam uma superficie lisa, com coloracdo e
vascularizacdo que se modificaram de acordo com o estdgio de maturacdo gonadal.
Morfologicamente foram estabelecidos cinco estadios de maturacdo ovariana: imatura (Fig. 2
A-B), em maturacgéo (Fig. 2 F-G), matura (Fig. 2 1-J), desova (Fig. 2 M-N) e repouso (Fig. 2
P-Q) como representado na tabela 1.

Figura 01- A: Exemplar de Hypophthalmus marginatus. B: Disposi¢do da gdnada na cavidade celomética. C:

Desenho esquematico da organizagdo interna da gonada.
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Figura 02 - Caracteristicas Macro e Microscopicas dos ovarios de H. marginatus. A: Ovario imaturo. B: Odcitos
tipo I, ninho de oogbnias (seta preta). C: Oogbnias indiferenciadas (setas duplas pretas). D: Oogonia-A
diferenciada (seta vermelha), pf: célula pré-folicular. E: Oogdnias —B diferenciadas (seta amarela). F: Ovario em
maturacdo. G: Odcito tipo | (1), Odcito tipo Il (11), Odcito tipo 11 (111), Odcito tipo 1V (1V). H: Detalhe do o6cito
tipo Il, N: ndcleo, Nu: nucléolo. I: Ovario maturo. J: Odcito tipo 111 (I11), Odcito tipo IV (1V). K: Detalhe do
odcito tipo Ill. L: Detalhe Célula micropilar (Cm) e Micrépila (Mi). M: Ovéario em desova. N: Lumen (LU),
detalhe da lamela flacida (linha vermelha tracejada). O: Foliculo Pés-ovulatério (POF). P: Ovario em repouso.
Q: Lamelas delineadas (linhas tracejadas em vermelho). R: Obcito atrésico (OA). Coloragdo utilizada:

Hematoxilina e Eosina, Azul de metileno.

Tabela 1. Descricdo morfoldgica dos estadios de maturacdo ovariana de H. marginatus

ESTADIO (X +DP) COLORACAO VASCULARIZACAO CARACTERIZACAO
Comprimento do MICROSCOPICA
Ovério (cm)

Sem delimitagéo de
Imaturo 2,30+£0,33 Claro - lamelas ovigeras.
Predominio de oogbnias
e odcitos do tipo I.

Com lamelas ovigeras

Em 4,14 +0,41 Amarelada ++ delineadas e visiveis
maturagdo contendo oogonias,
odcitos dos tipos I, 11, 11
elVv.

Com lamelas pouco
Maturo 6,02 + 0,77 Avermelhada +++ evidentes, pois as células
maturas atingem
didmetro maximo.
Predominio de odcitos
dos tipos Il e IV.

Com lamelas flacidas,
Desova 451 +0,32 Avermelhada ++ desalinhadas.
Predominio de o6citos
dos tipos | e Il. Presenca
de POC e o0citos
atrésicos.

Aspecto delgado, lamelas
Repouso 4,25+ 0,20 Claro + flacidas e predominancia
de od6citos dos tipos | e
.

Intensidade da vascularizagdo: ausente (-), leve (+), moderada (++), acentuada (+++), POC:

complexo pds ovulatorio.
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3.2. Caracteristicas das células germinativas do ovario

O parénquima ovariano € composto por lamelas ovigeras constituidas por oogonias e
odcitos em diferentes fases de maturacédo (Fig. 1-C). No epitélio germinativo sao evidentes trés
tipos de oogonias: oogobnia indiferenciada, A-diferenciada e B-diferenciada. A oogonia
indiferenciada é alongada contendo nucleo baséfilo (Fig. 2-C). As oogbnias do tipo A-
diferenciada possuem formato arredondado, com ndcleo esférico (Fig.2D). As oogdnias do tipo
B-diferenciadas sdo menores que as células anteriores, com ndcleo evidente (Fig.2E). Estes
tipos celulares encontravam-se envoltos por células pré-foliculares (Fig. 2E).

Os o6citos do tipo | ou pré-vitelogénico apresentam citoplasma basdéfilico, nicleo
centralizado com um nucléolo (Fig. 2B). Essas células eram envoltas por células da teca e
células foliculares. Foram observadas nuagens e pequenas projecfes que se estendem do
citoplasma em direcéo as células foliculares (Fig.3C-D). Os odcitos dos tipos Il ou vitelogénese
inicial, foram caracterizados pela presenca de alguns granulos de vitelo e alvéolos corticais no
citoplasma (Fig. 2H). Essas células apresentam microvilosidades que partem do citoplasma em
direcdo a ceélulas foliculares, zona radiata e camada da teca. Os odcitos do tipo Il ou
vitelogénico (Fig. 1K), contém citoplasma preenchido por granulos de vitelo, com membrana
nuclear (vesicula germinal) irregular. Apresentam se envoltos pelo complexo folicular (Fig. 3
I-J). Os od6citos do tipo IV apresentam superficie irregular (Fig. 3 K-N), e citoplasma
preenchido por granulos corticais (Fig. 3N). A partir do odcito tipo 111, foi observada a presenca
micrépila e da célula micropilar (Fig. 2L; 3 L).

Foi observado o crescimento das células ao longo do desenvolvimento ovariano. As
oogonias (I) indiferenciadas, A-diferenciadas e B-diferenciadas apresentaram diferencas
significativas nos diametros celulares, mas ndo diferiram entre os estadios de maturacao.
Enquanto os odcitos dos tipos I, II, 1l e IV apresentaram diferencas estatisticamente

significativas entre os diametros celulares e entre os estadios gonadais (Tabela 2).
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Tabela 2. Média (+ SD) diametro (um) de células germinativas em cinco estagios de maturacao
ovariana de H. marginatus.

TIPOS CELULARES

ESTADIO
oG |
IM 109 +
O.7aA
EM 11.8 +
l.laBCD

MAT 119+

1_6aCDE

DES 11.7 £
1.0%°

REP 124 +
1.7aE

OGA
8.1+
0.50A
8.4+

0.5aBD
8.0+
O.GaA
7.6+

O.Gbcc
8.3+

0.8abD

OGB
4.7 +
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Estadio: Imaturo (IM), Em maturacdo (EM), Maturo (MAT), Desova (DS), REP (Repouso); Tipo celular:
oogodnia indiferenciada (OGI), oogbnia diferenciada-A (OGA), oog6nia diferenciada (OGB), odcito tipo pré-
vitelogénicos (OOI), odcito tipo vitelogénese inicial (OOII), odcito tipo vitelogenese avancada (OOIII), odcito
tipo maduro (OOI1V), complexo pds-ovulatoério (POC).



Figura 03- Eletromicrografias dos ovérios de H. marginatus. A: Microscopia eletronica de varredura
evidenciando o estagio imaturo com aglomerado de células em processo de maturacdo. B: Detalhe do 6ocito
tipo I, predominante no estagio. C: Microscopia eletrénica de transmissdo, evidenciando o oocito tipo I,
contendo nicleo (N), um nucléolo (Nu), cromatina condensada (cc) e célula da teca (ct). D: Em destaque a
presenca de nuagem (ng) e projecoes (pj) que saem do citoplasma em diregdo a camada de células foliculares.
E: Lamela contendo células em diferentes fases de crescimento (tracejado em linha vermelha). F: Odcitos
do tipo Il, nicleo proeminente (N), dois nucléolos (Nu). G: Em detalhe a célula da teca (ct) e o delineamento
das camadas que circundam o odcito. H: Odcito tipo Ill. I: Complexo folicular no odcito tipo IlI; T: teca,
Zr: zona radiata. J: cf: célula folicular. K: Evidencia de odcito em expansdo, com microvilos (Mic). L:
Odcito tipo 1V com superficie rugosa. M: Odcito tipo 1V, com detalhe da sua regido interna repleta de

alvéolos corticais feita através da microscopia eletronica de varredura.
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3.3 Imunohistoquimica

As Imunomarcacdes das proteinas PCNA, Bcl-2 e Caspase-3 foram observadas em
todos os estadios da maturacao ovariana. No estadio imaturo a imunolocalizacdo para o PCNA
foi evidente em ninhos de oogonias, no nucleo de odcitos do tipo | e nas células foliculares
(Fig. 4-A). No estaddio em maturacao, a reacao positiva ocorreu em todos os tipos o6citarios
(Fig.4-B), e no estadio maturo somente nos oocitos I, 11, 111 (Fig.4-C). Enquanto, nos estadios
desovado a imunomarcacao para PCNA foi limitada a odcitos do tipo I (Fig.4-D) e no repouso
nos oocitos I, 11 e nas células foliculares (Fig.4-E).

Os odcitos tipo | (Fig.4-F) foram as células que apresentaram maior positividade na
reacdo para Bcl-2 em todos os estddios de maturacdo ovariana. Enquanto, os odcitos Il
apresentaram reagcao somente nos estadios em maturacéo (Fig.4-G) e maturo (Fig.4-H). Porém,
houve reacdo acentuada para Bcl-2 em oogonias e células foliculares, no estadio desovado
(Fig.4-1) e durante o repouso (Fig.4-J). O perfil de anélise da imunomarcagéo para as proteinas
estdo descritas na tabela 3.

A maior imunopositividade da proteina apoptética Caspase-3 foi observada no
citoplasma dos od6citos | no estadio imaturo (Fig.4-K), nos odcitos do tipo | e odcitos atrésicos
no estadio em maturacdo (Fig.4-L). Nos demais estadios (Fig.4-M, N, O) a reacdo foi
observada somente em odcitos atrésicos.

Tabela 3. Perfil da presenca de imunomarcacédo para anti-PCNA, anti-Caspase-3 e anti-Bcl-2

no ovario de H. marginatus

Imunomarcacéo de acordo com estadio de maturagdo

PCNA Bcl-2 Caspase-3
IM EM MT DS RP IM EM MT DS RP IM EM MT DS RP

OG +++ + + - - - - - + +++ - - - - -
| ++ A+ A+ - ++ A+t - +++ - -
1 N  +++  +++  ++ ++ n ++ + n +++ n - - - -
11 N  +++ +++ - - n ++ ++ n n n - - +++ -
v N + ++ - - n - +++ n n n - - - -
At N - - - - n - - n n n +++ 4+ A+

Estadio: Imaturo (IM), Em maturagdo (EM), Maturo (MT), Desova (DS); Tipo celular: oogonia (OG), odcito
tipo pré-vitelogénicos (1), odcito tipo vitelogénese inicial (1), oocito tipo vitelogenese avangada (l11), odcito tipo
maduro (IV), odcitos atrésicos (At), auséncia da célula (n). Intensidade da reacdo: ausente (-), leve (+),

moderada (++), acentuada (+++).
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Caspase-3

Figura 04 — Imunomarcacéo de PCNA, Caspase-3 e Bcl-2 em ovérios de H. marginatus em diferentes estadios

de maturacdo. Imunorreatividade positiva para PCNA. A: No estagio imaturo ocorreu principalmente em
oogonias (seta preta) e no ndcleo de oocitos tipo | (1). B-C: Nos estadios em maturagdo e maturo a reagdo ocorreu



33

em oocitos dos tipos I, 11, I1l. D-E: Nos estadios desova e repouso foi evidente em odcitos dos tipos | e II.
Imunorreatividade para Caspase-3 clivada. F: Estadio imaturo, odcitos do tipo I. G: Estadio em maturacéo
com a reacgdo positiva em odcitos atrésicos (OA). H: No estadio maturo a reacdo ocorreu em od6citos tipo | e
odcitos atrésicos (OA). 1-J: Desova e repouso evidenciaram reacdo em oocitos atresicos (OA). Para Bcl-2 a
reacdo K: No estadio imaturo, odcitos tipo | (). L: Estddio em maturacao a reacdo ocorreu no nicleo de oécitos
tipo 1 (1), oocitos tipo Il (11) e oocitos tipo 11 (I11). M: No maturo, a reacdo ocorreu em odécitos tipo 11 (I1) e tipo
IV (IV). N: Na desova, a imunorreatividade foi positiva em oogdnias (seta preta) e nicleo de oocitos tipo | (1).
O: No Repouso, a reacao foi evidente em em oogonias (seta preta) e no nicleo de oocitos tipo | (1) e oocitos tipo

I1 (I1). As laminas utilizadas para a tecnica de imunohistoquimica foram contrastadas com Hematoxilina.

4. Discussao

Neste estudo observamos mudangas morfoldgicas e a atividade das proteinas PCNA
Bcl-2 e Caspase-3 clivada durante a maturacéo ovariana de H. marginatus. As caracteristicas
anatdmicas ovarianas observadas na espécie mostraram um padrdo similar a maioria das
descritas para outras espéecies siluriformes como P. fasciatum e Hatcheria macraei
(VALENTIN et al., 2016; CHIARELLO-SOSA, BATTINI, BARRIGA, 2016). Porém, difere
de espécies migradoras cujo ambiente foi modificado por barramentos como P. argenteus, P.
costatus que ndo apresentam indicios de desova (ARANTES, 2011), no entanto, no presente
estudo foi evidenciado o estadio de desova, o que indica que a espécie reproduz normalmente.

Os ovarios de H. marginatus apresentaram diferentes coloracfes durante os estadios
de maturacdo, e ainda maior vascularizacdo principalmente nos estadios maturo e desovado.
Esse aspecto, assemelha-se a informagdes descritas para outras espécies como em Astyanax
altiparanae onde a coloracdo variou em todos os estadios e a vascularizacdo aumentou durante
a desova (CASSEL et al.,2017). Acredita-se que em H. marginatus essa organizacdo dos vasos
sanguineos ocorre em funcdo da modificacdo e expansao oocitaria no 6rgdo. Essa organizacéo
é essencial para uma identificacdo prévia do estagio de maturacdo gonadal (CASSEL et al.
(2017).

Observamos que o desenvolvimento ovariano e matura¢do oocitaria de H. marginatus
foi similar a outras espécies migratorias como em P. corruscans, em P. maculatus, em C.
conirostris e em P. vittata (RI1ZZO et al., 2002; SATO et al., 2003; SALES et al., 2013). Essas
caracteristicas podem estar associadas as estratégias reprodutivas, para manutencao da espécie
no ambiente. Os diferentes tipos de oogo6nia observados no epitélio germinativo de H.
marginatus indicam a intensa atividade mitotica dessas células. Esse aspecto também foi
observado em P. maculatus (QUAGIO-GRASSIOTTO etal., 2011) e em G. sylvius (FRANCA
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et al., 2010), estabelecendo indicios de que o epitélio germinativo permanece ativo ao longo
dos ciclos reprodutivos (GRIER, 2002).

O aumento do diametro das células germinativas em especial dos odcitos I, 11 estdo
associados ao surgimento de componentes citoplasmaticos, o que indica a sintese de proteinas
nessa fase (SELMAN & WALLACE, 1989). O fato dessas células serem observadas em todos
os estadios de maturacgdo, (exceto o odcito tipo Il no estadio imaturo), sugerem um padrdo de
desenvolvimento oocitario de H. marginatus do tipo assincrono, com presenca de estoque
reserva para as proximas populagdes de células em um novo ciclo reprodutivo.

Os od6citos maturos destacam-se pela presenca tanto de granulos de vitelo, como dos
alvéolos corticais, que sdo componentes celulares que previnem a poliespermia
(NAGAHAMA,1983), enrijecem a zona radiata e protegem os futuros embriGes contra
possiveis choques mecanicos (GRIER et al., 2009). Acredita-se que em H. marginatus esses
componentes desempenhem a mesma fungdo, como uma adaptacéo as condi¢cdes ecoldgicas
em que 0s ovos destes animais sdo submetidos.

Uma caracteristica marcante nos oocitos foi a presenca do complexo folicular como
uma estrutura tri-laminar composta por zona radiata, camada de células foliculares e teca. H.
marginatus apresentou zona radiata estreita, semelhante a algumas espécies de siluriformes
como em T. galeatus, em P. corruscans, em P. maculatus (MELO et al., 2011), e em P. vittata
(SALES et al.,, 2013). Esse arranjo pode garantir a protecdo, resisténcia ao ovo e 0
desenvolvimento do embrido, pois ndo apresenta caracteristica adesiva e 0s animais nao
possuem o cuidado parental.

Em H. marginatus o surgimento do aparelho micropilar ocorreu a partir do o6cito do
tipo 111 com uma depressdo em forma de funil (vestibulo), na superficie do odcito, levando a
um canal curto que se abre na superficie interna. O canal é protegido pela célula micropilar,
uma célula modificada da camada de células foliculares. Kuns (2004) descreveu quatro tipos
de micropila para peixes baseado na andlise de sua estrutura, padrdo da supeficie e
profundidade do canal micropilar. O arranjo encontrado nesta espécie em estudo caracteriza-
se como a micropila do tipo 1.

Além disso, outros dois elementos foram encontrados nos ovarios: foliculos atrésicos,
presentes ao longo do processo de maturacdo ovariana e em animais desovados havia o
predomino do Complexo Pds-ovulatorio (POC), que foi encontrado com frequéncia, sugerindo
a liberagdo de gametas. Estudos sobre a frequéncia e o nimero de POC no ovario durante o
ciclo reprodutivo podem determinar a fecundidade anual em peixes (GRIER et al., 2007;

URIBE et al., 2016). Em fung&o das caracteristicas observadas em H. marginatus no estadio
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desova, acredita-se que o animal se reproduza, visto que, ha liberacdo de varios odcitos
maduros, indicando uma adaptacdo da espécie a jusante do reservatorio da Usina Hidrelétrica
de Tucurui.

Enquanto a atresia folicular predominou em foliculos maturos, ha relatos de que as
celulas foliculares apresentem atividade fagocitica e promovam degeneracao do vitelo (URIBE
et al. 2016). Nesse caso, acredita-se que 0s processos apoptoticos observados ao longo da
maturacao ovariana de H. marginatus sejam ativados a fim de manter a homeostase tecidual
(MATSUDA et al., 2012), atuando na eliminacao de células residuais e preparando a génada
para um novo ciclo reprodutivo.

No ovario de H. marginatus foi observada uma intensa atividade de PCNA nas
oogonias, células foliculares e odcitos I, Il e 11l. A reacdo positiva associa-se a intesa sintese
de DNA que ocorre durante a fase de desenvolvimento e transicdo de oogdnias em odcitos
(THOME et al., 2012). Dados semelhantes foram obtidos em estudos sobre a remodelagéo
ovariana de Oreochromis niloticus (MELO et al., 2015). Sugerimos que a presenga de PCNA
em o0citos em fases de maturacdo avancada relaciona-se ao reparo e revisdo de danos no DNA
(STORMENOV & HELLEDAY, 2009). Este aspecto demonstra a dinamica celular durante a
producdo e amadurecimento da populacdo de odcitos para o ciclo reprodutivo. Além disso,
PCNA também participa da regulacdo dos processos apoptoticos durante a oogénese, através
do recrutamento de proteinas pré-apoptéticas ou da supressdo de proteinas anti-apoptoticas
(XU etal., 2011).

Bcl-2 apresentou distribuicdo subcelular incomum, pois esteve presente no citoplasma
e no nucleo. Estudos apontam que embora Bcl-2 seja uma proteina mitocondrial, também esta
presente no nucleo em niveis mais baixos e ainda, que a proteina aumente o estado de defesa
antioxidante na célula (LEE et al., 2001; KUMAR et al., 2010). Membros anti-apoptéticos da
familia Bcl-2 desempenham um papel central na regulacdo da apoptose, quer seja
antagonizando a morte celular, ou exibindo atividades pro-apoptoticas (WEI-XING ZONG et
al., 2017). Sugerindo assim, que em resposta a baixos niveis de danos o processo apoptético
seja suprimido para permitir o reparo e evite uma destruicdo celular desnecessaria.

Ainda observamos a ocorréncia de apoptose nos ovarios de H. marginatus em
diferentes estadios de maturacdo evidenciados pela imunomarcacdo de Caspase-3 clivada,
principalmente em foliculos em crescimento e atrésicos. Esse aspecto pode atuar como um
mecanismo de controle da populacdo celular em face a intensa proliferacéo e diferenciagdo de
celulas da linhagem germinativa durante a maturacdo ovariana. Uma intensa atividade de

marcadores apoptéticos também foi observada durante a maturacdo gonadal de Axtianax
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bimaculatus, Leporinus obtusidens, Prochilodus argenteus (MORAIS et al., 2012), e Axtianax
altiparanae (CASSEL et al., 2017). Ocorreu intensa atividade apoptotica nos odcitos em
vitelogénese e vitelogénicos, atribuimos esse comportamento ao processo de atresia folicular,
no qual a apoptose pode estar promovendo a remodelacdo da génada e preparando o animal
para um novo ciclo reprodutivo. No presente estudo, sugere-se um equilibrio entre processos
proliferativos, apoptoticos e anti-apoptoticos na regulacdo da dindmica celular, a fim de manter
a populacdo de gametas e reproducao da espécie.

Desse modo, concluimos que H. marginatus apresenta ovarios do tipo cistovariano e
apresentou cinco estadios de maturagdo: imaturo, em maturacdo, maturo, desova e repouso.
Ainda foram descritos trés tipos de oogbnias, quatro tipos oocitarios com desenvolvimento do
tipo assincrono, oocitos atrésicos e POC. Além disso, a formacdo do aparelho micropilar
ocorreu a partir do o6cito em fase de vitelogenese avangada. Durante o estudo verificamos que
PCNA, Bcl-2 e Caspase-3 promovem a remodelacdo ovariana a partir da proliferacéo, reparo
e eliminacdo de células defeituosas ao longo da maturacdo ovariana. Estes estudos fornecem
informacdes a respeito dos eventos que permeiam a maturacao ovariana e producao de gametas

que posteriormente podem auxiliar na reproducao induzida e em cativeiro.
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