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Resumo

A diminuicdo da camada de ozOnio aumenta a incidéncia da radiacdo UVB nos ecossistemas,
inclusive nos ambientes aquaticos com até 50cm de profundidade. Nestes ambientes aquaticos
com pequena profundidade como rios, riachos e lagoas sdo encontrados os camardes de agua
doce Macrobrachium olfersi. Estes camardes t€ém seu processo de reproducao controlado por
mecanismos enddgenos, diretamente dependentes das variagdes ambientais tais como: mudanca
na incidéncia de luz, temperatura e salinidade. Com o aumento progressivo da radiagdo UVB, os
estudos sobre os efeitos desta radiacdo, na reprodugdo desta espécie, sao necessarios. Deste
modo, fémeas de M. olfersi foram separadas em dois grupos, o controle e o irradiado. De
acordo com o estagio de maturacdo ovariana, estes grupos foram ainda divididos em subgrupos:
o subgrupo controle intermediario (SCI), o subgrupo controle avancado (SCA), o subgrupo
irradiado intermediario (SII) e o subgrupo irradiado avangado (SIA). As fémeas do grupo
irradiado (SII e SAI) foram irradiadas durante 30 minutos em aquarios vedados. Apds 4 dias, os
animais deste grupo foram sacrificados. Ja para o grupo controle (SCI e SCA) decorrido o
tempo de aclimatagdo essas fémeas foram sacrificadas. Foram obtidos dados biométricos dos
ovarios e indice gonadossomatico (IGS). Os ovarios foram fixados em Bouin e corados com as
técnicas usuais para historesina H&E, Mallorry, V.O.F., Alcian Blue, P.A.S. ¢ Azul de
Toluidina. As laminas foram observadas e submetidas a estereologia e morfometria das células
germinativas. O comprimento longitudinal e transversal dos ovarios e o IGS apresentaram
aumento no SIA. As observacdes microscopicas revelaram alteragdes morfologicas e maior
acimulo de substancias nos ovocitos pré-vitelogénicos (OPV), além do aumento do ntimero
destas células nos ovarios do SII. Observaram-se também, um aumento expressivo de ovogonias
(0O), nos ovarios do SIA, e de ovocitos vitelogénicos (OV), nos ovarios irradiados de ambos os
subgrupos (SII e SIA). A exposicao a radiagdo parece afetar o processo de maturagdo ovariana,
podendo influenciar em diferentes etapas, como o processo de acimulo de vitelo, pela ocorréncia
de OV com diametro maior. Sendo assim, a exposi¢ao a radiacio UVB por 30 minutos ¢ capaz
de causar alteracdes nos ovarios de fémeas irradiadas, o que pode comprometer a reproducao do

camarao Macrobrachium olfersi.



Sumario

RESUMO ... e e e e e e e e et e e s e e s e e e e e e e e e e s es e s e s e s e s e e e e e e e eeenens vi
LISTA DE FIGURAS. ..ottt e e e e e e e e e e e s e s e e s e e e e e e e e e e s eseseeenes vii
LISTA DE TABELAS. ....c.oooeooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e oo e e e s e s e s e s e ees e e e ensans vii
LISTA DE ABREVIATURAS . ....ooooooeeeeeeeeeeee oottt ee e e e e e erereeseeseeseesesseaneeaen viii
T-INTRODUGAO. ... 1
2eOBIETIVOS ..o e e e e e e e e s e s e s e e e e e e e e e ereensese s eeseesenseeseaneens 7
3-MATERIAS E METODOS ... 8
3.1-CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTALIS.......ccoeeeeeeeeeeerenennnn. 8
3.2-OBSERVACAO MACROSCOPICA DOS OVARIOS.....coveveieeeeeeeeeeeeeeeeenen, 9
3.3-BIOMETRIA E DISSECACAO DOS OVARIOS. ....coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 9
3.4-TECNICAS HISTOLOGICAS . ... e eeeeeee oo e eeeeee e eeeeeseeseeaseeneans 10
3.5-ANALISES MORFOMETRICA E ESTEREOLOGICA.....ccoveeeeeeeeeeeeeeereeeann, 12
3.6-ANALISE ESTATISTICA .. veeeeeeeeeeeee e oo e eee e e e e eeaeeeeeeereeeeeaeeeeeseens 12
4-RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ..ot eeeseesesesenann 13
4.1-PADRONIZACAO DA METODOLOGIA .....co.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeenes 13
4.2-ANALISE MACROSCOPICA DOS OVARIOS. ..o, 17
4.3-ANALISE MICROSCOPICA DOS OVARIOS. ..o s serenenens 20
4 4-ESTEREOLOGIA E MORFOLOGIA ..o 22
G-CONCLUSOES...eteueeeeeeeeneeneeeeeeeeeee e eeeeee e e e eeeeee e et e e e s e et et e eeeseseseeeeseeeseseeeeens 26

T-FONTES DE PESQUISA . ..... .o 27



Lista de figuras e tabelas

A) Lista de figuras
Fig. 1: Fémea de Macrobrachium olfersi, ovéario em estagio avangado de maturacéo ovariana............ PG.2
Fig. 2: Ovarios observados in vivo, nos estagios de maturagao: intermediario ¢ avangado.................. PG:3

Fig. 3: Esquema macroscopico do desenvolvimento dos ovarios observado em trés estagios de maturacéo

ovariana: inicial, intermediario e avangado. (Modificado de Martins et al.,

Fig. 4: Ovario em corte histologico no estagio avangado de maturagao.........ccceeeeeenuereenenseeneneennen. PG:5

Fig. 5: Corte de um ovario controle em estdgio intermedidrio de

TNALUTAGAO . ...t euvteuteeutte ettt ertte st ertteeute e bt e eate e bt e e abe e beesateebeesab e e beeeabeeabeesabeenbtesabeesbbeeabeenbaeeabeebeesabeenneesateas PG:12

Fig. 6: Resultados ndo esperados para as coloragdes V. O. F. e Tricromico de

1LY 110 2SS PG:14
Fig. 7: Células que compdem o ovario em estagio intermediario de maturagdo ovariana.................... PG17
Fig. 8: Cortes de ovario de M. olfersi em estagio intermediario de maturacdo ovariana...................... PG:21

Fig. 9: Células de ovarios controle e irradiado, em estidgio intermedidrio de maturagdo

OVATTANA. ¢..e.vevetententeetete ettt enteaeeatemeeueeseeu e et e et e e bt sa e et e b e e et et emtemtemtemsemtenteseeueeuteseebesbesaeetebeneeneennenne PG:21

B) Lista de tabelas

Tab. 1: Resultados das coloracdes e histoquimicas em historesina nas células foliculares e germinativas dos ovarios
controle em ambos 0s estagios de maturagao
OVATTAIIA. 1.ttt etienteeute et eseeeteeeeesueemeeeaeemteeseemseeseeaseeseemteeseemeeemeanseem e e st emeeeseemeesseemseaseensenseenseeseenseeneanseans PG:15

Tab. 2: Resultados das coloragdes e histoquimicas em historesina nas células foliculares e germinativas dos ovarios

irradiado em ambos 0s estdgios de Maturagao OVariana.............ceeeeeeeeeeeeenereneneneneennes PG:15

Tab. 3: Dados biométricos dos eixos Longitudinal e Transversal dos ovarios dos grupos controle e

F10 ¢ T TV [ OO SRR PG:18

Tab. 4: Dados reprodutivos do indice gonadossomatico de fémeas dos grupos controle e

JUa e 16 1o Lo TSR PG:19



Tab. 5: Estereologia das células germinativas da regido medular dos ovarios controle e irradiado, em estagio

intermediario e avangado de maturacdo ovariana em fémeas de M. olfersi...........cccceevevenen. PG:22

Tab. 6: Estercologia das células germinativas da regido cortical dos ovarios controle e irradiado, em estagio

intermediario e avangado de maturacdo ovariana em fémeas de M. olfersi............ccccoceeenne. PG:22

C) Lista de graficos

Grificol: Morfometria do didmetro das células germinativas de ovarios controle e irradiado em estagio

intermediario de maturag@o ovariana. (¥) valores significantes (P<0,05)..........ccceevrvererceerieierieennnn PG:23

Grifico2: Morfometria do didmetro das células germinativas de ovarios controle e irradiados em estagio avangado

de maturagdo ovariana. (*) valores significantes (P<0,05)......c..ccccceoerirvinininininicncncnnenn PG:24



Lista de abreviacoes

COX-Complexo 6rgio X

GS- Glandula do seio

I- Ovario inicial

II- Ovério intermediario

III- Ovario avangado

IGS- indice gonadossomatico

O- Ovogonia

OPYV- Ovocito pré-vitelogénico
OV- Ovdcito vitelogénico
P.A.S.- Periodic Acid Schiff
SAI- Subgrupo irradiado avangado
SCA- Subgrupo controle avan¢ado
SCI- Subgrupo controle inicial
SII- Subgrupo irradiado inicial

V.O.F.- Verde Luz Orange G



1- INTRODUCAO

A radiagdo solar ¢ essencial para a vida em nosso planeta, j& que ilumina, aquece,
participa da fotossintese e da sintese de vitamina D (Diffey, 1991; Okuno & Vilela, 2005).
Dependendo do seu comprimento de onda, freqiiéncia e conteudo de energia, a radiagdo solar
pode ser dividida em varios subtipos, como as faixas da luz visivel e do ultravioleta (Barreto et
al., 2008).

Por sua vez, a radia¢do ultravioleta pode ser subdividida de acordo com o seu
comprimento de onda (Diffey, 2002) em:

-Radiacao UVA (315-400 nm): esta radiacdo ¢ a menos prejudicial para os seres vivos. Nao ¢
absorvida pela camada de 0z6nio e estd presente em grande quantidade na atmosfera.

-Radiacio UVB (280-315 nm): grande parte desta radiagdo ¢ absorvida pela camada de ozonio,
em condi¢des normais de temperatura e incidéncia de luz solar. Esta radiagdo, quando absorvida
pelas células, pode alterar a estrutura das proteinas, do DNA e das membranas biologicas.
-Radiacdo UVC (100-280 nm): ¢ o tipo mais perigoso de radiacdo ultravioleta. Os
comprimentos de onda ao redor de 260 nm causam danos ao DNA das células, afetando assim,
grande parte dos organismos vivos; esta radiacdo ¢ totalmente absorvida pela camada de ozonio

(Hader et al., 2003).

A camada de ozonio atmosférico absorve parte das radiagcdes solares, com excecdo da
radiagdo UVA; a porcentagem de luz solar que ¢ absorvida depende da espessura desta camada
que ¢ naturalmente varidvel ao longo das estacdes do ano, assim como de um ano para o outro
(Tsilimigaki et al., 2003). Além disso, nas duas ultimas décadas, o0 monitoramento da camada de
ozoOnio revelou uma reducdo na sua espessura e uma amplia¢do do buraco de ozénio antartico, o
que elevou a preocupacdo com o aumento na intensidade de radiag¢do ultravioleta na superficie
terrestre (Kirchhoff ez al., 2000).

O aumento da incidéncia de radiacdo ultravioleta ocorre, principalmente, na faixa da
radiagdo UVB, afetando ndo s6 os ecossistemas terrestres, mas também os aquaticos, ja que a
incidéncia desta radiagdo em ambientes aquaticos, com até 50 cm de profundidade, ocorre na
mesma intensidade que na superficie terrestre (Bancroft et al., 2007). O aumento da radiacao
UVB pode causar danos aos organismos, pois ela altera proteinas, lipidios, e no DNA provoca
uma dimerizagdo das bases nitrogenadas, principalmente a pirimidina, causando mutagdes que
podem acarretar em modificac¢des celulares (Mouret et al, 2008).

Dentre os animais encontrados em ambientes aquaticos de baixa profundidade, como rios riachos

e lagoas, estdo os camardes de agua doce Macrobrachium olfersi, conhecidos popularmente
10



como “Pitu”, (Figura 1). A reprodugdo deste camardo envolve varios processos endoégenos que
respondem a variagdes ambientais tais como: incidéncia de luz solar, temperatura e salinidade
(Kulkarni et al., 1991; Jayawadane ef al., 2003; Martins et al., 2006; Sampaio et al., 2007); estas
variagdes regulam o mecanismo hormonal do sistema enddcrino peduncular, que atua sobre o
desenvolvimento ovariano (Pradeille-Rouquette, 1976). O pedunculo ocular dos crusticeos
abriga células neuro-secretoras que formam o complexo 6rgio-X/glandula do seio (COX/GS),
responsdvel pela producdo, estocagem e distribuicido de hormdnios reguladores como, por
exemplo, o Hormoénio Inibidor Gonadal (HIG), sintetizado pelo 6rgdo-X ¢ responsavel pela

inibicdo da maturagdo ovariana (Cunha, 2008).

Figura 1: Fémea de Macrobrachium olfersi, no detalhe (—>) ovario em estagio avangado de maturag@o ovariana.

As fémeas de M. olfersi tém seu pico reprodutivo nos meses que coincidem com a
estacdo do verdo (Ammar et al., 2001), quando a incidéncia da radiagdo UVB ¢ maior (André et
al., 2003). Durante o ciclo reprodutivo desta espécie, a maturagdo dos ovarios ocorre de forma
gradual, apresentando um grau de modificacao de um estagio de maturagdo ovariana para outro
(Kao et al., 1999). A observagao macroscopica dos ovarios € possivel gragas a transparéncia da
carapaga do cefalotérax, que permite a visualizagdo da forma, tamanho, textura e cor do 6rgao,
caracteristicas utilizadas para a determinacdo do estagiamento macroscopico dos ovarios (Figura

2) (Alves & Tomé, 1966; Brown & Patlan, 1974; Martins et al., 2007).

11



Cromatoéforos

Figura 2: Ovarios observados macroscopicamente, in vivo, em dois estagios de maturagdo: (A) estagio

intermediario de maturagéo e (B) estagio avangado de maturag@o. Barra=1mm.

1.1-ESTAGIAMENTO MACROSCOPICO DOS OVAROS

Macroscopicamente, o estagiamento dos ovarios de M. olfersi ¢ dividido em 5 fases (Tan-
Fermin & Pundera, 1989; Quintero & Gracia, 1998; Mossolin & Bueno, 2002): periodo pos-
desova, periodo antes da proliferagdo celular, periodo de proliferacao e crescimento das células

germinativas (sendo este subdividido em: inicial, intermediario e avancado) (Figura 3).

Ovario

I IT

Figura 3: Esquema do desenvolvimento dos ovarios observado macroscopicamente: (I) ovario inicial, (IT)
ovario intermediario e (III) ovario avangado. (Modificado de Martins et al., 2007).

No estagio inicial, os ovarios s3o translucidos, possuem tamanho reduzido e, por muitas

vezes, nao ¢ possivel observa-los a olho nu (Castiglioni et al., 2007).
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Ja os ovarios no estagio intermediario apresentam tamanho médio, quando comparados
aos ovarios iniciais e avancgados; localizam-se sob o coracdo e estendem-se sobre o
hepatopancreas, atingindo progressivamente a regido lateral e antero-posterior do cefalotorax
(Dumont & D’Incao, 2004). Neste estdgio, os ovarios apresentam coloragdo esverdeada e
possuem poucos cromatoforos (Barreto et al., 2008a).

Os ovarios em estagio avancado apresentam-se bastante desenvolvidos, expandindo-se
principalmente em direcdo a regido ventral do cefalotérax. Sua coloragdo vai do verde-oliva ao

verde escuro, com grande quantidade de cromatdforos espalhados pela superficie do orgdo
(Verdi, 1995).

Histologicamente, os ovarios sdo constituidos por duas linhagens de células, as células
germinativas e as células foliculares (Figura 4) (Favaro & Chaves, 1999). As células
germinativas podem ser classificadas em trés diferentes etapas de desenvolvimento (Pacheco,
1997; Peixoto et al., 2003; Santana, 2005; Ribeiro, 2006):

- Ovogonias: localizam-se na regido central do ovario; apresentam citoplasma pouco
evidente e nucleo central, possuindo uma intensa basofilia quando coradas com H&E.

- Ovdcitos pré-vitelogénicos: células de formato oval, com tamanho maior quando
comparado com as ovogonias; localizam-se na regido medular do ovario (Chaves & Magalhaes,
1993); nestas células, podem ser observadas pequenas goticulas de lipidios esparsas em seu
citoplasma, levemente acidofilo, quando corados com H&E.

- Ovocitos vitelogénicos: células de formato poliédrico localizam-se no cortex do érgao
(Shuld, 1980); sendo as maiores células encontradas nos ovarios, em decorréncia do acimulo de

vitelo em seu citoplasma, e se coram intensamente com eosina.
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Figura 4: Ovario em estagio avangado de matura¢do (H&E). Na fotografia A observam ovdcitos pré-vitelogénicos
(OPV), ovdcitos vitelogénicos (OV). Na fotografia B observa-se ovogonias (O) e células foliculares (—).

Aumento de 100x. Barra=0,1mm

1.2-ESTAGIAMENTO MICROSCOPICO DOS OVAROS

Os ovarios podem, ainda, ser divididos em trés estigios, de acordo com a presenga e
quantidade de células germinativas (Shuld, 1980a; Othomi ef al., 1998; Castiglioni et al., 2006 e
Paulraj et al., 2008):

-Estagio inicial: os ovdrios apresentam muitas ovogonias, poucos ovOcitos pré-
vitelogénicos e nenhum ovdcito vitelogénico.

-Estagio intermediario: neste estdgio, observam-se ovogonias, muitos ovocitos pré-
vitelogénicos e poucos ovdcitos vitelogénicos.

-Estagio avancado: os ovdrios apresentam poucas ovogénias e ovocitos pré-
vitelogénicos, porém, em sua regido cortical, possuem grande quantidade de ovocitos

vitelogénicos.

Todas as modificagdes descritas anteriormente, tanto macroscopicas quanto
microscopicas, decorrem dos processos de ovogénese e vitelogénese. Na ovogénese, ocorre a
divisdo e diferenciacdo das ovogonias para ovoécitos pré-vitelogénicos, estes ovocitos aumentam
a atividade e quantidade de organelas citoplasmaticas para o acimulo de vitelo. Dentro deste

processo ocorre também a vitelogénese que ¢ o acumulo de grande quantidade de vitelogenina,

14



proteina precursora do vitelo presente na hemolinfa. Esta proteina ¢ captada através da
endocitose pelos ovocitos e modificada transformando-se em vitelina que ¢ acumulada no
citoplasma destas células causando um grande aumento de seu diametro (Kroll e al., 1992).
Estes ovocitos, ainda, acumulam lipidios, carboidratos, agua e sais minerais que também
constituiram o vitelo (Adiyodi & Subramoniam, 1983). Deste modo, a vitelogénese proporciona
a producdo de ovos ricos em vitelo (Serrano-Pinto et al., 2003; Miiller et al, 2007), garantindo a
nutri¢ao do embrido num periodo de incubagdo de aproximadamente 14 dias ( Simdes-Costa et
al., 2005) .

Assim, qualquer alteracdo ambiental, como uma maior incidéncia da radiagdo UVB, pode
comprometer a dindmica reprodutiva e populacional do camardo M. olfersi. Além do mais, ha
poucos estudos acerca dos efeitos da radiagdo UVB sobre os organismos aquaticos,

principalmente, invertebrados.
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2-OBJETIVOS

2.1-GERAL

Avaliar os efeitos da radiacdo UVB nos ovarios de fémeas adultas de Macrobrachium

olfersi nos estagios intermediario e avancado de maturacao ovariana.

2.2-ESPECIFICO

* Analisar, macroscopicamente, in vivo, os efeitos da radiagdo UVB nos ovarios, usando como

parametro as variagdes na coloracdo, textura e tamanho destes 0rgaos;

» Obter o indice gonadossomatico;

» Padronizacdo da técnica histologica que melhor preservar a estrutura dos ovarios;

» Observar a estrutura morfologica, em microscopia de luz, das gonadas de fémeas do grupo

controle e do grupo irradiado (submetidas a radiagdo UVB);

» Analisar, através de morfometria e estereologia, as células germinativas. A fim de investigar

os possiveis danos causados pela radiagao nos processo de maturagdo gonadal;
» Investigar, através de técnicas histoquimicas, se a radiacdo UVB causa alteragdes na

composi¢cdo e quantidade de vitelo das cé€lulas germinativas, principalmente nos ovocitos

vitelogénicos.
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3- MATERIAIS E METODOS

Fémeas de Macrobrachium olfersi foram coletadas no Parque Municipal da Lagoa do
Peri (Autorizagdo n° 157/DIFAP/IBAMA), nos periodos de Janeiro a marco, sendo feita uma
segunda coleta no periodo de julho & agosto. As coletas foram realizadas com o auxilio de um
puca de malha fina. O transporte dos animais até o laboratorio de Desenvolvimento e
Reproducdo Animal foi realizado através de aquarios portateis preenchidos parcialmente com
agua do proprio ambiente, além de plantas aquaticas para a prote¢do dos animais. No laboratorio,
os animais foram aclimatados em aquarios de 30 litros a 24°C (£1), fotoperiodo natural, aeracao
constante e alimentagao diaria. Todos os animais coletados seguiram-se 0 mesmo procedimento
de aclimatagdo por, no minimo, quatro dias. Apds este periodo, as fémeas foram divididas em
dois grupos, o controle ¢ o irradiado. Cada um destes grupos posteriormente foi dividido em
subgrupos de acordo com o estagio de maturacdo ovariana, usando-se como parametro a
coloragdo e tamanho dos ovarios, observados por transparéncia da carapaca do cefalotérax.

Ap0s o periodo de aclimatacdo, as fémeas do grupo controle foram anestesiadas a 4°C,
sacrificadas e dissecadas; ja as fémeas do grupo irradiado foram primeiramente expostas a
radiacdo UVB por 30 minutos com lampada (Vilber Loumart 6W).

Para todos os grupos os procedimentos de sacrificio, dissecagdo, mensuragdo do

comprimento e peso dos ovarios € métodos histoquimicos serdo os mesmos.

3.1-CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

GRUPO CONTROLE

O grupo controle foi dividido em dois subgrupos de acordo com o estagio de maturagao

dos ovérios das fémeas de M. olfersi no momento da dissecagao:

-SUBGRUPO CONTROLE INTERMEDIARIO (SCI): fémeas que apresentaram ovarios

em estagio intermediario de maturagao.

-SUBGRUPO CONTROLE AVANCADO (SCA): fémeas com ovarios em estigio de

matura¢do avangado.
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GRUPO IRRADIADO

As fémeas de M. olfersi foram observadas diariamente, por cerca de 4 dias, para que
fossem identificados os estagios de maturag¢do ovariana. De acordo com o estdgio observado, os

animais foram divididos em dois subgrupos antes da irradiagao:

-SUBGRUPO IRRADIADO INTERMEDIARIO (SII): fémeas com ovarios em estagio

intermediario de maturagao.

-SUBGRUPO IRRADIADO AVANCADO (SIA): fémeas com ovarios em estdgio de

maturacao avangada.

Ap6s a identificagdo do estdgio ovariano, os animais foram irradiados por 30 minutos
em aquarios vedados, sem qualquer abrigo, permitindo uma maior absor¢do da irradiagao.
Posteriormente, os animais foram transferidos para um aquario escuro, evitando a ativagdo das
enzimas de fotorreparo, dependentes de luz visivel, que podem reverter ligacdes covalentes
prejudiciais de bases nitrogenadas (Lewin, 2001). Apds quatro dias, as fémeas foram sacrificadas

e dissecadas seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente para o grupo controle.

3.2-OBSERVACAO MACROSCOPICA DOS OVARIOS

Para a andlise macroscopica dos ovarios foram utilizadas um total de 15 fémeas para o

grupo controle e 9 fémeas para o grupo irradiado.

3.3-BIOMETRIA E DISSECACAO

Inicialmente, as fémeas foram anestesiadas pelo frio, a 4°C, e pesadas para a obtengdo do
peso corporal com o auxilio de uma balanca de precisdo (0,0001g). Em seguida, os animais
foram dissecados, abrindo-se primeiramente a carapaga para permitir que seus ovarios fossem
medidos com paquimetro em seu eixo longitudinal e transversal. Logo apos, os ovarios foram
retirados e pesados em balanga de precisdo para a obtengio do indice Gonadossomatico (IGS)

= (Peso do ovario/peso total da fémea)x100 (Rodriguez et al., 2005).
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3.4-TECNICAS HISTOLOGICAS

3.4.1-FIXACAO
Foram utilizadas diferentes solugdes fixadoras (Bouin alcoolico, Bouin aquoso, Zamboni
e Davidson (Santana, 2005) para se escolher a que melhor mantém a estrutura histologica dos

ovarios.

3.4.2-INCLUSAO

-PARAFINA
As pegas foram submetidas a desidratacdo em série etanolica crescente, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina a 58°C. Apoés a inclusdo, o material foi emblocado, seccionado em

microétomo rotativo e coletado em laminas histoldgicas (Sum).

-PARAPLAST

Os ovarios foram submetidos a desidratacdo em série etandlica crescente, diafanizados

em xilol, incluidos em paraplast e cortes de Sum foram coletados em laminas histologicas.

-HISTORESINA
Apods a fixacdo, os ovarios foram desidratados em 4lcool e incluidos em historesina.
Posteriormente, o material foi emblocado em capsulas de gelatina ou formas de silicone. A

microtomia foi realizada em micrétomo Leica, RM2135, e cortes de 4um foram obtidos.

3.4.3 - COLORACAO & HISTOQUIMICA

As preparagdes histologicas do material incluido em historesina apresentaram qualidade
muito superior as do material incluido em parafina e paraplast. Portanto, a inclusdo em parafina e

paraplast foram abandonadas, e passou-se a utilizar somente a inclusdo em historesina.
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-HEMATOXILINA & EOSINA

A coloracao H&E (Hematoxilina & eosina) foi utilizada para observagao do estado de
preservacao do 6rgdo, esta coloragdo foi utilizada para realizar o estagiamento microscopico dos
ovarios. Foram utilizadas a hematoxilina de Harris e a eosina aquosa (1%), segundo Begak &

Paulete (1976).

-ALCIAN BLUE pH 2,5
Esta coloragdo foi utilizada para verificagdo da ocorréncia de mucosubstancias acidas,
tendo como reagdo positiva a coloracdo azul (Santos et al,2009). Foram testados diversos

tempos, o que apresentou melhor resultado foi o tempo de 1 minuto.

-AZUL DE TOLUIDINA 0,5%

Esta coloracdo foi utilizada para a identificacdo de polissacarideos 4acidos, através da

reacdo de metacromasia, o tempo utilizado foi de 2 minutos (Moura, 2001).

- P.A.S. (PERIODIC ACID SCHIFF)

Foi realizada a histoquimica P.A.S., segundo Beg¢ak & Paulete (1976) para
mucopolissacarideos neutros um dos constituintes do vitelo (Fyhn & Costlow, 1977). Foram

testados inimeros tempos tanto para o acido periodico quanto para o Reativo de Schiff.

- TRICROMICO DE MALLORY

Esta técnica ¢ amplamente utilizada para observacdo das diferentes etapas do
desenvolvimento das células germinativas, em M. olfersi esta coloragdo destaca claramente as

ovogodnias, ovocitos pré-vitelogénicos e ovocitos vitelogénicos (Pacheco, 1997).

- V.O.F. (VERDE LUZ, ORANGE G E FUCSINA BASICA)

A técnica de Verde Luz, Orange G e Fucsina (V.F.O.), corante acido/basico ¢ utilizada
para o estudo dos ovarios, por destacarem as diferentes células que o compdem. A reacao

positiva pode ser observada quando as células germinativas apresentam coloragcdo violeta
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(Pacheco, 1997). Para a coloragdo de V.O.F. foi utilizado um tempo de 5 minutos e contra

corando com Hematoxilina, modificado de Fagundes (1992).

3.5-ANALISES MORFOMETRICA E ESTEREOLOGICA

Foram mensuradas as células do ovario das laminas coradas com H&E com ocular
micrométrica 40X para as ovogonias e 10X para as demais células germinativas.

As células germinativas foram quantificadas através do método de contagem de campos.
Para tal, foram tiradas fotos (Figura 5) com aumento de 4X, das regides cortical ¢ medular dos
ovarios. Posteriormente, foram escolhidos, aleatoriamente, cinco campos para cada regido do
ovario e contadas todas as células que estavam contidas inteiramente, ou pelo menos mais da

metade, dentro do campo.

Figura 5: Corte de um ovario controle em estagio intermedidrio de maturacdo, aumento 10X, coloracdo

H&E.

3.6-ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes a morfometria foram submetidos ao teste estatistico ANOVA

one-way, seguida do teste de Tukey (Statistica 6.0).
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-PADRONIZACAO DA METODOLOGIA

-FIXACAO

Entre os fixadores utilizados, a solucdo de Bouin alcoolica apresentou melhores

resultados com o tempo de 18 horas de fixagao.

-INCLUSAO

As preparagdes histologicas do material incluido em historesina apresentaram qualidade
muito superior as do material incluido em parafina e paraplast, j4 que a historesina penetrou

melhor nos ovocitos vitelogénicos, mantendo sua estrutura.

-COLORACOES

As coloragdes de V.O.F., Tricromico de Mallory e o P.A.S. ndo apresentaram resultados
positivos nos grupos analisados (Figura 6A, B, C e D).
Os ovarios apresentaram reagdo satisfatoria quando corados com as técnicas de HE,

Alcian Blue e Azul de Toluidina (Figura 7A e 7C).
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Figura 6: Resultados negativos para as coloragdes V. O. F. figuras A (controle) e B (Irradiado), e Tricromico de
Mallory figuras C (controle) e D (Irradiado).
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Grupo controle

Os ovarios do SCI e SCA apresentaram resultados positivos para as técnicas de Azul de

Toluidina e Alcian Blue (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados das coloragdes e histoquimicas em historesina nas células foliculares ¢ germinativas dos

ovarios controle em ambos os estagios de maturag@o ovariana.

Corantes histologicos
Células Regides A . .
celulares H&E V.O.F. Tricromico P.A.S. Azul de Alcian Blue
de Mallory Toluidina
Células Nucleo (+++) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
foliculares Hematoxilina
Citoplasma (++) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
Hematoxilina
Ovogonia Nucleo (++) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
Hematoxilina
Citoplasma (+++) Negativo Negativo Negativo (++) (+++)
Hematoxilina
Ovécito pré- Nucleo (+++) Negativo Negativo Negativo (++) (+++)
vitelogénico Hematoxilina
Citoplasma (+H) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
Hematoxilina
Ovécito Nucleo (+H) Negativo Negativo Negativo ++) ++)
vitelogénico Hematoxilina
Citoplasma (+++) Eosina Negativo Negativo Negativo (++) (++)

Negativo-auséncia de coloracio

+-> Pouca intensidade de coloragio

++-> Média intensidade de coloragio

+++-> Grande intensidade de coloracio

Grupo irradiado

O citoplasma dos ovdcitos vitelogénicos dos ovarios do SII e do SIA apresentaram
menor intensidade de coloragdo com eosina, quando comparados com os ovarios do grupo
controle (Tabela 2).

As coloracdes de Azul de Toluidina e Alcian Blue mostraram resultados semelhantes ao
dos grupos controle (Tabela 2). Embora, os ovocitos pré-vitelogénicos dos grupos irradiados
corados com Azul de Toluidina apresentaram mais intensidade na coloracdo quando comparados

aos dos grupos controle (Figura 6B e 6D).

Tabela 2: Resultados das coloragdes e histoquimicas em historesina nas células foliculares e germinativas dos

ovarios irradiado em ambos os estagios de maturagdo ovariana.
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Corantes histologicos

Células Regides
¢ eh:glar es H&E V.O.F. Tricromico P.A.S. Aztfl fie Alcian blue
de Mallory toluidina
Células Nucleo ++) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
foliculares Hematoxilina
Citoplasma (+++) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
Hematoxilina
Ovogonia Nucleo (+++) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
Hematoxilina
Citoplasma ++H) Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)
Hematoxilina
Ovécito pré- Nucleo (+++) Negativo Negativo Negativo (++++H) (+++)
vitelogénico Hematoxilina
Citoplasma ++) Negativo Negativo Negativo (++++) (+++)
Hematoxilina
Ovaocito Nucleo +H) Negativo Negativo Negativo ++H ++H)
vitelogénico Hematoxilina
Citoplasma (++) Eosina Negativo Negativo Negativo +H +H)

Negativo-auséncia de coloracio

+-> Pouca intensidade de coloracio

++-> Meédia intensidade de coloragiio

+++-> Grande intensidade de coloracio
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Figura 7: Células que compdem o ovario controle (A e C) e irradiado (B e D) em estagio intermediario de

maturagdo ovariana. Em 10A e 10B Azul de Toluidina e 10C e 10D Alcian Blue. Barra=0,01mm

4.2-ANALISE MACROSCOPICA DOS OVARIOS

Nao foram observadas alteragdes na textura (apresentando granulosidade semelhante em
todos os grupos analisados), bem como na sua cor e forma dos grupos controle e irradiado. Nota-
se, ainda, que nenhum ovario pertencente ao subgrupo intermedidrio irradiado (SII) chegou ao
estagio avancado de maturagdo ovariana, apds os quatro dias seguintes a irradiagdo. Ja 30% das
fémeas do subgrupo controle intermediario (SCI) apresentaram ovarios em estagio avangado de
maturagdo no final de quatro dias. Estes resultados indicam que a radiacdo UVB ndo alterou as
caracteristicas de textura e cor dos ovarios.

Viérios autores utilizam as caracteristicas morfoldgicas de textura e cor dos ovarios,

observadas através da transparéncia da carapaga, como um dos métodos empregados para a
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determinagdo do grau de maturacdo ovariana (Brown et al., 1974; Tan-Fermin et al., 1989;
Quintero & Gracia, 1998; Santos et al., 2008). Outros estudos realizados em camardes,
submetidos a diferentes condigdes, como a mudanca do fotoperiodo (Souza, 2005), ou a ablagao
do pedunculo optico (Purificagdo, 2006), também ndo apresentaram alteragdes nas caracteristicas

macroscopicas dos ovarios.

4.2.1-BIOMETRIA DOS OVARIOS

Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 3. Nos ovarios do subgrupo irradiado
avancado (SIA), observa-se um aumento acentuado nos eixos longitudinal e transversal em

relagdo ao subgrupo controle avancado (SCA).

Tabela 3: Dados biométricos dos eixos Longitudinal e Transversal dos ovarios de fémeas de M. olfersi dos grupos
controle e irradiado.
Biometria dos ovarios

Controle Irradiado
Longitudinal Transversal Longitudinal Transversal

Estagio de

maturacio ovariana

Intermediario 6,0mm 5,0mm 5,5mm 4.25mm
Avancado 7,33mm 5,0mm 8,83mm 6,0mm

O tamanho dos ovarios, obtido pela mensuracao de seu eixo longitudinal e transversal, ¢
um parametro utilizado para analisar, macroscopicamente, a maturagdo ovariana em diferentes
grupos (Santos et al., 2009). Segundo Dumont & D'Incao (2004) e Poprawa (2005), a
classificacdo macroscopica dos ovarios, baseada no tamanho de seus eixos, esta intimamente
relacionada ao desenvolvimento e a organizagao das células deste 6rgao, indicando uma relagao
direta entre o aumento dos ovocitos € o aumento dos ovarios. Além disso, o aumento dos ovarios
também ¢ conseqiiéncia da proliferacdo das células germinativas e do acimulo de substancias,
principalmente, nos ovdcitos vitelogénicos (Barreto ef al., 2008a). Nossos resultados mostram
que, em M. olfersi, os ovarios do subgrupo irradiado avancado (SIA) apresentaram valores
maiores de seus eixos do que o observado no subgrupo controle avangado (SGA), indicando que

a radiacdo UVB pode esta interferindo no tamanho dos ovarios.

4.2.2-INDICE GONADOSSOMATICO
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Os valores do indice gonadossomatico, obtidos através do peso dos ovarios em relagdo ao
peso das fémeas, podem ser observados na tabela 4.

Nota-se uma diminui¢ao no indice gonadossomatico do subgrupo irradiado intermediario
(SII), quando comparado com ovarios do subgrupo controle intermediario (SCI). Entretanto, os
ovarios do subgrupo irradiado avancado (SIA) possuem um expressivo aumento no indice
gonadossomatico em relagdo ao subgrupo controle avangado (SCA).

Durante o periodo reprodutivo dos crusticeos, os ovarios passam por variacdes
morfologicas acentuadas, tais como aumento do comprimento, da largura e do peso deste 6rgdo
(Branco et al., 1992). O indice gonadossomatico (IGS) mostra a porcentagem do peso do ovario
em relagcdo ao peso total da fémea, relacionando o aumento do peso do ovario com o estagio de
maturacao ovariana (Juchno & Chybowski, 2003; Jayawardane et al., 2003).

Em M. olfersi os valores obtidos do IGS, tanto no grupo controle quanto no irradiado,
confirmam o aumento do peso do ovario com a mudanca do estdgio intermedidrio para o
avangado. Nos animais irradiados, o indice gonadossomatico do subgrupo irradiado avangado
(SIA) apresenta um aumento acentuado quando comparado com o do subgrupo controle
avancado (SCA). Neste caso, a radiacdo UVB pode esta estimulando um aumento no peso dos
ovarios. Purificagdo (2006), em seu trabalho com M. Olfersi relata que a ablagdo do pedunculo
optico também causa um aumento do indice gonadossomatico em fémeas com ovarios em

estagio avangado de maturagao.

Tabela 4: Dados reprodutivos de avaliagao do indice gonadossomatico de fémeas de M. olfersi dos grupos controle

e irradiado.
Estagio de maturacio IGS (indice gonadossomatico)
ovariana
Controle Irradiado
Intermediario 0, 402 0,389
Avancado 1,05 2,737

4.3-ANALISE MICROSCOPICA DOS OVARIOS

Grupo controle
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Os ovarios do grupo controle, tanto o SCI quanto o SCA, apresentam duas regides bem
definidas: a medular, com ovogonias e ovocitos pré-vitelogénicos, e a cortical, com a presenca
de ovocitos pré-vitelogénicos e ovocitos vitelogénicos. Sendo que, a periferia do cortex possui
apenas ovocitos vitelogénicos (Figura 8A).

Quanto as caracteristicas histologicas das células deste grupo, observa-se que as
ovogodnias apresentam nucleos arredondados e pouco citoplasma (Figura 9A); os ovocitos pré-
vitelogénicos possuem forma arredondada e algumas goticulas lipidicas em seu citoplasma
(Figura 9B); os ovocitos vitelogénicos possuem forma poliédrica, citoplasma preenchido com
grandes goticulas de lipidios e nticleos com aspecto de fragmentacdo da carioteca (Figura 9C).
Ja as células foliculares possuem formato pavimentoso, pouco citoplasma e nucleo bastante
evidente (Figura 9C).

Resultados similares foram descritos em trabalhos realizados com Macrobrachium
borellii (Verdi, 1995), Farfantepenaeus paulensis (Nazari et al., 2007) e Macrobrachium
rosembergii (Meeratana & Sobhon, 2007), mostrando as caracteristicas histologicas das células

germinativas ao longo do seu desenvolvimento até chegar a ovocito vitelogénico.

Grupo irradiado

Os ovarios deste grupo apresentam distribuicdo das células, nas regides cortical e
medular, semelhante a do grupo controle, contudo, observam-se ovdcitos pré-vitelogénicos na
periferia da regido cortical (Figura 8B).

As ovogonias e as células foliculares (Figura 9D e 9F) possuem as mesmas
caracteristicas histolégicas, quando comparadas aos ovarios controle. Porém, os ovocitos pré-
vitelogénicos apresentam forma alongada e maior acimulo de substincias na periferia de seu
citoplasma (Figura 9E). Os ovocitos vitelogénicos possuem goticulas de lipidio ndo
homogéneas em relagdo a forma, tamanho e distribui¢do em seu citoplasma quando comparados

ao grupo controle (Figura 9F).
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Figura 8: Cortes de ovario de M. olfersi em estagio intermediario de maturagdo ovariana. Vista geral da estrutura
dos ovarios: em (A) ovario controle ¢ (B) ovario irradiade. Ovogonias (O), ovocitos pré-vitelogénicos (OPV),

ovacitos vitelogénicos (OV) e células foliculares (=). Barra=0,1mm.

Figura 9: Células que compdem o ovario controle (A, B e C) ¢ irradiado (D, E e F) ambos em estagio
intermediario de maturagdo ovariana. Em (A e D) ovogonias, (B e E) ovocito pré-vitelogénico e (C e F) ovdcito
vitelogénico. Células foliculares (). Cortes corados com H&E. Barra: na figura (A e D) =0,01mm e figura (B, C, E
e F) =0,Imm.
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4.4-ESTEREOLOGIA E MORFOMETRIA

Estereologia

Os resultados obtidos com a analise estereologica estdo apresentados nas tabelas S e 6.

Na regido medular dos ovarios, observa-se um maior numero de ovdcitos pré-
vitelogénicos no subgrupo irradiado intermediario (SII), quando comparado com o subgrupo
controle intermediario (SCI), assim como o subgrupo irradiado avangado (SIA) apresenta maior
numero de ovogonias por campo, quando comparado com o subgrupo controle avangado (SCA)

(Tabela 5).

Tabela 5: Estereologia das células germinativas da regiio medular dos ovarios controle e irradiado, em estagio
intermediario e avangado de maturacdo ovariana em fémeas de M. olfersi.

Regido medular dos ovarios
Células germinativas

Estagio de maturacio ovariana

Ovogonia Ovécito pré-vitelogénico
SCI (Subgrupo Controle Intermediario) 4,47 10,87
SCA (Subgrupo Controle Avangado) 1,67 22,4
SII (Subgrupo Irradiado Intermediario) 2,53 29,73
SIA (Subgrupo Irradiado Avangado) 13,8 28,73

Na regido cortical dos ovarios, nota-se um aumento acentuado de ovdcitos pré-
vitelogénicos nos ovarios do subgrupo irradiado intermedidrio (SII). Ja os ovocitos vitelogénicos

dos grupos analisados ndo apresentaram um aumento expressivo (Tabela 6).

Tabela 6: Estereologia das células germinativas da regiio cortical dos ovarios controle e irradiado, em estagio

intermediario e avangado de maturacdo ovariana em fémeas de M. olfersi.

Regifio cortical dos ovarios
Células germinativas

Estagio de maturacio ovariana

Ovécito pré-vitelogénico Ovécito vitelogénico
SCI (Subgrupo Controle Intermediario) 0 5,47
SCA (Subgrupo Controle Avangado) 0,73 8,2
SII (Subgrupo Irradiado Intermediario) 6,73 7,6
SIA (Subgrupo Irradiado Avangado) 0 6,07

Morfometria

- Ovarios intermediarios
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Os diametros das ovogonias e dos ovocitos vitelogénicos dos ovarios subgrupo irradiado
intermediario (SII) apresentaram aumento significativo (P<0,05), quando comparados com
ovarios do subgrupo controle intermedidrio (SCI) (Grafico 1). Os ovocitos pré-vitelogénicos

tiveram um aumento representativo no SII, porém nao foi significativo (P>0,05) (Grafico 1).

Morfometria das células germinativas de ovarios controle e
irradiados em estagio intermediario de maturag¢ao ovariana
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Grifico 1: Morfometria do didmetro das células germinativas de ovarios controle e irradiado em estagio
intermediario de maturagdo ovariana. (*) valores significantes (P<0,05). SCI (Subgrupo Controle Intermediario) e

SII (Subgrupo Irradiado Intermediario).

- Ovarios avanc¢ados
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Os ovocitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos dos ovarios do subgrupo irradiado
avangado (SIA) possuem diametro significativamente maior (P< 0,05), quando comparados com

0s ovocitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos dos ovarios SCA (Grafico 2).

Morfometria das células germinativas de ovarios controle e
irradiados em estagio intermediario de maturag¢do ovariana
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Grifico 2: Morfometria do didmetro das células germinativas de ovarios controle e irradiados em estagio avangado
de maturacdo ovariana. (*) valores significantes (P<0,05). SCA(Subgrupo Controle Avangado) e SIA (Subgrupo
Irradiado Avancado).

Segundo Kazemiyan (2008) e Barreto et al. (2008a), o aumento do peso dos ovarios
coincide com o aumento do numero e do diametro das células germinativas, as ovogonias, os
ovocitos pré-vitelogénicos e, principalmente, os ovocitos vitelogénicos.

Conforme descrito acima, as ovogdnias sdo as menores células germinativas dos ovarios.
Estas células apresentaram um aumento de didmetro significativo nos ovarios irradiados em
estagio intermediario de maturacao (SII).

Os ovocitos pré-vitelogénicos do subgrupo irradiado avancado (SIA) mostraram um
aumento significativo do seu diametro em relagdo ao subgrupo controle avancado (SCA). Os
ovocitos vitelogénicos dos ovdrios irradiados, tanto em estagio intermediario quanto no
avancado, também aumentaram de didmetro, significativamente, quando comparado com o
grupo controle.

No ovario de M. olfersi, durante o desenvolvimento das células germinativas, ocorre
proliferacdao e aumento gradativo de tamanho de todas estas células (Souza, 2005). As ovogdnias

sdo as menores células germinativas, os ovocitos pré-vitelogénicos apresentam tamanho
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intermedidrio, quando comparado com as ovogonias, € 0os ovocitos vitelogénicos sdo as maiores
células (Kulkarni, 1991; Najmudeen, 2008). O aumento de tamanho celular, que ocorre na
transi¢do entre ovogonia € ovocito pré-vitelogénico, € conseqiiéncia do aumento do citoplasma
em decorréncia da maior quantidade e atividade das organelas e com o inicio da vitelogénese
(Ribeiro, 2006). O expressivo aumento de didmetro celular que ocorre na passagem dos ovocitos
preé-vitelogénicos para vitelogénicos ¢ devido ao grande aciimulo de vitelo, com a continuagdo
do processo de vitelogénese, nos ovocitos vitelogénicos (Juchno& Chybowski, 2003; Santana,
2005).

Nos ovarios irradiados, tanto em estagio intermediario quanto no avangado de maturagao,
o aumento significativo do didmetro dos ovdcitos vitelogénicos, o aumento do acimulo de
substancias nos ovocitos pré-vitelogéncos ¢ do numero destes ovocitos podem explicar o
aumento do indice gonadossomatico, mesmo tendo uma diminui¢cdo no nimero de ovocitos

vitelogénicos.

Deste modo, como podemos constatar ao longo deste trabalho, o tamanho dos ovarios, o
indice gonadossomatico, a estereologia e a morfometria das células germinativas foram alterados
em decorréncia da radiagdo UVB, indicando assim que o processo de matura¢do ovariana,
principalmente a vitelogénese, pode ser afetado por uma maior incidéncia ambiental de radiacao
UVB.

Apesar do aumento da radiacdo ultravioleta, nos ultimos anos, ainda hé poucos trabalhos
na literatura que avaliem os efeitos desta radiacdo, principalmente, na morfologia macro e

microscopica de organismos aquaticos como M. olfersi.
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6-CONCLUSAO

-0 acompanhamento diario dos ovarios das fémeas dos grupos controle e irradiado é adequado

para a avaliagdo macroscépica das alteragdes causadas pela radiagao UVB.
—> A irradiagdo com luz UVB por 30 minutos causa alteragdes nos ovarios:

—>A radiagdo UVB afetou os processos de oogenénese e vitelogenése, alterando a
quantidade de substancias acumuladas tanto nos ovdcitos pré-vitelogénicos quanto nos ovocitos
vitelogénicos.

— A radiacdo UVB interfere também na distribuicdo dos ovdcitos pré-vitelogénicos na

regido cortical, assim como, na quantidade das demais células germinativas.

20 aumento do diametro dos ovocitos vitelogéncios certamente afetara os processos
reprodutivos uma vez que os embrides t€m seu tempo de desenvolvimento diretamente

relacionado com a quantidade de vitelo.

—>As coloragdes de H&E, Azul de Toluidina e Alcian Blue sdo adequadas para o estudo dos

ovarios.

—>Diante dos resultados obtidos neste trabalho abre-se um leque de questionamentos acerca dos
efeitos da radiagdo UVB sobre a maturacdo dos ovarios. Um proximo passo pode ser a
investigacdo das alteragcdes nas organelas citoplasmaticas através de microscopia eletronica de
transmissdo e a caracterizacdo das substancias que estdo sendo acumuladas por meio de

imunohistoquimica.
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