HELIO BATISTA DOS SANTOS

APOPTOSE E PROTEINAS DO CHOQUE TERMICO (HSP70) E DE
PROLIFERACAO CELULAR (PCNA) EM OVARIOS DE DUAS ESPECIES DE
PEIXES DA BACIA DO RIO SAO FRANCISCO EM DIFERENTES

CONDIGOES AMBIENTAIS.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
BELO HORIZONTE — MG
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



HELIO BATISTA DOS SANTOS

APOPTOSE E PROTEINAS DO CHOQUE TERMICO (HSP70)E DE
PROLIFERACAO CELULAR (PCNA) EM OVARIOS DE DUAS
ESPECIES DE PEIXES DA BACIA DO RIO SAO FRANCISCO EM

DIFERENTES CONDICOES AMBIENTAIS .

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Biologia Celular da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial para a obtencao
do titulo de Doutor em Ciéncias (Area

de Concentracdo em Biologia Celular).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
BELO HORIZONTE —MG
2008



043
S237a

Santos, Hélio Batista do

Apoptose e proteinas douwheermico (HSP70) e de proliferacé

celular em ovérios daslespécies de peixes teledsteos da bac
rio S&o Francisco em diferentes condigbes ambgfit@nuscrito] /
Hélio Batista dos Santos. — 2008.
V, 751. 1il.; 29,5c

Orientador: Nilo Bazzoli. Co-orientadora: Elizete®.

Tese (doutorado) —wénsidade Federal de Minas Gerais,
Instituto de Ciéncias Bigicas.

1. Prochilodus argenteus 2. Leporinus taeniatus esles

3. Apoptose — Teses. 4tdfnas de choque térmico — Teses.

5. Antigeno nuclear dau@kem proliferacéo. 6. Foliculos pos-
ovulatorios. 7. Folicuktsésicos. 8. Sdo Francisco, Rio. |. Bazzol
Nilo. Il. Rizzo, ElizetBl. Universidade Federal de Minas Gerais.
Instituto de Ciéncias Bioicas. IIl Titulo.

ado




O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratoriode Ictiohistologia do

Departamento de Morfologia, Instituto de Ciéncias Bldgicas, UFMG.

ORIENTADOR :
PrOF. DR. NILO BAzzoOLI
CoO-ORIENTADORA :

PROF. DRA ELIZETE RIzzO

ESTE TRABALHO TEVE A COLABORAGAO DOS SEGUINTES PESQUISADORES:
Dra. Luciana Moro - UFMG

Dr. Mério Tallarico O. Miranda — IBAMA,

Dr. Yoshimi Sato — CODEVASF;

APOIO INSTITUCIONAL :

-Ao convénio CEMIG e Companhia de Desenvolvimerds ®Wales do Sdo Francisco e

Parnaiba, CEMIG GT-CODEVASF;

-Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Reasrdlaturais Renovaveis — IBAMA,
area de Pesca e Aquicultura;

-Laboratério de Apoptose do Departamento de Patl@gral - UFMG;

-Centro de Microscopia Eletronica do ICB-UFMG;

APOIO FINANCEIRO :

-CAPES - Bolsa de Doutorado (Marco de 2004 a Fewede 2008);

-CNPq Projeto Universal 479733/01;

-FAPEMIG processo CAG 852/05 Apoptose e expressaprdteinas do choque térmico

como biomarcadores de impacto ambiental em ovdeqseixes.



DEDICO ESSA VITORIA A DEUS PELA
OPORTUNIDADE CONCEDIDA , AS MINHAS FAMILIAS
DE DIvVINOPOLIS (MAE, PAI E IRMAOS) E DE I TAUNA
(JOSE AUGUSTO, SUELI E FAMILIARES ) E
PRINCIPALMENTE A MINHA MAE E MINHA ESPOSA

HELENA EXEMPLOS DE FORGA , AMOR E CARINHO .

MUITO OBRIGADO !



A0S MEUS ORIENTADORES DR. NILO BAzzoLl E A DRA. ELIZETE RIzzO,

TODO MEU AGRADECIMENTO PELA ACOLHIDA , CONVIVENCIA, CARINHO,

RESPEITO E ENSINAMENTOS TRANSMITIDOS QUE FORAM ESSENCIAIS PARA MEU
CRESCIMENTO PESSOAL E PROFISSIONAL.

AO PROFESSOR E AMIGO DR. YOSHIMI SATO, MEUS AGRADECIMENTOS

PELOS ENSINAMENTOS, SUPORTE E AMIZADE TRANSMITIDOS .

A MONICA PEREIRA RICARDO PELO GRANDE SUPORTE E APRENDIZADO

DURANTE MINHA PASSAGEM PELO L ABORATORIO DE |CTIOHISTOLOGIA .

MUITO OBRIGADO !l



AO MESTRE, COM CARINHO, QUE ME
APRESENTOU O MUNDO DA ANATOMIA
MICROSCOPICA (CITOLOGIA E HISTOLOGIA )
E QUE ACREDITOU SEMPRE NO NOSSO
PROJETO PROFISSIONAL, OBRIGADO MESTRE

DR. GUALTER FUNK DE QUEIROZ.

MUITO OBRIGADO !!



AGRADECIMENTOS

A MINHA EQUIPE DE TRABALHO E GRANDES AMIGOS, PELA OPORTUNIDADE DE
FAZER PARTE DE SUAS VIDAS: MONICA, FABAO, RALPH, FABRICIO, FLAVIA , ROBERTO,
KINULPE , RENATO, RAMON, HEDER, PAULA , PEDRO, CASSIA E PAULA .

A0S MEUS AMIGOS DA CODEVASF QUE TANTO CONTRIBUIRAM PARA O
DESENVOLVIMENTO DE MINHAS DISSERTACAO E TESE, EM ESPECIAL VANDERLEI
(Boca), LuLu, ZE GRANDE, DINEI, EDSON, CLAUDIO, KLEBER E O PROF. YOSHIMI
SATO.

AOS PROFESSORES DO DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA E PATOLOGIA ,
ESPECIALMENTE AOS PROFESSORESANTONIO CARLOS SANTANA CASTRO, JOSE CARLOS
NOGUEIRA, HELIO CHIARINI -GARCIA , GLEYDES GAMBOGI PARREIRA, LUCIANA MORO
E ANILTON CESAR VASCONCELOS PELA CONVIVENCIA E ENSINAMENTOS .

A COORDENACAO DO CURSO DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR : ELIZABETH
SiLVA (2002), WALDEREZ ORNELAS (2004), ANNAMARIA RAVARA VAGO (2006) E
GREGORY THOMAS KITTEN (2008).

AOS FUNCIONARIOS DO DEPARTAMENTO DE M ORFOLOGIA , EM ESPECIAL A SECRETARIA
DA POS-GRADUACAO |RAIDES SILVA DE JESUS PELA AJUDA NA RESOLUCAO DOS
PROBLEMAS ADMINISTRATIVOS E PELA AMIZADE

AOS COLEGAS DO CURSO DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR PELA
CONVIVENCIA E ENSINAMENTOS .

AO PROFESSOR GILSON SOARES, PRESIDENTE DA FUNEDI/UEMG, POR TER
ACREDITADO NO MEU POTENCIAL DESDE O INICIO .

E A TODOS (ILUSTRES DESCONHECIDOS) QUE CONTRIBUIRAM DE FORMA DIRETA OU
INDIRETA PARA ESSA VITORIA (SAO MUITQOS).



‘EU  NAO ESTOU INTERESSADO EM
NENHUMA TEORIA E NEM DESSAS COISAS DO
ORIENTE ROMANCES ABSTRAIS, A MINHA
ALUCINACAO E SUPORTAR O DIA -A-DIA E
MEU DELIRIO E A EXPERIENCIA COM COISAS

REAIS”.

BELCHIOR



SUMARIO

Pag.
=S U1 i
N =S 1Yo PRSPPI iii
L ISTA DE FIGURAS ....cettettttttttttieasaaaeaeaaeaaasessessssnnanneseesssssanssnnnasaeaaaaeaaeeeseeeessssnnnns v
LISTA DE TABELA «..eiieiteieeeeeeettttetuasasaeaeeeeeeeeeeseeeeaneeeseessssssnssnnnsaaaaaaaeaaeeeeeensssrnnnns %
INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA ..iiiiiiieeeeeeeeeeeeeetiessssaansss s s s e e s e eeeaaesssaeaaaaaaeesssssnnnnnnnns 01
(@ = 1Y@ 1 PP 13
N 2 8 10 1 R PUPRR 14

ARTIGO 1. SANTOS HB RIZZO E; BAZZOLI N; SATO Y; MORO L (2005)
Ovarian regression and apoptosis in the South Arxaerieleost.eporinus taeniatus
Lutken (Characiforme, Anostomidae) from the SaonEisco BasinJournal of
Fish Biology 67:1446-1459. DOI10.1111/j.1095- 8649.2005.00854.x.............. 15

ARTIGO 2. SANTOS HB; MORO L; SATO Y; BAZZOLI N; RIZZO E (2008
Relationship among follicular apoptosis, integpibh and collagen type IV during
early ovarian regression in the teledBtochilodus argenteusafter induced
spawning. Cell and Tissue Research 332:159-170. DOI: 10.1007/s00441-007-
00t P 29

ARTIGO 3. SANTOS HB; THOME RG; ARANTES FP; SATO Y: BAZZOLI N;
RIZZO E. Ovarian follicular atresia is mediated bgterophagy, autophagy, and
apoptosis in Prochilodus argenteusand Leporinus taeniatus (Teleostei:

Characiformes)Theriogenology. DOI: 10.1016/j.theriogenology.2008.06.091.....41
[V DISCUSSAO GERAL .....vvitiutiteiuteeasiteeasteeeateeeasbeeesieesaatesseeeasbeeesnbeeessaeeanbeeesnbeeesnbeeens 53
V' CONCLUSOES EPERSPECTIVAS. .....uiiiiiiieaiitieasieeesiteeasiteeabeeeseesseessnbeesteessnneesnneens 59
VI REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cviiiiiiieiiiieeiiiieasieeesiiee st saee e e in e snee e 60



RESUMO

A regressao ovariana foi analisada em duas esp@éeidsléosteos da bacia do rio S&o
Francisco: curimatad-pacuProchilodus argenteuse piau-jejo Leporinus taeniatus
submetidas a desova induzida por hipofisacdo,zatiio extrato bruto de hipdfise de
carpa. Andlises histoldgicas, ultra-estruturaiag@® de TUNEL e eletroforese em gel de
agarose identificaram a ocorréncia da apoptoseulali durante regressdo ovariana. A
apoptose das células foliculares aumentou de naateinpo dependente, atingindo um
pico com 3 dias ap0s desova. Andalises imunohistoigas em ovarios demostraram que a
marcacao para integrinfl e coldgeno IV diminui significativamente duraateegressao
dos foliculos poés-ovulatorios. Células folicularestecais foram imunoreativas para
caspase 3. Para analise da atresia folicular, ®meauras foram estocadas em cativeiro
apos o periodo reprodutivo e a regressdo ovariasia atessada pelo indice
gonadossomatico e a atresia folicular analisadahfologia, ultra-estrutura, reacao de
TUNEL e imunohistoquimica. Durante a atresia fddcuas células foliculares estdo
ativamente envolvidas na reabsorcdo do vitelo. I&ldoliculares TUNEL-positivas
predominaram na fase final de regressao dos fofi@trésicos. Intensas atividades auto e
heterofagica foram detectadas nas células foliesldurante atresia folicular avancada e
final. Durante a atresia avancada, células folreslacom intensa atividade de reabsorcéo
de vitelo mostraram forte reacdo imunohistoquinpeaa HSP70, sugerindo um papel
protetor da HSP70 para as células foliculares deran atresia folicular. Reacdo
imunohistoquimica para PCNA foi detectada na tedicando que a proliferacdo celular
contribui para a remodelacao folicular. Apoptoseitofagia coexistem na atresia folicular
de teledsteos para a remocao mais eficiente dakgdbliculares. Para a identificacéo de
possiveis biomarcadores de impacto ambiental, fém@amaturacdo avancada e desovada
de P. argenteusforam capturadas em dois trechos do rio Sdo FRamcia jusante da
barragem de Trés Marias. indice gonadossomatiémetio de ovocitos vitelogénicos e
densidade de foliculos poés-ovulatérios foram sigaiivamente mais baixos
imediatamente ap0s a barragem de Trés Marias. t&\a de atresia folicular e reacao
imunohistoquimica para HSP70 em foliculos vitelogés foi também detectada nesse
trecho de estudo. Reagdo para PCNA mostrou agrantdio das células foliculares durante
0 crescimento dos ovocitos. Os resultados indicamrionatd-pacuP. argenteus£omo um

importante bioindicador de impacto ambiental no $i#&o Francisco enquanto foliculos



atrésicos e foliculos pos-ovulatérios podem selizatlos para o monitoramento da

atividade reprodutiva, a jusante da barragem dg Migias.

Palavras-chave Prochilodus argenteyd.eporinus taeniatysapoptose, HSP70, PCNA,

foliculos pés-ovulatorios, foliculos atrésicos, $i@o Francisco.
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ABSTRACT

The ovarian regression was analyzed in two neatebgreshwater teleosts from the S&o
Francisco River basin, BraziProchilodus argenteuand piau-jejoLeporinus taeniatus
which were inducedo spawn by using carp pituitary extraklistological, ultrastructural,
TUNEL reactions andagarose gel electrophoresamalyses detected the incidence of
apoptosis during the ovarian regression. Apoptoktke follicle cells increased in a time-
dependent manner anmdached a peak in 3 days postspawning. Immunohisioistry
reactions in ovaries showed that labeling for inte@§l and collagen type IV decreased
significantly during the ovarian regression of guastovulatory follicles. Follicle and theca
cells were immunostained for caspase 3. Mature liemare stoked in captivity after the
reproductive period, then ovarian regression wasess®d by gonadosomatic index.
Follicular atresia was analyzed by histology, utmacture, TUNEL assay and
immunohistochemistry. During the follicular atresiae follicle cells are actively involved
in the reabsortion of the yolkTUNEL assay revealed the DNA fragmentation mainly i
late follicular atresia. Intense auto- and heteagit activity was detected in the follicle
cells during advanced and late follicular atrefiannohistochemistry for HSP70 stained
strongly the follicle cells during the advanceckaia, while they wergvolved actively in
the engulfed of the yolk, suggesting the play mietector of the HSP70 for follicle cells
during the follicular atresia. The PCNA was detdchyy immunohistochemistry in the
theca indicating that the cellular proliferation natbutes for follicular remodeling.
Apoptosis and autophagy coexist during the telefadlisular atresia in order to achieve a
more efficient removal of the dying follicle cell§or identification of the potential
biomarkers of environmental impact, mature and swgalvfemales of th®. argenteus
were captured in two sections of the Sdo Frandi&wer, downstream from Trés Marias
Dam Thegonadosomatic index, vitellogenic follicle diamstand postovulatory follicles
were significantly lower immediately below the Tr®krias Dam. Additionally, higher
follicular atresia and immunostaining for HSP70vitellogenic follicles were detected in
ovaries this river section study. Immunostaining RCNA showed proliferation of the
follicle cells during the oocyte growth. The finds indicated the curimata-pach,
argenteusas a powerful bioindicator of environmental impecthe Sao Francisco River
while postovulatory and atretic follicles may besdgor monitoring of the reproductive

activity, downstream from the Trés Marias Dam.



Keywords: Prochilodus argenteysLeporinus taeniatus apoptosis, HSP70, PCNA,
postovulatory and atretic follicles, Sdo FranciBreer.
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1. INTRODUGCAO e JUSTIFICATIVA

Fatores fisicos e quimicos afetam o comportamerdodaamica reprodutiva dos
peixes de agua doce, incluindo temperatura, ptacgd pluviométrica, turbidez da agua,
alimentacdo, agentes xenobidticos, fotoperiodosidade populacional, dentre outros
(NAGAHAMA, 1983; JANZet al, 1997, 2001; SHIMIZU, 2003; MIRANDAt al, 1999;
WEBER et al, 2002). Estudos envolvendo os primeiros segmemosios abaixo das
barragens mostraram que, nesse trecho, a aguaemtaresondicbes térmicas e
hidrodindmicas instaveis que afetam negativamentoroportamento reprodutivo dos
peixes (BAXTER, 1977). No rio Parana, o comportamereprodutivo de peixes
migradores foi alterado nos primeiros quildmetagol apds a barragem de Itaipu, onde os
peixes ndo conseguiram desovar e em consequépceseataram intenso processo de
atresia folicular (AGOSTINHt al, 1993). No rio Sdo Francisco, peixes migradoees d
importancia econdémica, ndo se reproduzem e apegsemntaior incidéncia de atresia
folicular no trecho imediatamente a jusante dadgmm de Trés Marias (OLIVEIRA-
JUNIOR, 2002; SATCet al, 2005).

A usina hidrelétrica de Trés Marias foi construita rio Sdo Francisco para
producao de energia elétrica, regularizacdo de dontrole de cheias. No veréo, a agua do
hipolimnio da represa de Trés Marias, que € m@sefpobre em oxigénio, é lancada no
rio S&o Francisco, a jusante da barragem, inibendeproducéo das principais espécies de
importancia econdmica nos primeiros 34 km a jusdatdarragem (Figura 1, Tabela I).
Nesse trecho, o rio apresenta somente pequenaosatids (corregos e riachos) que nao
modificam o perfil fisico-quimico da agua. O rio aéié é o primeiro tributario de médio
porte que, desaguando cerca de 34 km apls a harrdgeTrés Marias, minimiza o
impacto sobre a reproducdo dos peixes. Nesse Utt@ebo, da confluéncia com o rio
Abaeté até a barra do rio de Janeiro, 34 a 54 knbadeagem, o rio Sdo Francisco
apresenta condicdes favoraveis a reproducdo dosespeile piracema, incluindo
Prochilodus argenteysespécie mais abundante na pesca profissionatgiaor de Trés
Marias, MG (SATCet al, 2005).
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Figura 1. Mapa de localizacdo dos trechos em estudo nd#@io Francisco: a
jusante da barragem de Trés Marias (JB) e aposfméncia com rio Abaeté (JA).

Tabela I: Dados abiéticos da agua e atividade reprodute/B.d
argenteugem dois trechos do rio Sdo Francisco durante mvera

JB JA
Temperatura (°C) 234+£05 25410
Oxigénio (mg/L) 3,32+0,85 6,85+0,83
Fluxo de agua (ffs) 584,8 + 73,2632,8 + 73,4
Atividade reprodutiva de fémeas (%) 18 97

JB: apls a barragem de Trés Marias; JA: apds duéoia do rio Abaeté.
Dados de SAT@t al (2005).

Espécies de piracema como surubim, matrinchdadoyrcurimatas e alguns piaus
sdo as mais afetadas pelo barramento dos rioepan tsua rota migratoria para desova
interrompida (SATOet al, 2005). Nesse contexto, o presente trabalhozeonilidois
Characiformes migradores como modelo de estudamatéa-pacuProchilodus argenteus
(Figura 2) da familia Prochilodontidae e piau-jejoeporinus taeniatugFigura 3) da
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familia Anostomidae. Essas espécies apresentamduggiio sazonal sincronizada com a
estacdo chuvosa entre novembro e fevereiro, destala ovos livres, desenvolvimento
embrionério rapido e auséncia de cuidado pare®AlQ et al., 2003a). Como esses
peixes ndo se reproduzem espontaneamente em wgtiaei desova induzida por

hipofisacdo é necesséria para completar seu @plodutivo (SATCet al, 2003b).

Figura 3. Exemplar do piau-jejd,eporinus taeniatusUTKEN 1875.
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REGRESSAO DE FOLICULOS OVARIANOS

Apo6s desova, ovarios de peixes apresentam folipdesovulatérios e atrésicos que
involuem progressivamente até a recuperacao totabdarios, os quais voltam a fase de
repouso para iniciar um novo ciclo reprodutivo.

Foliculos pdés-ovulatorios, estruturas remanescedtes foliculos ovarianos que
permaneceram nos ovarios de peixes apos a desavégrsnados por camada de células
foliculares ou células da granulosa revestindo melufolicular e teca conjuntiva
externamente (DRUMMONLRDet al., 2000; SANTOSet al., 2005, 2008). Diferente do
corpo luteo dos mamiferos, esses foliculos ndoeexiatividade hormonal, degeneram e
sao reabsorvidos em poucos dias durante remodetlisiovarios apos desova (LANG,
1981a; SAIDAPUR, 1982; SELMAN & WALLACE, 1989).

Durante a regressao ovariana ocorrem modificagG@soldgicas gradativas nos
foliculos po6s-ovulatérios, como formacdes de pregegido ao colapso do envoltério
folicular, hipertrofia das células foliculares, espamento da teca, seguido de involucéo e
reabsorcdo folicular (LANG, 1981a; SAIDAPUR, 1983ANTOS et al, 2005).
Imediatamente apds desova, as células foliculalggil@m caracteristicas ultra-estruturais
de células especializadas em sintese de protaio@syeticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi desenvolvidos (DRUMMON& al, 2000, SANTOSet al, 2008).
Durante involucéo folicular, células folicularesledas degeneram-se e sédo eliminadas por
apoptose (DRUMMONZDet al, 2000; WOODS& Van Der KRAAK, 2001; SANTOSt al.,
2005, 2008). Células foliculares saudaveis aprasertividade fagocitica e juntamente
com leucécitos s@o responsaveis pela reabsorcaeaipes apoptoéticos (BESSEAU &
FALIEX, 1994, LUTTON & CALLARD, 2006).

Atresia folicular € um processo degenerativo querrecem ovarios de todos
vertebrados, independente da idade, estadio do wmegrodutivo e condicbes do meio
ambiente (SAIDAPUR, 1978). Em mamiferos, cerca @& 9os foliculos ovarianos
sofrem atresia folicular logo ap6s o nascimentacersabsorvidos pelos ovarios e somente
cerca de 1% podem ser ovulados durante a vidadefwva (HUGHES & GOROSPE,
1991; HSUEH,et al, 1994). Em teledsteos, a atresia folicular € nraigliente na fase
vitelogénica, contudo foliculos pré-vitelogénicosdpm também tornarem-se atrésicos
(R1ZZO & BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al., 1999; HABIBI & ANDREU-VIEYRA,
2007). Varios fatores podem induzir atresia foktutomo hipofisectomia, irradiagéo,
aplicacdo de substancia anti-gonadotrofica, egtrgsmico, confinamento (SAIDAPUR,
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1978; RIZZO& BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al.,1999; LINARES-CASENAVEet al.,
2002; SATCet al, 2005).

Os eventos morfolégicos da atresia de foliculogslagfénicos de teledsteos sao
similares entre as espécies: retracao celulannieatacado do envelope nuclear e liberacéo
do material genético para o ooplasma, aparecimdetdendas na zona pelicida e
liquefacdo do vitelo (LANG, 1981b; RIZZ& BAZZOLI, 1995). As células foliculares
hipertrofiam-se, sendo responsaveis pela reabsodgéwitelo e zona peldcida. Em
mamiferos, a apoptose € um evento inicial da atridicular, sendo responsavel pela
eliminacdo das células da granulosa (HUGHRE&SOROSPE, 1991; ISHIGURG! al,
1999; HSUEHet al, 1994; NAHUMet al, 1996). Estudos em algumas espécies de peixes
teleGsteos mostraram que apoptose € um evento tadatresia folicular, uma vez que as
células foliculares estdo ativamente envolvidassahsorcéo do vitelo e remanescentes do
ovocito em degeneracdo (WOO® Van Der KRAAK, 2003; SANTOSet al, 2005,
2008). O tempo para completa reabsorcdo dos folcatrésicos de peixes € longo,
variando em meses dependendo das condicbes anwientdas estratégias reprodutivas
das espécies (ROMAGOSA, 1991; RIZROBAZZOLI, 1995; MIRANDA et al, 1999;
LEONARDO et al.,2006).

M ORTE CELULAR PROGRAMADA

A morte celular programada por apoptose é um psocisioldgico importante para
a homeostase do organismo (KER®, al, 1972). Uma caracteristica marcante da
apoptose, é a clivagem do DNA nas regides inteeogéimicas por endonucleases ativadas
por ions calcio e magnésio (GAVRIEe&t al.,1992). Varias caracteristicas morfologicas e
fisiologicas diferenciam a apoptose da necrésgufa 4) destacando-se: condensacao da
cromatina na periferia do envoltério nuclear, paildaadesao ente células e com a matriz
extracelular, fragmentacdo celular com formacgaocalgos apoptoticos e auséncia de
resposta inflamatéria (WYLLIEet al, 1980; ROBERTSON ORRENIUS, 2000). Em
contraste, a necrose € caracterizada pela quedadiadh do DNA, alteracdo de organelas
celulares, rompimento da membrana plasmatica dadeando reacdo inflamatoria
(THOMPSON, 1995).

Em peixes teledsteos, a apoptose foi relatada rsengelvimento da retina
(CANDAL et al, 2001), no desenvolvimento embrionario de zeknafCOLE & ROSS,

2001), no epitélio branquial de truta (RO&0Dal, 1997), em processos evolucionarios,
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como a perda da visdo em peixes de caverna (JEFFERNY), na diferenciacdo gonadal
em zebrafish (UCHIDAet al, 2002) e na recuperacdo de ovarios apos desova
(DRUMMOND et al, 2000; SANTOS:t al, 2005, 2008; THOMIEt al.,2006).

chromatin patiem conserved

normal reversible swelling irreversible swelling disintegration

Apoptosis

mitochon drial morphology intact membranes

nuclear changes apoptotic bodies

normal condensation (cell blebbing) fragmentation secondary necrosis

Figura 4. Esquema mostrando as mudancas morfologicas decéima em apoptose ou
necrose (https://isobm.org/Pics/necrosis.gif).

Existem fatores intrinsecos e extrinsecos que appramovendo a sobrevivéncia ou
a morte celular no organismo (CHUN & HSUEH, 1999HNSON, 2003). Citocinas,
como interleucina-3, interleucina-5 e fator estiadar de colénia de macréfagos e
granulécitos (GM-CSF) induzem a sinalizacdo daané-apoptotica em eosinofilos de
mamiferos. Por outro lado, fator de crescimentosfamante beta (TGP} inibe a via
anti-apoptoética nestas células (SIMON & ALAM, 199%atores ambientais, como
estresse térmico, induzem apoptose no sistema ideiaees (GUIMARAE®t al, 2003).
Fatores intra-ovarianos de sobrevivéncia, como 0@sho, activinas e citocinas
(interleucina-B) suprimem a apoptose em foliculos ovarianos dasrdEm contraste,
fatores atretogénicos que induzem atresia foliaxdano andrégenos, radicais livres e fator
de necrose tumoral alfa (TNF- desencadeiam a morte celular programada nestes
foliculos (KAIPIA & HSUEH, 1997; CHUN & HSUEH, 1998YU HSU & HSUEH,
1998; HUSSEIN, 2005). Em camundongos, a alta espoesde proteoglicanas da
membrana plasmatica pode estar relacionada comtamgoplas células foliculares de

foliculos atrésicos (ISHIGUR@t al, 1999). Em teledsteos, a supressdo da apoptose em
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foliculos ovarianos cultivados foi descrita utilizkp gonadotrofina hipofisaria, fator de
crescimento epidermal (EGF) efitéstradiol (JANZ& Van Der KRAAK, 1997).

Os eventos moleculares que coordenam a apoptose foonservados durante a
evolucdo, estando presentes desde vermes atéhsamesios (THOMPSON, 1995). A
apoptose € regulada por duas vias princigagua 5): a via intrinseca tem como agente
principal a mitocondria e a via extrinseca depetelede receptores de membrana
plasmatica (ZHANGet al., 2003). Além disso, os genes da familia B-Cell liiopa-2
(Bcl-2), estdo envolvidos na modulacdo da apoptédssim, Bcl-2, bem como seu
homologo estrutural, Bcl-xl, promovem a inibicdo dpoptose. Em contraste, outros
membros da familia Bcl-2, como Bcl xs, Bax, Bakd Bi Bad, desencadeiam a apoptose,
sendo denominados agentes pré-apoptéticos (WOOLDERIet al, 1999; HSU &
HSUEH, 2000; MATTSON, 2000, ZIMMERMANNet al, 2001; HUETTENBRENNER
et al, 2003; KRATZet al., 2006). Na via intrinseca, membros pro-apoptotaamsamilia
Bcl-2 (Bax e Bad) sdo responsaveis pelo aumentmeataneabilidade mitocondrial,
ocasionando aumento de célcio e liberacdo de oitmzr no citoplasma. O citocromo
associara com Apaf-1 (apoptotic protease activatamtor-1) e pro-caspase 9 para a
formacdo do apoptossomo, complexo que ativa a sasPaque por sua vez ativara
caspase 3 levando a apoptose (MATTSON, 2000; ZHANE&., 2003). Alem disso, a via
Fas (via extrinseca) consiste na ligacdo de uméeipeo transmembrana (Fas L) ao
receptor Fas (Fas R) na superficie celular condozi ativacdo de caspases, as quais
promovem a apoptose (WOOLVERIDGE al, 1999; RIEUX-LAUCAT et al, 2003;
EIMON et al.,2006).

Estudos recentes revelaram a existéncia de meaasisie morte celular
programada, alternativos e independentes de casghs#ST & JAATTELA, 2001,
LIEBERMAN 2003, LIEBERMAN & FAN, 2003). Em condi¢Ges de estresse ou dano
celular, incluindo restricdo caldrica e alterac@wsmonais, a autofagia desempenha
importante papel no manejo bioenérgico, degradacéeciclagem de organelas, o qual
pode levar a recuperacéo celular, apoptose (tipmdyte autofagica (tipo 1) ou necrose
(ASSUNCAO GUIMARAES & LINDEN, 2004). A inter-relagéentre os varios processos
de morte celular é complexa, uma vez que, em algasss a autofagia constitui uma
forma de adaptacdo ao estresse suprimindo a apoptoguanto em outros casos a
autofagia constitui uma via alternativa de elima@celular. (BURSH, 2001; LOCKSHIN
& ZAKERI, 2004; PENALOZA et al., 2006). O acumulo de vacuolos autofagicos no
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citoplasma representa a principal caracteristicammate autofagica (LOCKSHIN &
ZAKERI, 2004; DUERRSCHMIDTet al.,2006). Células em autofagia apresentam além
dos vacuolos autofagicos, nucleoplasma e citopldig@iaamente elétron-denso, embora a
estrutura nuclear mostra-se integra (BURSH, 20@4dicionalmente, a membrana
plasmatica perde especializacbes tais como miosidhdes e complexos juncionais,
podendo ainda ocorrer formacao de projecdes cioptica (ASSUNCAO GUIMARAES

& LINDEN, 2004).

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Mon-caspase Pathway
Fas Ligand
l Granzyme B
Mitochondria
K/I':Ba /X ‘Q‘Enmnuﬁmae G
Bid
..-v“"'I /'
FADD —p= Caspase-8 Bax "R\ f,,,J., \ . AlF
Bek2 PO

i, Hir&z2
,— Cytochrome c % Smac/

" DIABLO
/ "-~~
,.f"f Apaf-1  Caspase-9, l
3

I XIAP
§= Caspase-3 \/

Apoptosis

Figura 5. Esquema mostrando as rotas apoptoticas intrins@ea nfitocondrial) e
extrinseca (via Fas) ativadoras de caspases (ZH&N(G,2003).

M OLECULAS DE ADESAO E MATRIZ EXTRACELULAR

Moléculas de adeséo e remodelacdo da matriz ektlacestdo associadas a varios
eventos fisioldgicos tais como desenvolvimento éomdrio, morfogénese e reproducao
(CERDA et al, 1999; MATSUI et al, 2000; RODGERSet al, 2003). A matriz
extracelular € um dos fatores de grande importamEaea homeostase tissular,
principalmente como agente anti-apoptotidéiggra 6) para varios tipos celulares
(TIBERIO et al.,2002; PINKSEet al, 2004). Estudos envolvendo o papel das moléculas
de adeséo e remodelacdo da matriz extracelulantguirasolucdo dos ovarios pés-desova
tém sido pouco investigados em peixes teledsteosetBnto, em mamiferos esses

mecanismos ja estdo bem estabelecidos, principtémen lutedlise e atresia folicular
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(HONDA et al., 1997; YAMADA et al., 1999; MAKRIGIANNAKIS et al, 1999, 2000;
ROLAKI et al, 2005).

A
PROLIFERATION
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B
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T/;\\}
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Vs A A A A A E] B E

Involution

Figura 6. Esquema mostrando a relacdo da matriz extracetden a proliferacéo,
diferenciagcdo e morte celular nos seres multicedaldGIANCOTTI & RUOSLAHTI,
1999).

As interacOes célula-célula e célula—matriz exttdaesdo mediadas por diferentes
tipos de moléculas de adesdo tais como integricederinas, membros da familia de
imunoglobulinas e selectinas. As integrinas, graiateilia de proteinas transmembranas
atuam na ancoragem e comunicacao celular, ocoridegstte esponjas até mamiferos (Van
der FLIER & SONNENBERG, 2001). As integrinas sadehedimeros compostos por
duas subunidades e 3 e estdo relacionadas com a proliferacéo, difeagfoi e morte
celular (HYNES, 1992; BURKE, 1999; GIANCOTTI & RUQ8HTI, 1999; HUGHES,
2001). A anoiquia proveniente da perda da adesdwlagdatriz estd diretamente
relacionada a auséncia de certas subunidades dgrimat, dentre elas5 e Bl
(GROSSMANN, 2002; MARTIN & VUORI, 2004; ZHANet al, 2004). Estudos vitro
mostraram a importancia de integrina/1 como fator de sobrevivéncia celular via
regulacdo de membros anti-apoptoticos da familial2BZHANG et al, 1995; MARTIN
& VUORI, 2004). Em ovarios, a diminuicdo ou auséme subunidades de integrindse
B1 foi associada com o aumento da apoptose da gsanulos foliculos atrésicos de
primatas (GIEBELet al, 1996, GIEBEL & RUNE, 1997). Estudas vitro mostraram que
a interacdo entre integringd/f1l e lamininas aumentou a sobrevivéncia e proliterade
células da granulosa em ovelhas (Le BELE&@L, 2002; Le BELEGCet al, 2005).
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O colageno tipo IV é um dos componentes da lamasalbque esta envolvido, via
integrinas, na adesado e sobrevivéncia celulardisin vitro com fibroblastos cultivados
em meio rico com colageno IV mostraram baixa taxapbptose quando comparado com
o controle (RUHLet al, 1999). Estes mesmos autores observaram dimmdg@apoptose
em fibroblastos devido ao fator anti-apoptoticocdtdgeno IV via regulacdo de agentes
pré-apoptéticos da familia Bcl-2. Em peixes teledst poucos trabalhos analisaram a
importancia da matriz extracelular e das molécdéaadesao no desenvolvimento folicular
(CERDA et al, 1999; MATSUIet al, 2000; OGIWARAet al, 2005) ou na remodelac&o
ovariana apos desova (SANT@8al.,2008).

HSP70,PCNA, APOPTOSE E REPRODUGAO

Proteinas do choque térmico (HSPs) sédo altamensep@adas durante a evolugéo e
funcionam como chaperonas moleculares que intenfera sintese protéica permitindo
gue as proteinas organizem-se de forma corretaatd@am promovendo o desdobramento
de proteinas que se organizaram de maneira inedB&tSUet al, 2002; SREEDHAR &
CSERMELY, 2004). As HSPs sao expressas de formatiaativa, contudo, estresse do
meio ambiente como mudancas bruscas de tempematkeaobidticos podem aumentar
sua expressao (IWAMAt al., 1998, 2004; FEDER & HOFMANN, 1999; PARCELLIER
et al, 2003). As HSPs séo divididas em dois gruposieagrande peso molecular (HSP60,
HSP70 e HSP90) e as de menor peso molecular cdi®Pa27, onde as de grande peso
molecular sdo ATP dependentes. As HSPs podem &n#y na repressao quanto na
promocdo da apoptose associando-se com componehtages da rota apoptoética
(PARCELLIER et al, 2003). A HSP70 previne apoptose tanto dependgosnto
independente de caspases. HSP70 liga-se ao Apafiopendo sua inibicdo, portanto, a
ativacdo de caspase 9 e subsequiientemente, a atidacéaspase 3 torna-se inviavel
(Figura 7). Além disso, ela pode ligar-se ao AlIF (apoptasducing factor) impedindo
sua acdo (PARCELLIERt al.,2003).

O envolvimento da apoptose na reproducdo de mamifmi documentada em
estudos realizados principalmente com ratos: celgéaminativas do epitélio seminifero
de ratos apods a deplecdo de andrégeno (WOOLVERIRGEL, 1999), células do
cummulusoophorus apés a ovulagdo (SZOLTYS8t al, 2000) e na atresia folicular
(HUGHES & GOROSPE, 1991). A apoptose estd também envolvid@racesso de
regressao dos foliculos pos-ovulatorios e dosutdgcatrésicos de galinhas (TILL&f al,
1991; SUNDARESANEet al.,2008).
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Figura 7. Esquema mostrando a relacdo entre as proteindsdaetérmico com as rotas
apoptaticas intrinseca e extrinseca (PARCELLHEERI.,2003).

Em teledsteos, a apoptose pode ocorrer nos digsr@stadios de desenvolvimento
dos foliculos ovarianos, tendo importancia na $elee recrutamento de grupos de
foliculos para a vitelogénese (JANZ Van Der KRAAK, 1997). Estudos histoldgicos e

ultra-estruturais revelaram apoptose em célulasulares de foliculos pos-ovulatérios de

lambaris, Astyanax bimaculatus lacustr@®RUMMOND et al, 2000) eL. taeniatus

(SANTOSet al, 2005). Reacdo TUNEL-positiva nas células folces foi detectada em
L. taeniatusProchilodus costatus e P. argentd@ANTOSet al, 2005, 2008; THOMEt
al., 2006) e enOncorhynchus mykig$WOOD & Van Der KRAAK, 2002). O padrdo em
escada do DNA apoptatico foi detectado duranteessgio dos ovarios d& argenteus
apos desova através de eletroforese em gel deseg@®@ANTOSet al., 2008).

A resposta ao estresse € mediada pelos sistemassmee endocrino com
mobilizacdo de energia e fungcdes compensatérias@arganismo retornar a homeostase
A apoptose é iniciada ndo apenas por estimulosldgcos, mas também por varias
substancias toxicas presentes no meio ambiente. peires teledsteos, aumento
significativo da apoptose foi utilizado como bidicatlor de ambientes aquaticos

impactados expostos a diferentes tipos de xenob®tjue prejudicam desde a funcéo
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hepatica até a taxa reprodutiva do peixe (JAMNAL, 1997, 2001; PIECHOTTAt al,
1999; WEBERet al, 2001, 2002). Estudos com ovarios de peixes seéd mostraram
aumento de HSP70 e da apoptose em um trecho ddlaitagami, Canada, onde as
condicbes ambientais eram desfavoraveis para rnegdiod devido a poluentes
provenientes do processamento da celulose, sugeque HSP70 estd associada a
protecdo celular (JAN2t al, 1997, 2001). Outros autores, também relataramelegéo
entre HSP70 e apoptose em peixes submetidos exgrddimente a agentes toxicos
(WEBER & JANZ, 2001). Além disso, o aumento da esgéo de HSP70 foi descrito em
Trematomus bernacchiieixe teledsteo da Antartida, submetido a aumeatmperatura
(4°C) em relagéo aos controles (- 1,96°C) nao atéidos (CARPENTER & HOFMANN,
2000). Estudos experimentais tém sugerido a utdi@aada expressdao de HSP70 em
gonadas de peixes teledsteos como biomarcador dmeraten aquatico impactado
(CARNEVALI & MARADONNA, 2003; YOO & JANZ, 2003; MIGIARINI et al,
2005).

O antigeno de proliferacdo celular (PCNA) € um irtgpde regulador do ciclo
celular e esta altamente conservado durante a@mI® PCNA atua como co-fator para
DNA polimerase Delta na fase S do ciclo celulas& envolvida também no reparo do
DNA durante a sua sintese (BRAVO & McDONALD-BRAV@O87). O PCNA comeca a
acumular-se na fase G1 da interfase, atingindd ma&imo durante a fase S e diminuindo
durante a fase G2 e na mitose (KURKIal.,1988). O padréo de expressao de PCNA tem
sido utilizado como ferramenta para o estudo déf@racdo celular principalmente em
ovarios de mamiferos na foliculogénese e atre$icufar (ISOBE & YOSHIMURA 2000;
HUTT et al.,2006; TOMANEK & CHRONOWSKA, 2006). Entretanto, mms trabalhos
utilizaram PCNA como marcador de proliferacdo @luem ovarios de teledsteos
(KORFSMEIER, 2002) e, atualmente, nenhum trabathaésenvolvido em condi¢cdes de

regressao ovariana e de impacto ambiental.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo analisar gpi@se e detectar proteinas do
choque térmico (HSP70) e de proliferagcdo celula€NR) em ovarios de peixes
teledsteos, com vistas a sua utilizagdo em proje®smonitoramento de impacto

ambiental.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Analisar a dindmica da reabsorcao dos foliculasgualatérios e atrésicos dreporinus
taeniatus como modelo para estudo da apoptose das cétliesldres durante a regressao

ovariana;

-Investigar a regressdo ovariana inicial Bnochilodus argenteugpds desova induzida,
com especial consideracdo a: 1) se apoptose aanpdra a regressao do foliculo pos-
ovulatorio e 2) se integrina B1 e colageno tipoeBtao relacionados com a apoptose das

células foliculares em foliculos pos-ovulatérios;

-Avaliar a contribuicdo da apoptose durante atridieular e determinar a expressao de
PCNA e HSP70 por imunohistoquimica em duas espédei¢sledsteos da bacia do rio Séo

Francisco: curimata-pad®rochilodus argenteus piau-jejoLeporinus taeniatus;
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4. DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho foi realizado em 4 etapas.ialmente, avaliou-se a
participacdo da apoptose na regressao foliculao\erios de peixes submetidos a desova
induzida por hipofisacdo. Em seguida, analisou-selacdo entre apoptose das células
foliculares e alteracbes da membrana basal, catétyére integrinal em foliculos pos-
ovulatorios. Posteriormente, estudamos a relacde eapoptose e HSP70 durante a
regressao de foliculos atrésicos. Finalmente, tiggwos a ocorréncia de foliculos pos-
ovulatérios, foliculos atrésicos e a marcacao p&8R70, caspase 3 e PCNA em ovérios de
peixes submetidos a estresse ambiental no rio B&eiBco, regido de Trés Marias.

Em peixes, a apoptose tem sido estudada em algodslos bioldgicos incluindo
desenvolvimento da retina, do sistema nervoso (CANEt al, 2001; COLE & ROSS,
2001), branquais (ROJ&t al, 1997), perda da visdo em peixes de caverna EE¥F
2001), diferenciacéo gonadal (UCHID#t al, 2002) e espermatogénese (PRISE@L,
2003; CORRIERQet al, 2007), foliculogénese (WOOD & Van Der KRAAK, 2D)0 No
presente estudo, nds utilizamos como modelo expetah ovarios em regressao apos o
periodo reprodutivo. Nessa fase, ocorre involucadegeneracdo de foliculos pos-
ovulatérios e foliculos atrésicos e os ovarios relem sua estrutura para reiniciar um
novo ciclo reprodutivo. Os foliculos pés-ovulatérisdo reabsorvidos rapidamente, ao
passo que, os foliculos atrésicos necessitam desnpega serem removidos dos ovarios
(MIRANDA et al., 1999; DRUMMOND et al., 2000). Desde que os ovarios de peixes
sofrem extensivas remodelacdes durante o ciclodegivo, entdo eles representam um
excelente modelo para investigacdo dos eventosraldepacdo e morte celular tanto
quanto das relacbes da apoptose com moléculasedéa@dla matriz extracelular e fatores
de crescimento em vertebrados ndo mamiferos.

Uma das caracteristicas marcantes da apoptoseragmeintacdo do DNA nas
regides internucleossdémicas resultando em multigéo480-200 pares de bases e padrao
em escada na eletroforese em gel de agarose (KE&R £972). No nosso Laboratorio, a
apoptose foi identificada inicialmente por histodoge microscopia eletronica
(DRUMMOND et al.,2000), em seguida através da reacao de TUNEIltu (SANTOSet
al., 2005) e confirmada posteriormente pelo gel decsgafSANTOSt al., 2008). Estes
achados confirmam o envolvimento da apoptose nandoa ovariana pés-desova de

peixes como também relatado para outros vertebrados
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Os foliculos pdés-ovulatorios séo bioindicadoressdoeesso reprodutivo também
utilizados para determinar a frequéncia e tempadesova em populacbes de peixes
selvagens (STEQUERTEt al., 2003; SATOet al., 2005). Os eventos morfoldgicos da
regressao de foliculos pds-ovulatorios sédo sinslardre espécies incluindiotaeniatis e
P. argentes (presente estudd), bimaculatugDRUMMOND et al.,2000) eP. costatus
(THOME et al.,2006). A relacdo entre apoptose, atresia follicallutedlise tem sido bem
investigada em mamiferos (LUA al.,2006; ROLAKI et al., 2005). Em aves, a apoptose
da granulosa exerce importante papel no recrutamdet foliculos ovarianos para
ovulacdo e na regressao dos foliculos atrésicatiailibs pds-ovulatorios (TILLYet al.,
1991; MURDOCHEet al.,2005; SUNDARESANet al.,2008). Recentemente, analisando a
regressao de ovarios de duas espécies de peixeslasagm confinamento, verificamos
que, diferentemente dos mamiferos, a apoptose goeayento tardio da atresia folicular,
sugerindo que outros mecanismos incluindo a autfagdem ser responsaveis pela
eliminacdo dos foliculos atrésicos (SANT@&Sal, submetido).

Em P. argenteus o indice apoptoético das células foliculares atingeu pico
maximo no 3° dia e diminuiu em seguida até o 5pdmdesova (SANTOESt al., 2008).
Achados similares foram também detectadod_etaeniatus(SANTOSet al.,2005) e em
P. costatug THOME et al., 2006). Alta taxa de apoptose foi também deteatad2® e 3°
dia de regressao da glandula mamaria pos-lactagaoamundongo, diminuindo até o 8°
dia de regressao (FAURéE al., 2000). Em teledsteos, a apoptose pode ser desamzad
por estimulos fisiologicos e patolégicos tais conmopacto ambiental, alteractes
enddcrinas, xenobidticos e auséncia de fatoresedeimentos (JAN£t al., 1997, 2001,
LINARES-CASENAVE et al.,2002; WEBERet al.,2002; DREVNICKet al.,2006). Em
ovarios de mamiferos, fatores de crescimentosctar® fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGFJam-se a matriz extracelular
promovendo a sobrevivéncia dos foliculos ovariaff@HUN & HSUEH, 1998;
RODGERSet al.,2003). Na trutadncorhynchus mykisgratamento de foliculos ovarianos
cultivados com EGF, gonadotrofinas e féstradiol promoveu a supressao da apoptose
das células da granulosa (JANZ & Van Der KRAAK, TREmM Pagrus majoy fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) most@atsmentado durante a foliculogénese
e diminuiu no periodo ap6s desova (KAGAWA al., 1995). O papel dos fatores de
crescimento e esterdides sexuais necessita aindgavestigada na dinamica da regressao

ovariana pos-desova.
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No presente trabalho, observou-se uma relacdo eapoptose das células
foliculares, alteragbes da membrana basal e margagé integringdl e colageno IV
durante a involucao dos foliculos pés-ovulatéries?dargenteugSANTOSet al, 2008).

A membrana basal atuou como fator de sobrevivéuaa células epiteliais de glandula
mamaria de camundongos em cultura, uma vez queda pde adesao célula a membrana
basal desencadeou a morte celular (PULL&NMI., 1996). Adicionalmente, em foliculos
atrésicos de mamiferos, a apoptose ocorreu iniergina camada de células da granulosa
distal a membrana basal e a laminina pode estacendo um efeito protetor contra a
apoptose da granulosa (AMSTERDA&M al., 1998; Le BELLEGOet al., 2005). Estudos

in vitro demonstraram que a camada granulosa humana sealdgano 1V, o qual regula

a diferenciacao celular via integrin@B1 durante a formacao do corpo luteo (YAMADA
et al., 1999). Em ovérios de primatas, a diminuicdo ouémacis de integrinan6/p1
mostrou-se associada com o aumento da apoptosethldas da granulosa em foliculos
atrésicos (GIEBElLet al., 1996; GIEBEL & RUNE, 1997). Além disso, cultura d&ulas

da granulosa em meio rico em laminina induz a f@m@¢do e o aumento da sobrevivéncia
celular, sendo os eventos mediados por integiéigl (Le BELLEGOet al., 2005). Em
conjunto, estes resultados indicam que moléculasddsdo e da membrana basal sédo
importantes para a sobrevivéncia das células falies ou da granulosa em vertebrados,
incluindo peixes.

A caspase 3 é a principal protease executora dgrgra apoptotico, a qual ativa
endonucleases e é também responsavel pela quebrauidas proteinas estruturais
citoplasmatica conduzindo a alteragbes morfologicdipicas da apoptose
(HUENTTERBRENNER et al.,, 2003). Entretanto, existem também outras rotas
apoptdticas independente de caspase tais como rfatocondrial indutor da apoptose
(AIF) e proteases nao caspases tais como catepgmagimas e endonuclease G, as quais
podem induzir a apoptose dependente ou independerdaspases (ZHANE& al.,2003).

A caspase 3 é expressa em células luteinicas is the@orpo luteo e também em células
da granulosa de foliculos atrésicos em mamiferd$SGEIN, 2005; LUZet al., 2006) e

em foliculos pés-ovulatérios em aves (SUNDARESAMNaI., 2008). EmP. argenteusa
imunoreatividade para caspase 3 foi identificadlecgralmente nas células foliculares dos
foliculos pds-ovulatérios durante a regressao @&®wh induzida (SANTOS al, 2008).

Por outro lado, células foliculares dos foliculb®sicos ndo foram marcadas para caspase
3 durante a maior parte da regressao foliculayeosyigere que outras proteases podem ser

ativadas. Membros da familia de protéinas Bcl-2roteim a rota apoptética intrinseca e
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estudos com zebrafisibénio rerio) indicaram uma surpreendente similaridade com os
membros da familia Bcl-2 de mamiferos (KRA&#Zal.,2006). Enquanto os componentes
da rota apoptética intrinseca aparentemente ex@ste todos 0s metazoarios, 0s
componentes da rota apoptotica extrinseca saorat@ntes no processo evolucionario, 0s
quais promovem a apoptose em resposta a membreapdafamilia dos receptores de
necrose tumoral (TNF) (MARTIN & VUORI, 2004). A mtapoptoética extrinseca €
desencadeada pelos ligantes Fas, 0s quais cooperara rota apoptoética intrinseca para
acionar a apoptose tecidual durante a embriogé&hesesbrafish (EIMONet al., 2006).
Embora as rotas da apoptose atuem em ovarios @éstebs, ainda ndo foram
determinados os membros pr6é e anti-apoptéticosrggelam as vias de morte celular
durante a regresséo pés-ovulatoria.

No presente trabalho, reacdo imunohistoquimica [PRENA foi detectada
principalmente nas células tecais dos foliculogésatos, ao passo que, células foliculares
foram raramente marcadas (SANT@6al, 2008). Esses resultados sugerem baixa ou
auséncia de atividade mitética nas células folresla uma vez que estas células
hipertrofiam apresentando atividade fagocitica paadsorcao do vitelo e remanescente do
ovOcito durante a atresia folicular. O antigenopdaiferacéo celular (PCNA) tem sido
utiizado como marcador de proliferacdo em ovéarass mamiferos (ISOBE &
YOSHIMURA, 2000; HUTT et al., 2006) e na espermatogénese de teledsteos
(CORRIEROEet al., 2007), mas poucos estudos tém utilizado estad&am ovarios de
peixes (ORTEGCet al., 1994; KORFSMEIER, 2002). Em zebrafish, a imunoragéo
para PCNA aumentou durante a ovogénese, ondeiadade ocorreu principalmente nas
células foliculares durante a incorporacdo do @itdKORFSMEIER, 2002). Em
mamiferos, a imunomarcacdo para PCNA reduziu nhdaséda granulosa e da teca
durante a atresia folicular (FERANIEt al, 2004; TOMANEK & CHRONOWSKA,
2006).

A relacdo entre HSP70 e apoptose foi reportada lgoms modelos incluindo
ovarios deCotostomus commersojiintestino posterior d8almo salafJANZ et al., 1997,
2001; BAKKE-McKELLEPet al.,2007) e na atresia folicular de duas espéciexztep
(presente trabalho). A imunoreatividade para HSBVcalizada nas células foliculares
principalmente durante a atresia folicular avangadaambas espécies do presente estudo
(SANTOS et al, submetido). Células intersticiais e ovocitos floreambém reativos para
HSP70 como também demonstrado durante a maturagitama em ourico do mar

(GERACI et al., 2003). A forte marcacdo para HSP70 na atresiacadanobservada no



Discussao Geral 57

presente estudo sugere um efeito protetor conapogtose folicular, com aumento da

sobrevivéncia celular quando as células foliculagssdo ativamente envolvidas na

remocao do vitelo. Adicionalmente, a diminuicAamrcacao para HSP70 e o aumento da
apoptose nas células foliculares contribui parbnaireacéo das células foliculares na fase

final da atresia folicular.

A morte celular autofagica tem sido considerada oama via alternativa de morte
celular programada (tipo 1) distinta da apopto8JRSCH, 2001; LOCKSHIN &
ZAKERI, 2004). Vacuolos autofagicos abundantes corganelas em degeneracao
precedendo o colapso nuclear sédo caracteristicawoda celular autofagica, que envolve
proteases ndo caspases como as catepsinas regnsda degradacdoternover de
proteinas e organelas celulares (ASSUNCAO GUIMARA&S.INDEN, 2004). No
presente estudo, vacuolos autofagicos com orgaeetadegeneracdo foram abundantes
nas células foliculares principalmente durantesar@vancada para ambas as espécies.
Estas caracteristicas sugerem que autofagia aléordiebuir para o homeostase folicular
nas fases iniciais da atresia pode ser responpéleelreducdo da massa celular na fase
avancada da regressao folicular, antecedendo atcmgopgue ocorre na atresia final.
Similarmente, a autofagia contribui para uma elagdo mais eficiente de células em
degeneracédo durante a ovogénese de insetos (NEZSE, 2006; VELENTZASet al.,
2007), na atresia folicular em aves (KOVAESal.,1992; D’'HERDEzet al., 1996) e nas
células da granulosa em humanos (DUERRSCHMH#DTal, 2006). Alternativamente,
alguns autores consideram a autofagia como umatégitt de sobrevivéncia celular para
obtenc¢éo de energia na auséncia de nutrientes canmmo de redu¢ao do volume celular
em células destinadas a morte (LEVINE & YUAN, 2Q08prtanto, autofagia e apoptose
podem estar coexistindo durante a atresia folicararteleosteos, tais como ocorre em
ovarios de inseto e aves. Entretanto, investigas@esainda necessarias para elucidar os
mecanismos de atresia folicular em ovérios de s&eS.

Em relagdo ao estudo realizado no rio S&o Franc{S&NTOS et al, em
preparacao), os parametros analisados no presabtdhio tais como foliculos atrésicos,
foliculos pés-ovulatorios, HSP70, PCNA e apoptdéa) aplicabilidade em estudos de
impacto ambiental em populagbes de peixes selvagensonitoramento da atividade
reprodutiva de peixes nativos da bacia do rio Saadisco tem se mostrado essencial uma
vez que a ictiofauna tém sido exposta frequentesnmendiferentes tipos de agentes
estressantes incluindo a construcdo de barragelegetos das atividades agroindustriais

como tem ocorrido na regido de Trés Marias. Enté@ocadores moleculares sensiveis que
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afetam a funcao celular, incluindo os utilizadospnesente trabalho, podem ter alguma
utilidade em um futuro breve. A variabilidade géreédeP. argenteugHATANAKA et
al., 2006) pode justificar a sua capacidade de ag@ptente ao impacto da barragem de

Trés Marias e a sua utilizacdo como provavel espgicindicadora na bacia do rio Séo

Francisco.
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5. CONCLUSOES e PERSPECTIVAS DE ESTUDO

» A apoptose contribui para a regresséao de foliooN@sianos de peixes apos desova;

» Apoptose das células foliculares em foliculos pégaiorios de P. argenteusé
dependente de caspases;

» A integridade da membrana basal, integrpia e colageno IV € importante para a
sobrevivéncia das células foliculares;

» Células foliculares proliferam durante o crescirnatuis ovocitos de peixes;
» A proliferac@o da teca ocorre durante regressaddiiasilos pés-ovulatorios e atrésicos;
» A autofagia e a apoptose participam sinergicamgaigresia folicular de peixes;

» HSP70 contribui para a protecdo das células faresl durante a maior parte da atresia
folicular;

» O curimata-pact. argenteusnostrou-se como um bom modelo para estudos de impac
ambiental na bacia do rio S&o Francisco.

PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Os peixes sé@o bons modelos de estudo dos mecanisrasoptose, em especial 0s
ovarios apdés desova que apresentam numerososldeliem regressdo. Assim estudos
envolvendo fatores de crescimento durante desenveiio e regressdo ovariana Sao
promissores. Além disso, outros biomarcadores casnmetalotioneinas sdo importantes nos
estudos de contaminacdo ambiental por residuost@spesados, em particular na regido de
Trés Marias. Técnicas bioquimicas e de biologia ecwdhr sdo excelentes métodos
guantitativos que podem complementar os resultddasiorfologia nos estudos de impacto

ambiental.
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