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RESUMO 

 

A regressão ovariana foi analisada em duas espécies de teléosteos da bacia do rio São 

Francisco: curimatã-pacu Prochilodus argenteus e piau-jejo Leporinus taeniatus 

submetidas à desova induzida por hipofisação, utilizando extrato bruto de hipófise de 

carpa. Análises histológicas, ultra-estruturais, reação de TUNEL e eletroforese em gel de 

agarose identificaram a ocorrência da apoptose folicular durante regressão ovariana. A 

apoptose das células foliculares aumentou de maneira tempo dependente, atingindo um 

pico com 3 dias após desova. Análises imunohistoquímicas em ovários demostraram que a 

marcação para integrina  β1 e colágeno IV diminui significativamente durante a regressão 

dos folículos pós-ovulatórios. Células foliculares e tecais foram imunoreativas para 

caspase 3. Para análise da atresia folicular, fêmeas maduras foram estocadas em cativeiro 

após o período reprodutivo e a regressão ovariana foi acessada pelo índice 

gonadossomático e a atresia folicular analisada por histologia, ultra-estrutura, reação de 

TUNEL e imunohistoquímica. Durante a atresia folicular, as células foliculares estão 

ativamente envolvidas na reabsorção do vitelo. Células foliculares TUNEL-positivas 

predominaram na fase final  de regressão dos folículos atrésicos. Intensas atividades auto e 

heterofágica foram detectadas nas células foliculares durante atresia folicular avançada e 

final. Durante a atresia avançada, células foliculares com intensa atividade de reabsorção 

de vitelo mostraram forte reação imunohistoquímica para HSP70, sugerindo um papel 

protetor da HSP70 para as células foliculares durante a atresia folicular. Reação 

imunohistoquímica para PCNA foi detectada na teca indicando que a proliferação celular 

contribui para a remodelação folicular. Apoptose e autofagia coexistem na atresia folicular 

de teleósteos para a remoção mais eficiente das células foliculares. Para a identificação de 

possíveis biomarcadores de impacto ambiental, fêmeas em maturação avançada e desovada 

de P. argenteus foram capturadas em dois trechos do rio São Francisco, à jusante da 

barragem de Três Marias. Índice gonadossomático, diâmetro de ovócitos vitelogênicos e 

densidade de folículos pós-ovulatórios foram significativamente mais baixos 

imediatamente após a barragem de Três Marias. Alta taxa de atresia folicular e reação 

imunohistoquímica para HSP70 em folículos vitelogênicos foi também detectada nesse 

trecho de estudo. Reação para PCNA mostrou a proliferação das células foliculares durante 

o crescimento dos ovócitos. Os resultados indicam o curimatã-pacu P. argenteus como um 

importante bioindicador de impacto ambiental no rio São Francisco enquanto folículos 
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atrésicos e folículos pós-ovulatórios podem ser utilizados para o monitoramento da 

atividade reprodutiva, à jusante da barragem de Três Marias.  

 

Palavras-chave: Prochilodus argenteus, Leporinus taeniatus, apoptose, HSP70, PCNA, 

folículos pós-ovulatórios, folículos atrésicos, rio São Francisco. 
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ABSTRACT 

 

The ovarian regression was analyzed in two neotropical freshwater teleosts from the São 

Francisco River basin, Brazil: Prochilodus argenteus and piau-jejo Leporinus taeniatus, 

which were induced to spawn by using carp pituitary extract. Histological, ultrastructural, 

TUNEL reactions and agarose gel electrophoresis analyses detected the incidence of 

apoptosis during the ovarian regression. Apoptosis of the follicle cells increased in a time-

dependent manner and reached a peak in 3 days postspawning. Immunohistochemistry 

reactions in ovaries showed that labeling for integrin β1 and collagen type IV decreased 

significantly during the ovarian regression of the postovulatory follicles. Follicle and theca 

cells were immunostained for caspase 3. Mature female were stoked in captivity after the 

reproductive period, then ovarian regression was assessed by gonadosomatic index. 

Follicular atresia was analyzed by histology, ultrastructure, TUNEL assay and 

immunohistochemistry. During the follicular atresia, the follicle cells are actively involved 

in the reabsortion of the yolk.  TUNEL assay revealed the DNA fragmentation mainly in 

late follicular atresia. Intense auto- and heterophagic activity was detected in the follicle 

cells during advanced and late follicular atresia. Immnohistochemistry for HSP70 stained 

strongly the follicle cells during the advanced atresia, while they were involved actively in 

the engulfed of the yolk, suggesting the play role protector of the HSP70 for follicle cells 

during the follicular atresia. The PCNA was detected by immunohistochemistry in the 

theca indicating that the cellular proliferation contributes for follicular remodeling. 

Apoptosis and autophagy coexist during the teleosts follicular atresia in order to achieve a 

more efficient removal of the dying follicle cells. For identification of the potential 

biomarkers of environmental impact, mature and spawned females of the P. argenteus 

were captured in two sections of the São Francisco River, downstream from Três Marias 

Dam. The gonadosomatic index, vitellogenic follicle diameters and postovulatory follicles 

were significantly lower immediately below the Três Marias Dam. Additionally, higher 

follicular atresia and immunostaining for HSP70 in vitellogenic follicles were detected in 

ovaries this river section study. Immunostaining for PCNA showed proliferation of the 

follicle cells during the oocyte growth. The findings indicated the curimatã-pacu, P. 

argenteus as a powerful bioindicator of environmental impact in the São Francisco River 

while postovulatory and atretic follicles may be used for monitoring of the reproductive 

activity, downstream from the Três Marias Dam. 
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Keywords: Prochilodus argenteus, Leporinus taeniatus, apoptosis, HSP70, PCNA, 

postovulatory and atretic follicles, São Francisco River. 
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1. INTRODUÇÃO e JUSTIFICATIVA 

 

Fatores físicos e químicos afetam o comportamento e a dinâmica reprodutiva dos 

peixes de água doce, incluindo temperatura, precipitação pluviométrica, turbidez da água, 

alimentação, agentes xenobióticos, fotoperíodo, densidade populacional, dentre outros 

(NAGAHAMA, 1983; JANZ et al., 1997, 2001; SHIMIZU, 2003; MIRANDA et al., 1999; 

WEBER et al., 2002). Estudos envolvendo os primeiros segmentos de rios abaixo das 

barragens mostraram que, nesse trecho, a água apresenta condições térmicas e 

hidrodinâmicas instáveis que afetam negativamente o comportamento reprodutivo dos 

peixes (BAXTER, 1977). No rio Paraná, o comportamento reprodutivo de peixes 

migradores foi alterado nos primeiros quilômetros logo após a barragem de Itaipu, onde os 

peixes não conseguiram desovar e em conseqüência, apresentaram intenso processo de 

atresia folicular (AGOSTINHO et al., 1993). No rio São Francisco, peixes migradores de 

importância econômica, não se reproduzem e apresentam maior incidência de atresia 

folicular no trecho imediatamente à jusante da barragem de Três Marias (OLIVEIRA-

JUNIOR, 2002; SATO et al., 2005). 

 A usina hidrelétrica de Três Marias foi construída no rio São Francisco para 

produção de energia elétrica, regularização do rio e controle de cheias. No verão, a água do 

hipolímnio da represa de Três Marias,  que é mais fria e pobre em oxigênio, é lançada no 

rio São Francisco, a jusante da barragem, inibindo a reprodução das principais espécies de 

importância econômica nos primeiros 34 km a jusante da barragem (Figura 1, Tabela I). 

Nesse trecho, o rio apresenta somente pequenos tributários (córregos e riachos) que não 

modificam o perfil físico-químico da água. O rio Abaeté é o primeiro tributário de médio 

porte que, desaguando cerca de 34 km após a barragem de Três Marias, minimiza o 

impacto sobre a reprodução dos peixes. Nesse último trecho, da confluência com o rio 

Abaeté até a barra do rio de Janeiro, 34 a 54 km da barragem, o rio São Francisco 

apresenta condições favoráveis à reprodução dos peixes de piracema, incluindo 

Prochilodus argenteus, espécie mais abundante na pesca profissional na região de Três 

Marias, MG (SATO et al., 2005).    
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Figura 1: Mapa de localização dos trechos em estudo no rio São Francisco: à 
jusante da barragem de Três Marias (JB) e após a confluência com rio Abaeté (JA). 
 

 

Tabela I: Dados abióticos da água e atividade reprodutiva de P. 
argenteus em dois trechos do rio São Francisco durante o verão. 
 JB JA 

Temperatura (ºC) 23,4 ± 0,5 25,4 ± 1,0 

Oxigênio (mg/L) 3,32 ± 0,85 6,85 ± 0,83 

Fluxo de água (m3/s) 584,8 ± 73,2 632,8 ± 73,4 

Atividade reprodutiva de fêmeas (%) 18 97 

JB: após a barragem de Três Marias; JA: após a confluência do rio Abaeté. 

Dados de SATO et al. (2005). 

 

 Espécies de piracema como surubim, matrinchã, dourado, curimatãs e alguns piaus 

são as mais afetadas pelo barramento dos rios por terem sua rota migratória para desova 

interrompida (SATO et al., 2005). Nesse contexto, o presente trabalho utilizou dois 

Characiformes migradores como modelo de estudo: curimatã-pacu Prochilodus argenteus 

(Figura 2) da família Prochilodontidae e piau-jejo, Leporinus taeniatus (Figura 3) da 
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família Anostomidae. Essas espécies apresentam reprodução sazonal sincronizada com a 

estação chuvosa entre novembro e fevereiro, desova total, ovos livres, desenvolvimento 

embrionário rápido e ausência de cuidado parental (SATO et al., 2003a). Como esses 

peixes não se reproduzem espontaneamente em cativeiro, a desova induzida por 

hipofisação é necessária para completar seu ciclo reprodutivo (SATO et al., 2003b).  

 

 

 

 

Figura 2. Exemplar do curimatã-pacu, Prochilodus argenteus AGASSIZ 1829. 

 

 

Figura 3. Exemplar do piau-jejo, Leporinus  taeniatus LÜTKEN 1875. 
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REGRESSÃO DE FOLICULOS OVARIANOS  

Após desova, ovários de peixes apresentam folículos pós-ovulatórios e atrésicos que 

involuem progressivamente até a recuperação total dos ovários, os quais voltam a fase de 

repouso para iniciar um novo ciclo reprodutivo.  

Folículos pós-ovulatórios, estruturas remanescentes dos folículos ovarianos que 

permaneceram nos ovários de peixes após a desova, são formados por camada de células 

foliculares ou células da granulosa revestindo o lume folicular e teca conjuntiva 

externamente (DRUMMOND et al., 2000; SANTOS et al., 2005, 2008). Diferente do 

corpo lúteo dos mamíferos, esses folículos não exibem atividade hormonal, degeneram e 

são reabsorvidos em poucos dias durante remodelação dos ovários após desova (LANG, 

1981a; SAIDAPUR, 1982; SELMAN & WALLACE, 1989).  

Durante a regressão ovariana ocorrem modificações morfológicas gradativas nos 

folículos pós-ovulatórios, como formações de pregas devido ao colapso do envoltório 

folicular, hipertrofia das células foliculares, espessamento da teca, seguido de involução e 

reabsorção folicular (LANG, 1981a; SAIDAPUR, 1982; SANTOS et al., 2005). 

Imediatamente após desova, as células foliculares adquirem características ultra-estruturais 

de células especializadas em síntese de proteínas, com retículo endoplasmático rugoso e 

complexo de Golgi desenvolvidos (DRUMMOND et al., 2000, SANTOS et al., 2008). 

Durante involução folicular, células foliculares isoladas degeneram-se e são eliminadas por 

apoptose (DRUMMOND et al., 2000; WOOD & Van Der KRAAK, 2001; SANTOS et al., 

2005, 2008). Células foliculares saudáveis apresentam atividade fagocítica e juntamente 

com leucócitos são responsáveis pela reabsorção dos corpos apoptóticos (BESSEAU & 

FALIEX, 1994, LUTTON & CALLARD, 2006). 

Atresia folicular é um processo degenerativo que ocorre em ovários de todos 

vertebrados, independente da idade, estádio do ciclo reprodutivo e condições do meio 

ambiente (SAIDAPUR, 1978). Em mamíferos, cerca de 99% dos folículos ovarianos 

sofrem atresia folicular logo após o nascimento e são reabsorvidos pelos ovários e somente 

cerca de 1% podem ser ovulados durante a vida reprodutiva (HUGHES & GOROSPE, 

1991; HSUEH, et al., 1994). Em teleósteos, a atresia folicular é mais freqüente na fase 

vitelogênica, contudo folículos pré-vitelogênicos podem também tornarem-se atrésicos 

(RIZZO & BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al., 1999; HABIBI & ANDREU-VIEYRA, 

2007). Vários fatores podem induzir atresia folicular como hipofisectomia, irradiação, 

aplicação de substância anti-gonadotrófica, estresse térmico, confinamento (SAIDAPUR, 
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1978; RIZZO & BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al., 1999; LINARES-CASENAVE et al., 

2002; SATO et al., 2005). 

Os eventos morfológicos da atresia de folículos vitelogênicos de teleósteos são 

similares entre as espécies: retração celular, fragmentação do envelope nuclear e liberação 

do material genético para o ooplasma, aparecimento de fendas na zona pelúcida e 

liquefação do vitelo (LANG, 1981b; RIZZO & BAZZOLI, 1995).  As células foliculares 

hipertrofiam-se, sendo responsáveis pela reabsorção do vitelo e zona pelúcida. Em 

mamíferos, a apoptose é um evento inicial da atresia folicular, sendo responsável pela 

eliminação das células da granulosa (HUGHES & GOROSPE, 1991; ISHIGURO et al., 

1999; HSUEH et al., 1994; NAHUM et al., 1996). Estudos em algumas espécies de peixes 

teleósteos mostraram que apoptose é um evento tardio da atresia folicular, uma vez que as 

células foliculares estão ativamente envolvidas na reabsorção do vitelo e remanescentes do 

ovócito em degeneração (WOOD & Van Der KRAAK, 2003; SANTOS et al., 2005, 

2008). O tempo para completa reabsorção dos folículos atrésicos de peixes é longo, 

variando em meses dependendo das condições ambientais e das estratégias reprodutivas 

das espécies (ROMAGOSA, 1991; RIZZO & BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al., 1999; 

LEONARDO et al., 2006).  

 

MORTE CELULAR PROGRAMADA  

 A morte celular programada por apoptose é um processo fisiológico importante para 

a homeostase do organismo (KERR, et al., 1972). Uma característica marcante da 

apoptose, é a clivagem do DNA nas regiões internucleosômicas por endonucleases ativadas 

por íons cálcio e magnésio (GAVRIELI et al., 1992). Várias características morfológicas e 

fisiológicas diferenciam a apoptose da necrose (Figura 4) destacando-se: condensação da 

cromatina na periferia do envoltório nuclear, perda de adesão ente células e com a matriz 

extracelular, fragmentação celular com formação de corpos apoptóticos e ausência de 

resposta inflamatória (WYLLIE et al., 1980; ROBERTSON & ORRENIUS, 2000). Em 

contraste, a necrose é caracterizada pela quebra aleatória do DNA, alteração de organelas 

celulares, rompimento da membrana plasmática desencadeando reação inflamatória 

(THOMPSON, 1995).  

Em peixes teleósteos, a apoptose foi relatada no desenvolvimento da retina 

(CANDAL et al., 2001), no desenvolvimento embrionário de zebrafish (COLE & ROSS, 

2001), no epitélio branquial de truta (ROJO et al., 1997), em processos evolucionários, 
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como a perda da visão em peixes de caverna (JEFFERY, 2001), na diferenciação gonadal 

em zebrafish (UCHIDA et al., 2002) e na recuperação de ovários após desova 

(DRUMMOND et al., 2000; SANTOS et al., 2005, 2008; THOMÉ et al., 2006). 

 

 

Figura 4. Esquema mostrando as mudanças morfológicas de uma célula em apoptose ou 
necrose (https://isobm.org/Pics/necrosis.gif). 
 

Existem fatores intrínsecos e extrínsecos que atuam promovendo a sobrevivência ou 

a morte celular no organismo (CHUN & HSUEH, 1998; JOHNSON, 2003). Citocinas, 

como interleucina-3, interleucina-5 e fator estimulador de colônia de macrófagos e 

granulócitos (GM-CSF) induzem a sinalização da via anti-apoptótica em eosinófilos de 

mamíferos. Por outro lado, fator de crescimento transformante beta (TGF-β) inibe a via 

anti-apoptótica nestas células (SIMON & ALAM, 1999). Fatores ambientais, como 

estresse térmico, induzem apoptose no sistema imune de aves (GUIMARÃES et al., 2003). 

Fatores intra-ovarianos de sobrevivência, como estrógeno, activinas e citocinas 

(interleucina-1β) suprimem a apoptose em folículos ovarianos de ratas. Em contraste, 

fatores atretogênicos que induzem atresia folicular como andrógenos, radicais livres e fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) desencadeiam a morte celular programada nestes 

folículos (KAIPIA & HSUEH, 1997; CHUN & HSUEH, 1998; YU HSU & HSUEH, 

1998; HUSSEIN, 2005). Em camundongos, a alta expressão de proteoglicanas da 

membrana plasmática pode estar relacionada com apoptose das células foliculares de 

folículos atrésicos (ISHIGURO et al., 1999). Em teleósteos, a supressão da apoptose em 
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folículos ovarianos cultivados foi descrita utilizando gonadotrofina hipofisária, fator de 

crescimento epidermal (EGF) e 17β-estradiol (JANZ & Van Der KRAAK, 1997).  

Os eventos moleculares que coordenam a apoptose foram conservados durante a 

evolução, estando presentes desde vermes até seres humanos (THOMPSON, 1995). A 

apoptose é regulada por duas vias principais (Figura 5): a via intrínseca tem como agente 

principal a mitocôndria e a via extrínseca dependente de receptores de membrana 

plasmática (ZHANG et al., 2003). Além disso, os genes da família B-Cell lymphoma-2 

(Bcl-2), estão envolvidos na modulação da apoptose. Assim, Bcl-2, bem como seu 

homólogo estrutural, Bcl-xl, promovem a inibição da apoptose. Em contraste, outros 

membros da família Bcl-2, como Bcl xs, Bax, Bak, Bid e Bad, desencadeiam a apoptose, 

sendo denominados agentes pró-apoptóticos (WOOLVERIDGE et al., 1999; HSU & 

HSUEH, 2000; MATTSON, 2000, ZIMMERMANN et al., 2001; HUETTENBRENNER 

et al., 2003; KRATZ et al., 2006). Na via intrínseca, membros pró-apoptóticos da família 

Bcl-2 (Bax e Bad) são responsáveis pelo aumento da permeabilidade mitocondrial, 

ocasionando aumento de cálcio e liberação de citocromo c no citoplasma. O citocromo c 

associará com Apaf-1 (apoptotic protease activation factor-1) e pro-caspase 9 para a 

formação do apoptossomo, complexo que ativa a caspase 9, que por sua vez ativará 

caspase 3 levando a apoptose (MATTSON, 2000; ZHANG et al., 2003). Além disso, a via 

Fas (via extrínseca) consiste na ligação de uma proteína transmembrana (Fas L) ao 

receptor Fas (Fas R) na superfície celular conduzindo a ativação de caspases, as quais 

promovem a apoptose (WOOLVERIDGE et al., 1999; RIEUX-LAUCAT et al., 2003; 

EIMON et al., 2006).  

Estudos recentes revelaram a existência de mecanismos de morte celular 

programada, alternativos e independentes de caspases (LEIST & JÄÄTTELÄ, 2001, 

LIEBERMAN 2003, LIEBERMAN & FAN, 2003).  Em condições de estresse ou dano 

celular, incluindo restrição calórica e alterações hormonais, a autofagia desempenha 

importante papel no manejo bioenérgico, degradação e reciclagem de organelas, o qual 

pode levar à recuperação celular, apoptose (tipo I), morte autofágica (tipo II) ou necrose 

(ASSUNÇÃO GUIMARÃES & LINDEN, 2004). A inter-relação entre os vários processos 

de morte celular é complexa, uma vez que, em alguns casos a autofagia constitui uma 

forma de adaptação ao estresse suprimindo a apoptose enquanto em outros casos a 

autofagia constitui uma via alternativa de eliminação celular. (BURSH, 2001; LOCKSHIN 

& ZAKERI, 2004; PENALOZA et al., 2006). O acúmulo de vacúolos autofágicos  no 
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citoplasma representa a principal característica na morte autofágica (LOCKSHIN & 

ZAKERI, 2004; DUERRSCHMIDT et al., 2006). Células em autofagia apresentam além 

dos vacúolos autofágicos, nucleoplasma e citoplasma ligeiramente elétron-denso, embora a 

estrutura nuclear mostra-se integra (BURSH, 2001). Adicionalmente, a membrana 

plasmática perde especializações tais como microvilosidades e complexos juncionais, 

podendo ainda ocorrer formação de projeções citoplasmática (ASSUNÇÃO GUIMARÃES 

& LINDEN, 2004).  

 

 

Figura 5. Esquema mostrando as rotas apoptóticas intrínseca (via mitocondrial) e 
extrínseca (via Fas) ativadoras de caspases (ZHANG et al., 2003). 
 

MOLÉCULAS DE ADESÃO E MATRIZ EXTRACELULAR  

Moléculas de adesão e remodelação da matriz extracelular estão associadas a vários 

eventos fisiológicos tais como desenvolvimento embrionário, morfogênese e reprodução 

(CÈRDA et al., 1999; MATSUI et al., 2000; RODGERS et al., 2003). A matriz 

extracelular é um dos fatores de grande importância para homeostase tissular, 

principalmente como agente anti-apoptótico (Figura 6) para vários tipos celulares 

(TIBÉRIO et al., 2002; PINKSE et al., 2004). Estudos envolvendo o papel das moléculas 

de adesão e remodelação da matriz extracelular durante involução dos ovários pós-desova 

têm sido pouco investigados em peixes teleósteos. Entretanto, em mamíferos esses 

mecanismos já estão bem estabelecidos, principalmente na luteólise e atresia folicular 



 Introdução e Justificativa  

 

9 

(HONDA et al., 1997; YAMADA et al., 1999; MAKRIGIANNAKIS et al., 1999, 2000; 

ROLAKI et al., 2005).  

 

Figura 6. Esquema mostrando a relação da matriz extracelular com a proliferação, 
diferenciação e morte celular nos seres multicelulares (GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 
1999). 

 

As interações célula-célula e célula–matriz extracelular são mediadas por diferentes 

tipos de moléculas de adesão tais como integrinas, caderinas, membros da família de 

imunoglobulinas e selectinas. As integrinas, grande família de proteínas transmembranas 

atuam na ancoragem e comunicação celular, ocorrendo desde esponjas até mamíferos (Van 

der FLIER & SONNENBERG, 2001). As integrinas são heterodímeros compostos por 

duas subunidades α e β e estão relacionadas com a proliferação, diferenciação e morte 

celular (HYNES, 1992; BURKE, 1999; GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999; HUGHES, 

2001). A anoiquia proveniente da perda da adesão célula-matriz está diretamente 

relacionada à ausência de certas subunidades de integrina, dentre elas α5 e β1 

(GROSSMANN, 2002; MARTIN & VUORI, 2004; ZHAN  et al., 2004). Estudos in vitro 

mostraram a importância de integrinas  α5/β1 como fator de sobrevivência celular via 

regulação de membros anti-apoptóticos da família Bcl-2 (ZHANG et al., 1995; MARTIN 

& VUORI, 2004). Em ovários, a diminuição ou ausência de subunidades de integrinas α6 e 

β1 foi associada com o aumento da apoptose da granulosa dos folículos atrésicos de 

primatas (GIEBEL et al., 1996, GIEBEL & RUNE, 1997). Estudos in vitro mostraram que 

a interação entre integrina α6/β1 e lamininas aumentou a sobrevivência e proliferação de 

células da granulosa em ovelhas (Le BELEGO et al., 2002; Le BELEGO et al., 2005). 



 Introdução e Justificativa  

 

10 

O colágeno tipo IV é um dos componentes da lâmina basal que está envolvido, via 

integrinas, na adesão e sobrevivência celular. Estudos in vitro com fibroblastos cultivados 

em meio rico com colágeno IV mostraram baixa taxa de apoptose quando comparado com 

o controle (RUHL et al., 1999). Estes mesmos autores observaram diminuição da apoptose 

em fibroblastos devido ao fator anti-apoptótico do colágeno IV via regulação de agentes 

pró-apoptóticos da família Bcl-2. Em peixes teleósteos, poucos trabalhos analisaram a 

importância da matriz extracelular e das moléculas de adesão no desenvolvimento folicular 

(CÈRDA et al., 1999; MATSUI et al., 2000; OGIWARA et al., 2005) ou na remodelação 

ovariana após desova (SANTOS et al., 2008). 

 

HSP70, PCNA, APOPTOSE E REPRODUÇÃO 

Proteínas do choque térmico (HSPs) são altamente conservadas durante a evolução e 

funcionam como chaperonas moleculares que interferem na síntese protéica permitindo 

que as proteínas organizem-se de forma correta e/ou atuam promovendo o desdobramento 

de proteínas que se organizaram de maneira incorreta (BASU et al., 2002; SREEDHAR & 

CSERMELY, 2004). As HSPs são expressas de forma constitutiva, contudo, estresse do 

meio ambiente como mudanças bruscas de temperatura e xenobióticos podem aumentar 

sua expressão (IWAMA et al., 1998, 2004; FEDER & HOFMANN, 1999; PARCELLIER 

et al., 2003). As HSPs são divididas em dois grupos: as de grande peso molecular (HSP60, 

HSP70 e HSP90) e as de menor peso molecular como a HSP 27, onde as de grande peso 

molecular são ATP dependentes. As HSPs podem atuar tanto na repressão quanto na 

promoção da apoptose associando-se com componentes chaves da rota apoptótica 

(PARCELLIER et al., 2003). A HSP70 previne apoptose tanto dependente quanto 

independente de caspases. HSP70 liga-se ao Apaf-1 promovendo sua inibição, portanto, a 

ativação de caspase 9 e subseqüentemente, a ativação de caspase 3 torna-se inviável 

(Figura 7). Além disso, ela pode ligar-se ao AIF (apoptosis inducing factor) impedindo 

sua ação (PARCELLIER et al., 2003). 

O envolvimento da apoptose na reprodução de mamíferos foi documentada em 

estudos realizados principalmente com ratos: células germinativas do epitélio seminífero 

de ratos após a depleção de andrógeno (WOOLVERIDGE et al., 1999), células do 

cummulus oophorus após a ovulação (SZOLTYS et al., 2000) e na atresia folicular 

(HUGHES & GOROSPE, 1991). A apoptose está também envolvida no processo de 

regressão dos folículos pós-ovulatórios e dos folículos atrésicos de galinhas (TILLY et al., 

1991; SUNDARESAN et al., 2008).  
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Figura 7. Esquema mostrando a relação entre as proteínas do choque térmico com as rotas 

apoptóticas intrínseca e extrínseca (PARCELLIER et al., 2003). 

 

Em teleósteos, a apoptose pode ocorrer nos diferentes estádios de desenvolvimento 

dos folículos ovarianos, tendo importância na seleção e recrutamento de grupos de 

folículos para a vitelogênese (JANZ & Van Der KRAAK, 1997). Estudos histológicos e 

ultra-estruturais revelaram apoptose em células foliculares de folículos pós-ovulatórios de 

lambaris, Astyanax bimaculatus lacustris (DRUMMOND et al., 2000) e L. taeniatus 

(SANTOS et al., 2005). Reação TUNEL-positiva nas células foliculares foi detectada em 

L. taeniatus, Prochilodus costatus e P. argenteus (SANTOS et al., 2005, 2008; THOMÉ et 

al., 2006) e em Oncorhynchus mykiss (WOOD & Van Der KRAAK, 2002). O padrão em 

escada do DNA apoptótico foi detectado durante regressão dos ovários de P. argenteus 

após desova através de eletroforese em gel de agarose (SANTOS et al., 2008). 

A resposta ao estresse é mediada pelos sistemas nervoso e endócrino com 

mobilização de energia e funções compensatórias para o organismo retornar a homeostase 

A apoptose é iniciada não apenas por estímulos fisiológicos, mas também por várias 

substâncias tóxicas presentes no meio ambiente. Em peixes teleósteos, aumento 

significativo da apoptose foi utilizado como bioindicador de ambientes aquáticos 

impactados expostos a diferentes tipos de xenobióticos que prejudicam desde a função 
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hepática até a taxa reprodutiva do peixe (JANZ et al., 1997, 2001; PIECHOTTA et al., 

1999; WEBER et al., 2001, 2002). Estudos com ovários de peixes teleósteos mostraram 

aumento de HSP70 e da apoptose em um trecho do rio Mattagami, Canadá, onde as 

condições ambientais eram desfavoráveis para reprodução, devido a poluentes 

provenientes do processamento da celulose, sugerindo que HSP70 está associada a 

proteção celular (JANZ et al., 1997, 2001). Outros autores, também relataram correlação 

entre HSP70 e apoptose em peixes submetidos experimentalmente a agentes tóxicos 

(WEBER & JANZ, 2001). Além disso, o aumento da expressão de HSP70 foi descrito em 

Trematomus bernacchii peixe teleósteo da Antártida, submetido a aumento de temperatura 

(4ºC) em relação aos controles (- 1,96ºC) não aclimatados (CARPENTER & HOFMANN, 

2000). Estudos experimentais têm sugerido a utilização da expressão de HSP70 em 

gônadas de peixes teleósteos como biomarcador de ambiente aquático impactado 

(CARNEVALI & MARADONNA, 2003; YOO & JANZ, 2003; MIGLIARINI et al., 

2005). 

O antígeno de proliferação celular (PCNA) é um importante regulador do ciclo 

celular e está altamente conservado durante a evolução. O PCNA atua como co-fator para 

DNA polimerase Delta na fase S do ciclo celular e está envolvida também no reparo do 

DNA durante a sua síntese (BRAVO & McDONALD-BRAVO, 1987). O PCNA começa a 

acumular-se na fase G1 da interfase, atingindo nível máximo durante a fase S e diminuindo 

durante a fase G2 e na mitose (KURKI et al., 1988). O padrão de expressão de PCNA tem 

sido utilizado como ferramenta para o estudo de proliferação celular principalmente em 

ovários de mamíferos na foliculogênese e atresia folicular (ISOBE & YOSHIMURA 2000; 

HUTT et al., 2006; TOMÁNEK & CHRONOWSKA, 2006). Entretanto, poucos trabalhos 

utilizaram PCNA como marcador de proliferação celular em ovários de teleósteos 

(KORFSMEIER, 2002) e, atualmente, nenhum trabalho foi desenvolvido em condições de 

regressão ovariana e de impacto ambiental. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL  

 O presente trabalho teve por objetivo analisar a apoptose e detectar proteínas do 

choque térmico (HSP70) e de proliferação celular (PCNA) em ovários de peixes 

teleósteos, com vistas à sua utilização em projetos de monitoramento de impacto 

ambiental. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

-Analisar a dinâmica da reabsorção dos folículos pos-ovulatórios e atrésicos em Leporinus 

taeniatus, como modelo para estudo da apoptose das células foliculares durante a regressão 

ovariana;   

 

-Investigar a regressão ovariana inicial em Prochilodus argenteus após desova induzida, 

com especial consideração a: 1) se apoptose contribui para a regressão do folículo pos-

ovulatório e 2) se integrina B1 e colágeno tipo IV estão relacionados com a apoptose das 

células foliculares em folículos pos-ovulatórios; 

 

-Avaliar a contribuição da apoptose durante atresia folicular e determinar a expressão de 

PCNA e HSP70 por imunohistoquímica em duas espécies de teleósteos da bacia do rio São 

Francisco: curimatã-pacu Prochilodus argenteus e piau-jejo Leporinus taeniatus;  
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4. DISCUSSÃO GERAL 

 

O presente trabalho foi realizado em 4 etapas. Inicialmente, avaliou-se a 

participação da apoptose na regressão folicular em ovários de peixes submetidos à desova 

induzida por hipofisação. Em seguida, analisou-se a relação entre apoptose das células 

foliculares e alterações da membrana basal, colágeno IV e integrina β1 em folículos pós-

ovulatórios. Posteriormente, estudamos a relação entre apoptose e HSP70 durante a 

regressão de folículos atrésicos. Finalmente, investigamos a ocorrência de folículos pós-

ovulatórios, folículos atrésicos e a marcação para HSP70, caspase 3 e PCNA em ovários de 

peixes submetidos a estresse ambiental no rio São Francisco, região de Três Marias. 

Em peixes, a apoptose tem sido estudada em alguns modelos biológicos incluindo 

desenvolvimento da retina, do sistema nervoso (CANDAL et al., 2001; COLE & ROSS, 

2001), brânquais (ROJO et al., 1997), perda da visão em peixes de caverna (JEFFERY, 

2001), diferenciação gonadal (UCHIDA, et al., 2002) e espermatogênese (PRISCO et al., 

2003; CORRIERO et al., 2007), foliculogênese (WOOD & Van Der KRAAK, 2001). No 

presente estudo, nós utilizamos como modelo experimental ovários em regressão após o 

período reprodutivo. Nessa fase, ocorre involução e degeneração de folículos pós-

ovulatórios e folículos atrésicos e os ovários remodelam sua estrutura para reiniciar um 

novo ciclo reprodutivo. Os folículos pós-ovulatórios são reabsorvidos rapidamente, ao 

passo que, os folículos atrésicos necessitam de meses para serem removidos dos ovários 

(MIRANDA et al., 1999; DRUMMOND et al., 2000). Desde que os ovários de peixes 

sofrem extensivas remodelações durante o ciclo reprodutivo, então eles representam um 

excelente modelo para investigação dos eventos de proliferação e morte celular tanto 

quanto das relações da apoptose com moléculas de adesão, da matriz extracelular e fatores 

de crescimento em vertebrados não mamíferos.  

Uma das características marcantes da apoptose é a fragmentação do DNA nas 

regiões internucleossômicas resultando em múltiplos de 180-200 pares de bases e padrão 

em escada na eletroforese em gel de agarose (KERR et al., 1972). No nosso Laboratório, a 

apoptose foi identificada inicialmente por histologia e microscopia eletrônica 

(DRUMMOND et al., 2000), em seguida através da reação de TUNEL in situ (SANTOS et 

al., 2005) e confirmada posteriormente pelo gel de agarose (SANTOS et al., 2008).  Estes 

achados confirmam o envolvimento da apoptose na dinâmica ovariana pós-desova de 

peixes como também relatado para outros vertebrados. 
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Os folículos pós-ovulatórios são bioindicadores do sucesso reprodutivo também 

utilizados para determinar a freqüência e tempo de desova em populações de peixes 

selvagens (STEQUERT et al., 2003; SATO et al., 2005). Os eventos morfológicos da 

regressão de folículos pós-ovulatórios são similares entre espécies incluindo L taeniatus e 

P. argenteus (presente estudo), A. bimaculatus (DRUMMOND et al., 2000) e P. costatus 

(THOMÉ et al., 2006). A relação entre apoptose, atresia follicular e luteólise tem sido bem 

investigada em mamíferos (LUZ et al., 2006; ROLAKI et al., 2005). Em aves, a apoptose 

da granulosa exerce importante papel no recrutamento de folículos ovarianos para 

ovulação e na regressão dos folículos atrésicos e folículos pós-ovulatórios (TILLY et al., 

1991; MURDOCH et al., 2005; SUNDARESAN et al., 2008). Recentemente, analisando a 

regressão de ovários de duas espécies de peixes mantidas em confinamento, verificamos 

que, diferentemente dos mamíferos, a apoptose que é um evento tardio da atresia folicular, 

sugerindo que outros mecanismos incluindo a autofagia podem ser responsáveis pela 

eliminação dos folículos atrésicos (SANTOS et al., submetido).  

Em P. argenteus, o índice apoptótico das células foliculares atingiu seu pico 

máximo no 3º dia e diminuiu em seguida até o 5º dia pós-desova (SANTOS et al., 2008). 

Achados similares foram também detectados em L. taeniatus (SANTOS et al., 2005) e em 

P. costatus (THOMÉ et al., 2006). Alta taxa de apoptose foi também detectada no 2º e 3º 

dia de regressão da glândula mamária pós-lactação em camundongo, diminuindo até o 8º 

dia de regressão (FAURE et al., 2000). Em teleósteos, a apoptose pode ser desencadeada 

por estímulos fisiológicos e patológicos tais como impacto ambiental, alterações 

endócrinas, xenobióticos e ausência de fatores de crescimentos (JANZ et al., 1997, 2001; 

LINARES-CASENAVE et al., 2002; WEBER et al., 2002; DREVNICK et al., 2006). Em 

ovários de mamíferos, fatores de crescimentos tais como fator de crescimento epidérmico 

(EGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) ligam-se à matriz extracelular 

promovendo a sobrevivência dos folículos ovarianos (CHUN & HSUEH, 1998; 

RODGERS et al., 2003). Na truta Oncorhynchus mykiss, tratamento de folículos ovarianos 

cultivados com EGF, gonadotrofinas e 17 β-estradiol promoveu a supressão da apoptose 

das células da granulosa (JANZ & Van Der KRAAK, 1997). Em Pagrus major, fator de 

crescimento semelhante a insulina (IGF-I) mostrou-se aumentado durante a foliculogênese 

e diminuiu no período após desova (KAGAWA et al., 1995). O papel dos fatores de 

crescimento e esteróides sexuais necessita ainda ser investigada na dinâmica da regressão 

ovariana pós-desova.  
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No presente trabalho, observou-se uma relação entre apoptose das células 

foliculares, alterações da membrana basal e marcação para integrina β1 e colágeno IV 

durante a involução dos folículos pós-ovulatórios de P. argenteus (SANTOS et al., 2008). 

A membrana basal atuou como fator de sobrevivência para células epiteliais de glândula 

mamária de camundongos em cultura, uma vez que a perda de adesão célula a membrana 

basal desencadeou a morte celular (PULLAN et al., 1996). Adicionalmente, em folículos 

atrésicos de mamíferos, a apoptose ocorreu inicialmente na camada de células da granulosa 

distal à membrana basal e a laminina pode estar exercendo um efeito protetor contra a 

apoptose da granulosa (AMSTERDAM et al., 1998; Le BELLEGO et al., 2005). Estudos 

in vitro demonstraram que a camada granulosa humana secreta colágeno IV, o qual regula 

a diferenciação celular via integrina α2β1 durante a formação do corpo lúteo (YAMADA 

et al., 1999). Em ovários de primatas, a diminuição ou ausência de integrina α6/β1 

mostrou-se associada com o aumento da apoptose das células da granulosa em folículos 

atrésicos (GIEBEL et al., 1996; GIEBEL & RUNE, 1997). Além disso, cultura de células 

da granulosa em meio rico em laminina induz a proliferação e o aumento da sobrevivência 

celular, sendo os eventos mediados por integrina α6/β1 (Le BELLEGO et al., 2005). Em 

conjunto, estes resultados indicam que moléculas de adesão e da membrana basal são 

importantes para a sobrevivência das células foliculares ou da granulosa em vertebrados, 

incluindo peixes.  

A caspase 3 é a principal protease executora do programa apoptótico, a qual ativa 

endonucleases e é também responsável pela quebra de muitas proteínas estruturais 

citoplasmática conduzindo a alterações morfológicas típicas da apoptose 

(HUENTTERBRENNER et al., 2003). Entretanto, existem também outras rotas 

apoptóticas independente de caspase tais como fator mitocondrial indutor da apoptose 

(AIF) e proteases não caspases tais como catepsinas, granzimas e endonuclease G, as quais 

podem induzir a apoptose dependente ou independente de caspases (ZHANG et al., 2003). 

A caspase 3 é expressa em células luteínicas e tecais de corpo lúteo e também em células 

da granulosa de folículos atrésicos em mamíferos (HUSSEIN, 2005; LUZ et al., 2006) e 

em folículos pós-ovulatórios em aves (SUNDARESAN et al., 2008). Em P. argenteus, a 

imunoreatividade para caspase 3 foi identificada principalmente nas células foliculares dos 

folículos pós-ovulatórios durante a regressão pós-desova induzida (SANTOS et al., 2008). 

Por outro lado, células foliculares dos folículos atrésicos não foram marcadas para caspase 

3 durante a maior parte da regressão folicular, o que sugere que outras proteases podem ser 

ativadas. Membros da família de protéinas Bcl-2 controlam a rota apoptótica intrínseca e 
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estudos com zebrafish (Danio rerio) indicaram uma surpreendente similaridade com os 

membros da família Bcl-2 de mamíferos (KRATZ et al., 2006). Enquanto os componentes 

da rota apoptótica intrínseca aparentemente existe em todos os metazoários, os 

componentes da rota apoptótica extrínseca são mais recentes no processo evolucionário, os 

quais promovem a apoptose em resposta a membros da superfamília dos receptores de 

necrose tumoral (TNF) (MARTIN & VUORI, 2004). A rota apoptótica extrínseca é 

desencadeada pelos ligantes Fas, os quais cooperam com a rota apoptótica intrínseca para 

acionar a apoptose tecidual durante a embriogênese de zebrafish (EIMON et al., 2006). 

Embora as rotas da apoptose atuem em ovários de teleósteos, ainda não foram 

determinados os membros pró e anti-apoptóticos que regulam as vias de morte celular 

durante a regressão pós-ovulatória. 

No presente trabalho, reação imunohistoquímica para PCNA foi detectada 

principalmente nas células tecais dos folículos atrésicos, ao passo que, células foliculares 

foram raramente marcadas (SANTOS et al., 2008). Esses resultados sugerem baixa ou 

ausência de atividade mitótica nas células foliculares, uma vez que estas células 

hipertrofiam apresentando atividade fagocítica para reabsorção do vitelo e remanescente do 

ovócito durante a atresia folicular. O antígeno de proliferação celular (PCNA) tem sido 

utilizado como marcador de proliferação em ovários dos mamíferos (ISOBE & 

YOSHIMURA, 2000; HUTT et al., 2006) e na espermatogênese de teleósteos 

(CORRIERO et al., 2007), mas poucos estudos têm utilizado esta técnica em ovários de 

peixes (ORTEGO et al., 1994; KORFSMEIER, 2002). Em zebrafish, a imunomarcação 

para PCNA aumentou durante a ovogênese, onde a reatividade ocorreu principalmente nas 

células foliculares durante a incorporação do vitelo (KORFSMEIER, 2002). Em 

mamíferos, a imunomarcação para PCNA reduziu nas células da granulosa e da teca 

durante a atresia folicular (FERANIL et al., 2004; TOMÁNEK & CHRONOWSKA, 

2006).  

A relação entre HSP70 e apoptose foi reportada em alguns modelos incluindo 

ovários de Cotostomus commersonii, intestino posterior de Salmo salar (JANZ et al., 1997, 

2001; BAKKE-McKELLEP et al., 2007) e na atresia folicular de duas espécies de peixes 

(presente trabalho). A imunoreatividade para HSP70 foi localizada nas células foliculares 

principalmente durante a atresia folicular avançada em ambas espécies do presente estudo 

(SANTOS et al., submetido). Células intersticiais e ovócitos foram também reativos para 

HSP70 como também demonstrado durante a maturação ovariana em ouriço do mar 

(GERACI et al., 2003). A forte marcação para HSP70 na atresia avançada observada no 
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presente estudo sugere um efeito protetor contra a apoptose folicular, com aumento da 

sobrevivência celular quando as células foliculares estão ativamente envolvidas na 

remoção do vitelo. Adicionalmente, a diminuição da marcação para HSP70 e o aumento da 

apoptose nas células foliculares contribui para a eliminação das células foliculares na fase 

final da atresia folicular.  

A morte celular autofágica tem sido considerada com uma via alternativa de morte 

celular programada (tipo II) distinta da apoptose (BURSCH, 2001; LOCKSHIN & 

ZAKERI, 2004). Vacúolos autofágicos abundantes com organelas em degeneração 

precedendo o colapso nuclear são características da morte celular autofágica, que envolve 

proteases não caspases como as catepsinas responsáveis pela degradação e turnover de 

proteínas e organelas celulares (ASSUNÇÃO GUIMARÃES & LINDEN, 2004). No 

presente estudo, vacúolos autofágicos com organelas em degeneração foram abundantes 

nas células foliculares principalmente durante atresia avançada para ambas as espécies. 

Estas características sugerem que autofagia além de contribuir para o homeostase folicular 

nas fases iniciais da atresia pode ser responsável pela redução da massa celular na fase 

avançada da regressão folicular, antecedendo a apoptose que ocorre na atresia final. 

Similarmente, a autofagia contribui para uma eliminação mais eficiente de células em 

degeneração durante a ovogênese de insetos (NEZIS et al., 2006; VELENTZAS et al., 

2007), na atresia folicular em aves (KOVACS et al., 1992; D’HERDE et al., 1996) e nas 

células da granulosa em humanos (DUERRSCHMIDT et al., 2006). Alternativamente, 

alguns autores consideram a autofagia como uma estratégia de sobrevivência celular para 

obtenção de energia na ausência de nutrientes ou mecanismo de redução do volume celular 

em células destinadas a morte (LEVINE & YUAN, 2005). Portanto, autofagia e apoptose 

podem estar coexistindo durante a atresia folicular em teleósteos, tais como ocorre em 

ovários de inseto e aves. Entretanto, investigações são ainda necessárias para elucidar os 

mecanismos de atresia folicular em ovários de teleósteos.  

Em relação ao estudo realizado no rio São Francisco (SANTOS et al., em 

preparação), os parâmetros analisados no presente trabalho tais como folículos atrésicos, 

folículos pós-ovulatórios, HSP70, PCNA e apoptose, têm aplicabilidade em estudos de 

impacto ambiental em populações de peixes selvagens. O monitoramento da atividade 

reprodutiva de peixes nativos da bacia do rio São Francisco tem se mostrado essencial uma 

vez que a ictiofauna têm sido exposta frequentemente a diferentes tipos de agentes 

estressantes incluindo a construção de barragens e dejetos das atividades agroindustriais 

como tem ocorrido na região de Três Marias. Então, marcadores moleculares sensíveis que 
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afetam a função celular, incluindo os utilizados no presente trabalho, podem ter alguma 

utilidade em um futuro breve. A variabilidade genética de P. argenteus (HATANAKA et 

al., 2006) pode justificar a sua capacidade de adaptação frente ao impacto da barragem de 

Três Marias e a sua utilização como provável espécie bioindicadora na bacia do rio São 

Francisco.  
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5. CONCLUSÕES e PERSPECTIVAS DE ESTUDO  

 

� A apoptose contribui para a regressão de folículos ovarianos de peixes após desova; 
 
� Apoptose das células foliculares em folículos pós-ovulatórios de P. argenteus é 
dependente de caspases; 
 
� A integridade da membrana basal, integrina β1 e colágeno IV é importante para a 
sobrevivência das células foliculares; 
 
� Células foliculares proliferam durante o crescimento dos ovócitos de peixes; 
 
� A proliferação da teca ocorre durante regressão dos folículos pós-ovulatórios e atrésicos;    
 
� A autofagia e a apoptose participam sinergicamente da atresia folicular de peixes;  
 
� HSP70 contribui para a proteção das células foliculares durante a maior parte da atresia 
folicular; 
 
� O curimatã-pacu P. argenteus mostrou-se como um bom modelo para estudos de impacto 
ambiental na bacia do rio São Francisco.   
 

 

PERSPECTIVAS DE ESTUDO 

 

 Os peixes são bons modelos de estudo dos mecanismos de apoptose, em especial os 

ovários após desova que apresentam numerosos folículos em regressão. Assim estudos 

envolvendo fatores de crescimento durante desenvolvimento e regressão ovariana são 

promissores. Além disso, outros biomarcadores como as metalotioneínas são importantes nos 

estudos de contaminação ambiental por resíduos de metais pesados, em particular na região de 

Três Marias. Técnicas bioquímicas e de biologia molecular são excelentes métodos 

quantitativos que podem complementar os resultados da morfologia nos estudos de impacto 

ambiental.    
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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