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Tudo que é conquistado só vale apena 

se na caminhada outras pessoas também conquistaram alguma coisa, 

e nenhuma, por mais simples ou arrogante que seja 

tenha sido diminuído em face da verdade...
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Resumo

A diminuição da camada de ozônio aumenta a incidência da radiação UVB  nos ecossistemas, 

inclusive nos ambientes aquáticos com até 50cm de profundidade. Nestes ambientes aquáticos 

com pequena profundidade como rios, riachos e lagoas são encontrados os camarões de água 

doce  Macrobrachium olfersi. Estes camarões têm seu  processo de reprodução controlado por 

mecanismos endógenos, diretamente dependentes das variações ambientais tais como: mudança 

na incidência de luz, temperatura e salinidade. Com o aumento progressivo da radiação UVB, os 

estudos  sobre os  efeitos  desta  radiação,  na reprodução desta  espécie,  são necessários.  Deste 

modo,  fêmeas  de  M. olfersi foram separadas em dois grupos,  o  controle e  o  irradiado.  De 

acordo com o estágio de maturação ovariana, estes grupos foram ainda divididos em subgrupos: 

o  subgrupo controle  intermediário  (SCI),  o  subgrupo controle  avançado  (SCA),  o  subgrupo 

irradiado  intermediário  (SII)  e  o  subgrupo  irradiado  avançado  (SIA).  As  fêmeas  do  grupo 

irradiado (SII e SAI) foram irradiadas durante 30 minutos em aquários vedados. Após 4 dias,  os 

animais deste  grupo foram sacrificados.  Já para o grupo controle (SCI e SCA) decorrido o 

tempo de aclimatação essas fêmeas foram sacrificadas. Foram obtidos dados biométricos dos 

ovários e índice gonadossomático (IGS). Os ovários foram fixados em Bouin e corados com as 

técnicas  usuais  para  historesina  H&E,  Mallorry,  V.O.F.,  Alcian  Blue,  P.A.S.  e  Azul  de 

Toluidina. As lâminas foram observadas e submetidas à estereologia e morfometria das células 

germinativas.  O  comprimento  longitudinal  e  transversal  dos  ovários  e  o  IGS apresentaram 

aumento  no  SIA.  As  observações  microscópicas  revelaram alterações  morfológicas  e  maior 

acúmulo  de substâncias  nos ovócitos  pré-vitelogênicos  (OPV),  além do aumento do número 

destas células nos ovários do SII. Observaram-se também, um aumento expressivo de ovogônias 

(O), nos ovários do SIA, e de ovócitos vitelogênicos (OV), nos ovários irradiados de ambos os 

subgrupos (SII e SIA). A exposição à radiação parece afetar o processo de maturação ovariana, 

podendo influenciar em diferentes etapas, como o processo de acúmulo de vitelo, pela ocorrência 

de OV com diâmetro maior. Sendo assim, a exposição à radiação UVB por 30 minutos é capaz 

de causar alterações nos ovários de fêmeas irradiadas, o que pode comprometer a reprodução do 

camarão Macrobrachium olfersi.
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1- INTRODUÇÃO

A radiação  solar  é  essencial  para  a  vida  em nosso  planeta,  já  que  ilumina,  aquece, 

participa  da fotossíntese  e  da síntese de vitamina  D (Diffey,  1991;  Okuno & Vilela,  2005). 

Dependendo do seu comprimento de onda, freqüência e conteúdo de energia, a radiação solar 

pode ser dividida em vários subtipos, como as faixas da luz visível e do ultravioleta (Barreto et  

al., 2008). 

Por  sua  vez,  a  radiação  ultravioleta  pode  ser  subdividida  de  acordo  com  o  seu 

comprimento de onda (Diffey, 2002) em: 

-Radiação UVA (315-400 nm): esta radiação é a menos prejudicial para os seres vivos. Não é 

absorvida pela camada de ozônio e está presente em grande quantidade na atmosfera.

-Radiação UVB (280-315 nm): grande parte desta radiação é absorvida pela camada de ozônio, 

em condições normais de temperatura e incidência de luz solar. Esta radiação, quando absorvida 

pelas células, pode alterar a estrutura das proteínas, do DNA e das membranas biológicas.

-Radiação  UVC (100-280  nm):  é  o  tipo  mais  perigoso  de  radiação  ultravioleta.  Os 

comprimentos de onda ao redor de 260 nm causam danos ao DNA das células, afetando assim, 

grande parte dos organismos vivos; esta radiação é totalmente absorvida pela camada de ozônio 

(Häder et al., 2003).

A camada de ozônio atmosférico absorve parte das radiações solares, com exceção da 

radiação UVA; a porcentagem de luz solar que é absorvida depende da espessura desta camada 

que é naturalmente variável ao longo das estações do ano, assim como de um ano para o outro 

(Tsilimigaki et al., 2003). Além disso, nas duas últimas décadas, o monitoramento da camada de 

ozônio revelou uma redução na sua espessura e uma ampliação do buraco de ozônio antártico, o 

que elevou a preocupação com o aumento na intensidade de radiação ultravioleta na superfície 

terrestre (Kirchhoff et al., 2000).  

O aumento  da incidência  de radiação  ultravioleta  ocorre,  principalmente,  na faixa  da 

radiação UVB, afetando não só os ecossistemas terrestres, mas também os aquáticos, já que a 

incidência desta radiação em ambientes aquáticos, com até 50 cm de profundidade, ocorre na 

mesma intensidade que na superfície terrestre (Bancroft  et al., 2007). O aumento da radiação 

UVB pode causar danos aos organismos, pois ela altera proteínas, lipídios, e no DNA provoca 

uma dimerização das bases nitrogenadas, principalmente a pirimidina, causando mutações que 

podem acarretar em modificações celulares (Mouret et al, 2008).

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

e  lagoas,  estão  os  camarões  de água doce  Macrobrachium olfersi,  conhecidos  popularmente 
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como “Pitu”, (Figura 1). A reprodução deste camarão envolve vários processos endógenos que 

respondem a variações ambientais tais como: incidência de luz solar, temperatura e salinidade 

(Kulkarni et al., 1991; Jayawadane et al., 2003; Martins et al., 2006; Sampaio et al., 2007);  estas 

variações regulam o mecanismo hormonal do sistema endócrino peduncular, que atua sobre o 

desenvolvimento  ovariano  (Pradeille-Rouquette,  1976).  O  pedúnculo  ocular  dos  crustáceos 

abriga células neuro-secretoras que formam o complexo órgão-X/glândula do seio (COX/GS), 

responsável  pela  produção,  estocagem  e  distribuição  de  hormônios  reguladores  como,  por 

exemplo,  o  Hormônio  Inibidor  Gonadal  (HIG),  sintetizado  pelo  órgão-X é  responsável  pela 

inibição da maturação ovariana (Cunha, 2008).

Figura 1: Fêmea de Macrobrachium olfersi, no detalhe (→) ovário em estágio avançado de maturação ovariana.

As fêmeas  de  M. olfersi têm seu  pico  reprodutivo  nos  meses  que  coincidem com a 

estação do verão (Ammar et al., 2001), quando a incidência da radiação UVB é maior (André et  

al., 2003). Durante o ciclo reprodutivo desta espécie, a maturação dos ovários ocorre de forma 

gradual, apresentando um grau de modificação de um estágio de maturação ovariana para outro 

(Kao et al., 1999). A observação macroscópica dos ovários é possível graças à transparência da 

carapaça do cefalotórax, que permite a visualização da forma, tamanho, textura e cor do órgão, 

características utilizadas para a determinação do estagiamento macroscópico dos ovários (Figura 

2) (Alves & Tomé, 1966; Brown & Patlan, 1974; Martins et al., 2007).
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Figura 2: Ovários observados macroscopicamente, in vivo, em dois estágios de maturação: (A) estágio 

intermediário de maturação e (B) estágio avançado de maturação. Barra=1mm.

1.1-ESTAGIAMENTO MACROSCÓPICO DOS OVÁROS

Macroscopicamente, o estagiamento dos ovários de M. olfersi é dividido em 5 fases (Tan-

Fermin & Pundera, 1989; Quintero & Gracia, 1998; Mossolin & Bueno, 2002): período pós-

desova, período antes da proliferação celular, período de proliferação e crescimento das células 

germinativas (sendo este subdividido em: inicial, intermediário e avançado) (Figura 3). 

                                      
Figura 3: Esquema do desenvolvimento dos ovários observado macroscopicamente: (I) ovário inicial, (II) 

ovário intermediário e (III) ovário avançado. (Modificado de Martins et al., 2007).

No estágio inicial, os ovários são translúcidos, possuem tamanho reduzido e, por muitas 

vezes, não é possível observá-los a olho nu (Castiglioni et al., 2007). 
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Já os ovários no estágio intermediário apresentam tamanho médio, quando comparados 

aos  ovários  iniciais  e  avançados;  localizam-se  sob  o  coração  e  estendem-se  sobre  o 

hepatopâncreas,  atingindo progressivamente a região lateral  e antero-posterior do cefalotórax 

(Dumont  &  D’Incao,  2004).  Neste  estágio,  os  ovários  apresentam  coloração  esverdeada  e 

possuem poucos cromatóforos (Barreto et al., 2008a). 

Os ovários em estágio avançado apresentam-se bastante desenvolvidos, expandindo-se 

principalmente em direção à região ventral do cefalotórax. Sua coloração vai do verde-oliva ao 

verde  escuro,  com grande  quantidade  de  cromatóforos  espalhados  pela  superfície  do  órgão 

(Verdi, 1995). 

Histologicamente, os ovários são constituídos por duas linhagens de células, as células 

germinativas  e  as  células  foliculares  (Figura  4)  (Favaro  &  Chaves,  1999).  As  células 

germinativas podem ser classificadas em três diferentes etapas de desenvolvimento (Pacheco, 

1997; Peixoto et  al., 2003; Santana, 2005; Ribeiro, 2006):

-  Ovogônias:  localizam-se na região central  do ovário;  apresentam citoplasma pouco 

evidente e núcleo central, possuindo uma intensa basofilia quando coradas com H&E.

-  Ovócitos  pré-vitelogênicos:  células  de  formato  oval,  com  tamanho  maior  quando 

comparado com as ovogônias; localizam-se na região medular do ovário (Chaves & Magalhães, 

1993);  nestas  células,  podem ser  observadas  pequenas  gotículas  de lipídios  esparsas  em seu 

citoplasma, levemente acidófilo, quando corados com H&E. 

- Ovócitos vitelogênicos: células de formato poliédrico localizam-se no córtex do órgão 

(Shuld, 1980); sendo as maiores células encontradas nos ovários, em decorrência do acúmulo de 

vitelo em seu citoplasma, e se coram intensamente com eosina.
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Figura 4: Ovário em estágio avançado de maturação (H&E). Na fotografia A observam ovócitos pré-vitelogênicos 

(OPV), ovócitos vitelogênicos (OV). Na fotografia B observa-se ovogônias (O) e células foliculares (→). 

Aumento de 100x. Barra=0,1mm

1.2-ESTAGIAMENTO MICROSCÓPICO DOS OVÁROS

Os ovários podem, ainda, ser divididos em três estágios, de acordo com a presença e 

quantidade de células germinativas (Shuld, 1980a; Othomi et al., 1998; Castiglioni et al., 2006 e 

Paulraj et al., 2008):

-Estágio  inicial:  os  ovários  apresentam  muitas  ovogônias,  poucos  ovócitos  pré-

vitelogênicos e nenhum ovócito vitelogênico.

-Estágio  intermediário: neste  estágio,  observam-se  ovogônias,  muitos  ovócitos  pré-

vitelogênicos e poucos ovócitos vitelogênicos.

-Estágio  avançado:  os  ovários  apresentam  poucas  ovogônias  e  ovócitos  pré-

vitelogênicos,  porém,  em  sua  região  cortical,  possuem  grande  quantidade  de  ovócitos 

vitelogênicos.

Todas  as  modificações  descritas  anteriormente,  tanto  macroscópicas  quanto 

microscópicas, decorrem dos processos de ovogênese e vitelogênese. Na ovogênese, ocorre a 

divisão e diferenciação das ovogônias para ovócitos pré-vitelogênicos, estes ovócitos aumentam 

a atividade e quantidade de organelas citoplasmáticas para o acúmulo de vitelo. Dentro deste 

processo ocorre também a vitelogênese que é o acúmulo de grande quantidade de vitelogenina, 

14

O 

OV 

OPV



A B



proteína  precursora  do  vitelo  presente  na  hemolinfa.  Esta  proteína  é  captada  através  da 

endocitose  pelos  ovócitos  e  modificada  transformando-se  em  vitelina  que  é  acumulada  no 

citoplasma destas células causando um grande aumento de seu diâmetro (Kroll  et al., 1992). 

Estes  ovócitos,  ainda,  acumulam  lipídios,  carboidratos,  água  e  sais  minerais  que  também 

constituíram o vitelo (Adiyodi & Subramoniam, 1983). Deste modo, a vitelogênese proporciona 

a produção de ovos ricos em vitelo (Serrano-Pinto et al., 2003; Müller et al, 2007), garantindo a 

nutrição do embrião num período de incubação de aproximadamente 14 dias ( Simões-Costa et  

al., 2005) . 

Assim, qualquer alteração ambiental, como uma maior incidência da radiação UVB, pode 

comprometer a dinâmica reprodutiva e populacional do camarão  M. olfersi. Além do mais, há 

poucos  estudos  acerca  dos  efeitos  da  radiação  UVB  sobre  os  organismos  aquáticos, 

principalmente, invertebrados.  
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2-OBJETIVOS

2.1-GERAL

Avaliar os efeitos da radiação UVB nos ovários de fêmeas adultas de  Macrobrachium 

olfersi nos estágios intermediário e avançado de maturação ovariana.

2.2-ESPECÍFICO

• Analisar, macroscopicamente, in vivo, os efeitos da radiação UVB nos ovários, usando como 

parâmetro as variações na coloração, textura e tamanho destes órgãos; 

• Obter o índice gonadossomático;

• Padronização da técnica histológica que melhor preservar a estrutura dos ovários;

• Observar a estrutura morfológica, em microscopia de luz, das gônadas de fêmeas do grupo 

controle e do grupo irradiado (submetidas à radiação UVB);

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

os possíveis danos causados pela radiação nos processo de maturação gonadal;

• Investigar,  através  de  técnicas  histoquímicas,  se  a  radiação  UVB  causa  alterações  na 

composição  e quantidade  de vitelo  das células  germinativas,  principalmente nos ovócitos 

vitelogênicos.
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3- MATERIAIS E MÉTODOS

Fêmeas de  Macrobrachium olfersi foram coletadas no Parque Municipal da Lagoa do 

Peri (Autorização n° 157/DIFAP/IBAMA), nos períodos de Janeiro a março, sendo feita uma 

segunda coleta no período de julho á agosto. As coletas foram realizadas com o auxílio de um 

puçá  de  malha  fina.  O  transporte  dos  animais  até  o  laboratório  de  Desenvolvimento  e 

Reprodução Animal foi realizado através de aquários portáteis  preenchidos parcialmente com 

água do próprio ambiente, além de plantas aquáticas para a proteção dos animais. No laboratório, 

os animais foram aclimatados em aquários de 30 litros a 24°C (±1), fotoperíodo natural, aeração 

constante e alimentação diária. Todos os animais coletados seguiram-se o mesmo procedimento 

de aclimatação por, no mínimo, quatro dias. Após este período, as fêmeas foram divididas em 

dois grupos, o  controle e o  irradiado. Cada um destes grupos posteriormente foi dividido em 

subgrupos  de  acordo  com  o  estágio  de  maturação  ovariana,  usando-se  como  parâmetro  a 

coloração e tamanho dos ovários, observados por transparência da carapaça do cefalotórax.

Após o período de aclimatação, as fêmeas do grupo controle foram anestesiadas a 4°C, 

sacrificadas  e  dissecadas;  já  as  fêmeas  do  grupo  irradiado  foram primeiramente  expostas  à 

radiação UVB por 30 minutos com lâmpada (Vilber Loumart 6W). 

Para  todos  os  grupos  os  procedimentos  de  sacrifício,  dissecação,  mensuração  do 

comprimento e peso dos ovários e métodos histoquímicos serão os mesmos.

3.1-CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

GRUPO CONTROLE

O grupo controle foi dividido em dois subgrupos de acordo com o estágio de maturação 

dos ovários das fêmeas de M. olfersi no momento da dissecação: 

-SUBGRUPO CONTROLE INTERMEDIÁRIO (SCI): fêmeas que apresentaram ovários 

em estágio intermediário de maturação.

-SUBGRUPO  CONTROLE  AVANÇADO  (SCA):  fêmeas  com  ovários  em  estágio  de 

maturação avançado.
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GRUPO IRRADIADO

As fêmeas de  M. olfersi foram observadas diariamente,  por cerca de 4 dias, para que 

fossem identificados os estágios de maturação ovariana. De acordo com o estágio observado, os 

animais foram divididos em dois subgrupos antes da irradiação:

-SUBGRUPO IRRADIADO INTERMEDIÁRIO (SII): fêmeas com ovários em estágio 

intermediário de maturação.

-SUBGRUPO  IRRADIADO  AVANÇADO  (SIA):  fêmeas  com  ovários  em  estágio  de 

maturação avançada.

 Após a identificação do estágio ovariano, os animais foram irradiados por 30 minutos 

em  aquários  vedados,  sem  qualquer  abrigo,  permitindo  uma  maior  absorção  da  irradiação. 

Posteriormente, os animais foram transferidos para um aquário escuro, evitando a ativação das 

enzimas  de  fotorreparo,  dependentes  de  luz  visível,  que  podem reverter  ligações  covalentes 

prejudiciais de bases nitrogenadas (Lewin, 2001). Após quatro dias, as fêmeas foram sacrificadas 

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

3.2-OBSERVAÇÃO MACROSCÓPICA DOS OVÁRIOS
Para a análise macroscópica dos ovários foram utilizadas um total de 15 fêmeas para o 

grupo controle e 9 fêmeas para o grupo irradiado.

3.3-BIOMETRIA E DISSECAÇÃO

Inicialmente, as fêmeas foram anestesiadas pelo frio, à 4°C, e pesadas para a obtenção do 

peso corporal  com o auxílio  de uma balança de precisão (0,0001g). Em seguida,  os animais 

foram dissecados, abrindo-se primeiramente a carapaça para permitir que seus ovários fossem 

medidos com paquímetro em seu eixo longitudinal e transversal. Logo após, os ovários foram 

retirados e pesados em balança de precisão para a obtenção do Índice Gonadossomático (IGS) 

= (Peso do ovário/peso total da fêmea)x100 (Rodríguez et al., 2005). 
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3.4-TÉCNICAS HISTOLÓGICAS

3.4.1-FIXAÇÃO
Foram utilizadas diferentes soluções fixadoras (Bouin alcoólico, Bouin aquoso, Zamboni 

e Davidson (Santana, 2005) para se escolher a que melhor mantém a estrutura histológica dos 

ovários.

3.4.2-INCLUSÃO

-PARAFINA
As peças foram submetidas à desidratação em série etanólica crescente, diafanizadas em 

xilol e incluídas em parafina a 58°C. Após a inclusão, o material foi emblocado, seccionado em 

micrótomo rotativo e coletado em lâminas histológicas (5µm).

-PARAPLAST
Os ovários foram submetidos à desidratação em série etanólica crescente, diafanizados 

em xilol, incluídos em paraplast e cortes de 5µm foram coletados em lâminas histológicas.

-HISTORESINA
Após a  fixação,  os  ovários  foram desidratados  em álcool  e  incluídos  em historesina. 

Posteriormente,  o  material  foi  emblocado em cápsulas  de gelatina  ou formas  de  silicone.  A 

microtomia foi realizada em micrótomo Leica, RM2135, e cortes de 4µm foram obtidos.

3.4.3 – COLORAÇÃO & HISTOQUÍMICA 

As preparações histológicas do material incluído em historesina apresentaram qualidade 

muito superior às do material incluído em parafina e paraplast. Portanto, a inclusão em parafina e 

paraplast foram abandonadas, e passou-se a utilizar somente a inclusão em historesina.
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-HEMATOXILINA & EOSINA
A coloração H&E (Hematoxilina & eosina) foi utilizada para observação do estado de 

preservação do órgão, esta coloração foi utilizada para realizar o estagiamento microscópico dos 

ovários. Foram utilizadas a hematoxilina de Harris e a eosina aquosa (1%), segundo Beçak & 

Paulete (1976).

-ALCIAN BLUE pH 2,5

Esta coloração foi utilizada para verificação da ocorrência de mucosubstâncias ácidas, 

tendo como reação  positiva  a  coloração  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 coloração foi utilizada para a identificação de polissacarídeos ácidos, através da 

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

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

Foi  realizada  a  histoquímica  P.A.S.,  segundo  Beçak  &  Paulete  (1976)  para 

mucopolissacarídeos  neutros um dos constituintes  do vitelo  (Fyhn & Costlow, 1977). Foram 

testados inúmeros tempos tanto para o ácido periódico quanto para o Reativo de Schiff.

- TRICRÔMICO DE MALLORY

Esta  técnica  é  amplamente  utilizada  para  observação  das  diferentes  etapas  do 

desenvolvimento das células germinativas, em  M. olfersi  esta coloração destaca claramente as 

ovogônias, ovócitos pré-vitelogênicos e ovócitos vitelogênicos (Pacheco, 1997). 

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

A técnica de Verde Luz, Orange G e Fucsina (V.F.O.), corante ácido/básico é utilizada 

para  o  estudo  dos  ovários,  por  destacarem as  diferentes  células  que  o  compõem.  A reação 

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

corando com Hematoxilina, modificado de Fagundes (1992).

3.5-ANÁLISES MORFOMÉTRICA E ESTEREOLÓGICA

Foram mensuradas  as  células  do  ovário  das  lâminas  coradas  com H&E com ocular 

micrométrica 40X para as ovogônias 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 regiões cortical e medular dos 

ovários. Posteriormente,  foram escolhidos, aleatoriamente,  cinco campos para cada região do 

ovário e contadas todas as células que estavam contidas inteiramente, ou pelo menos mais da 

metade, dentro do campo.

                              
Figura 5: Corte de um ovário controle em estágio intermediário de maturação, aumento 10X, coloração 

H&E.

3.6-ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados referentes à morfometria foram submetidos ao teste estatístico ANOVA 

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

4.1-PADRONIZAÇÃO DA METODOLOGIA

-FIXAÇÃO

Entre  os  fixadores  utilizados,  a  solução  de  Bouin  alcoólica  apresentou  melhores 

resultados com o tempo de 18 horas de fixação. 

-INCLUSÃO

As preparações histológicas do material incluído em historesina apresentaram qualidade 

muito superior as do material  incluído em parafina e paraplast,  já que a historesina penetrou 

melhor nos ovócitos vitelogênicos, mantendo sua estrutura.

-COLORAÇÕES

As colorações de V.O.F., Tricrômico de Mallory e o P.A.S. não apresentaram resultados 

positivos nos grupos analisados (Figura 6A, B, C e D). 

Os  ovários  apresentaram reação  satisfatória  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 colorações V. O. F. figuras A (controle) e B (Irradiado), e Tricrômico de 

Mallory figuras C (controle) e D (Irradiado).
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Grupo controle
Os ovários do SCI e SCA apresentaram resultados positivos para as técnicas de Azul de 

Toluidina e Alcian Blue (Tabela 1). 

Tabela 1:  Resultados das colorações  e  histoquímicas em historesina nas  células  foliculares  e germinativas  dos 

ovários controle em ambos os estágios de maturação ovariana. 

Células Regiões 
celulares

Corantes histológicos

H&E V.O.F. Tricrômico 
de Mallory

P.A.S. Azul de 
Toluidina

Alcian Blue

Células 
foliculares

Núcleo (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Citoplasma (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Ovogônia Núcleo (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Citoplasma (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Ovócito pré-
vitelogênico

Núcleo (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Citoplasma (++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Ovócito 
vitelogênico

Núcleo (++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (++) (++)

Citoplasma (+++) Eosina Negativo Negativo Negativo (++) (++)

Negativo-ausência de coloração

+ Pouca intensidade de coloração

++ Média intensidade de coloração

+++ Grande intensidade de coloração

Grupo irradiado
O citoplasma  dos  ovócitos  vitelogênicos  dos  ovários  do  SII  e  do  SIA apresentaram 

menor  intensidade  de  coloração  com eosina,  quando  comparados  com os  ovários  do  grupo 

controle (Tabela 2). 

As colorações de Azul de Toluidina e Alcian Blue mostraram resultados semelhantes ao 

dos grupos controle (Tabela 2). Embora, os ovócitos pré-vitelogênicos dos grupos irradiados 

corados com Azul de Toluidina apresentaram mais intensidade na coloração quando comparados 

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

Tabela 2:  Resultados das colorações  e  histoquímicas em historesina nas  células  foliculares  e germinativas  dos 

ovários irradiado em ambos os estágios de maturação ovariana. 
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Células Regiões 
celulares

Corantes histológicos

H&E V.O.F. Tricrômico 
de Mallory

P.A.S. Azul de 
toluidina

Alcian blue

Células 
foliculares

Núcleo (++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Citoplasma (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Ovogônia Núcleo (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Citoplasma (++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (+++) (+++)

Ovócito pré-
vitelogênico

Núcleo (+++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (++++) (+++)

Citoplasma (++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (++++) (+++)

Ovócito 
vitelogênico

Núcleo (++) 
Hematoxilina

Negativo Negativo Negativo (++) (++)

Citoplasma (++) Eosina Negativo Negativo Negativo (++) (++)

Negativo-ausência de coloração

+ Pouca intensidade de coloração

++ Média intensidade de coloração

+++ Grande intensidade de coloração
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Figura 7:  Células que compõem o  ovário controle (A e C)  e  irradiado (B e D) em estágio intermediário  de 

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

4.2-ANÁLISE MACROSCÓPICA DOS OVÁRIOS

Não foram observadas alterações 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 ovário pertencente ao subgrupo intermediário irradiado (SII) chegou ao 

estágio avançado de maturação ovariana, após os quatro dias seguintes à irradiação. Já 30% das 

fêmeas do subgrupo controle intermediário (SCI) apresentaram ovários em estágio avançado de 

maturação no final de quatro dias. Estes resultados indicam que a radiação UVB não alterou as 

características de textura e cor dos ovários.

Vários  autores  utilizam as  características  morfológicas  de  textura  e  cor  dos  ovários, 

observadas  através  da transparência  da  carapaça,  como um dos  métodos  empregados  para a 
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determinação do grau de  maturação  ovariana  (Brown  et  al.,  1974;  Tan-Fermin  et  al.,  1989; 

Quintero  &  Gracia, 1998;  Santos  et  al.,  2008).  Outros  estudos  realizados  em  camarões, 

submetidos a diferentes condições, como a mudança do fotoperíodo (Souza, 2005), ou a ablação 

do pedúnculo óptico (Purificação, 2006), também não apresentaram alterações nas características 

macroscópicas dos ovários.

4.2.1-BIOMETRIA DOS OVÁRIOS 
Os resultados obtidos estão apresentados na tabela 3. Nos ovários do subgrupo irradiado 

avançado  (SIA),  observa-se  um aumento  acentuado  nos  eixos  longitudinal  e  transversal  em 

relação ao subgrupo controle avançado (SCA). 

Tabela 3: Dados biométricos dos eixos Longitudinal e Transversal dos ovários de fêmeas de M. olfersi dos grupos 

controle e irradiado.

Estágio de 

maturação ovariana

Biometria dos ovários
Controle Irradiado

Longitudinal Transversal Longitudinal Transversal

Intermediário 6,0mm 5,0mm 5,5mm 4,25mm
Avançado 7,33mm 5,0mm 8,83mm 6,0mm

O tamanho dos ovários, obtido pela mensuração de seu eixo longitudinal e transversal, é 

um parâmetro utilizado para analisar, macroscopicamente, a maturação ovariana em diferentes 

grupos  (Santos  et  al.,  2009).  Segundo  Dumont  &  D'Incao  (2004)  e  Poprawa  (2005),  a 

classificação macroscópica dos ovários, baseada no tamanho de seus eixos, está intimamente 

relacionada ao desenvolvimento e à organização das células deste órgão, indicando uma relação 

direta entre o aumento dos ovócitos e o aumento dos ovários. Além disso, o aumento dos ovários 

também é conseqüência da proliferação das células germinativas e do acúmulo de substâncias, 

principalmente, nos ovócitos vitelogênicos (Barreto  et al., 2008a). Nossos resultados mostram 

que,  em  M. olfersi,  os  ovários  do  subgrupo  irradiado  avançado  (SIA)  apresentaram valores 

maiores de seus eixos do que o observado no subgrupo controle avançado (SGA), indicando que 

a radiação UVB pode está interferindo no tamanho dos ovários.

4.2.2-ÍNDICE GONADOSSOMÁTICO
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Os valores do índice gonadossomático, obtidos através do peso dos ovários em relação ao 

peso das fêmeas, podem ser observados na tabela 4.

Nota-se uma diminuição no índice gonadossomático do subgrupo irradiado intermediário 

(SII), quando comparado com ovários do subgrupo controle intermediário (SCI). Entretanto, os 

ovários  do  subgrupo  irradiado  avançado  (SIA) possuem  um  expressivo  aumento  no  índice 

gonadossomático em relação ao subgrupo controle avançado (SCA).

Durante  o  período  reprodutivo  dos  crustáceos,  os  ovários  passam  por  variações 

morfológicas acentuadas, tais como aumento do comprimento, da largura e do peso deste órgão 

(Branco et al., 1992). O índice gonadossomático (IGS) mostra a porcentagem do peso do ovário 

em relação ao peso total da fêmea, relacionando o aumento do peso do ovário com o estágio de 

maturação 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  ovário  com  a  mudança  do  estágio  intermediário  para  o 

avançado. Nos animais irradiados, o índice gonadossomático do subgrupo irradiado avançado 

(SIA) apresenta  um  aumento  acentuado  quando  comparado  com  o  do  subgrupo  controle 

avançado (SCA). Neste caso, a radiação UVB pode esta estimulando um aumento no peso dos 

ovários. Purificação (2006), em seu trabalho com M. Olfersi relata que a ablação do pedúnculo 

óptico  também  causa  um aumento  do  índice  gonadossomático  em fêmeas  com ovários  em 

estágio avançado de maturação.

Tabela 4: Dados reprodutivos de avaliação do índice gonadossomático de fêmeas de M. olfersi dos grupos controle 

e irradiado.

Estágio de maturação 

ovariana

IGS (Índice gonadossomático)

Controle Irradiado
Intermediário 0, 402 0, 389

Avançado 1,05 2,737

 

4.3-ANÁLISE MICROSCÓPICA DOS OVÁRIOS

Grupo controle
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Os ovários do grupo controle, tanto o SCI quanto o SCA, apresentam duas regiões bem 

definidas: a medular, com ovogônias e ovócitos pré-vitelogênicos, e a cortical, com a presença 

de ovócitos pré-vitelogênicos e ovócitos vitelogênicos. Sendo que, a periferia do córtex possui 

apenas ovócitos vitelogênicos (Figura 8A). 

Quanto  às  características  histológicas  das  células  deste  grupo,  observa-se  que  as 

ovogônias apresentam núcleos arredondados e pouco citoplasma (Figura 9A); os ovócitos pré-

vitelogênicos  possuem  forma  arredondada  e  algumas  gotículas  lipídicas  em  seu  citoplasma 

(Figura 9B); os ovócitos vitelogênicos possuem forma poliédrica, citoplasma preenchido com 

grandes gotículas de lipídios e núcleos com aspecto de fragmentação da carioteca (Figura 9C). 

Já  as  células  foliculares  possuem formato  pavimentoso,  pouco citoplasma  e  núcleo  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 características histológicas das células 

germinativas ao longo do seu desenvolvimento até chegar a ovócito vitelogênico.

Grupo irradiado
Os  ovários  deste  grupo  apresentam  distribuição  das  células,  nas  regiões  cortical  e 

medular, semelhante à do grupo controle, contudo, observam-se ovócitos pré-vitelogênicos na 

periferia da região cortical (Figura 8B).

As  ovogônias  e  as  células  foliculares  (Figura  9D  e  9F)  possuem  as  mesmas 

características histológicas, quando comparadas aos ovários controle. Porém, os ovócitos pré-

vitelogênicos apresentam forma alongada e maior acúmulo de substâncias na periferia de seu 

citoplasma  (Figura  9E).  Os  ovócitos  vitelogênicos  possuem  gotículas  de  lipídio  não 

homogêneas em relação à forma, tamanho e distribuição em seu citoplasma quando comparados 

ao grupo controle (Figura 9F). 
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Figura 8: Cortes de ovário de M. olfersi em estágio intermediário de maturação ovariana. Vista geral da estrutura 

dos ovários: em  (A) ovário controle  e  (B) ovário irradiado. Ovogônias (O), ovócitos pré-vitelogênicos (OPV), 

ovócitos vitelogênicos (OV) e células foliculares (). Barra=0,1mm.

         

      
Figura  9: Células  que  compõem o  ovário  controle  (A,  B  e  C) e  irradiado (D,  E  e  F)  ambos  em estágio 

intermediário de maturação ovariana. Em (A e D) ovogônias, (B e E) ovócito pré-vitelogênico e (C e F) ovócito 

vitelogênico. Células foliculares (). Cortes corados com H&E. Barra: na figura (A e D) =0,01mm e figura (B, C, E 

e F) =0,1mm.
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4.4-ESTEREOLOGIA E MORFOMETRIA

Estereologia
Os resultados obtidos com a análise estereológica estão apresentados nas  tabelas 5 e 6.

Na  região  medular  dos  ovários,  observa-se  um  maior  número  de  ovócitos  pré-

vitelogênicos  no subgrupo irradiado intermediário  (SII), quando comparado com o subgrupo 

controle intermediário (SCI), assim como o subgrupo irradiado avançado (SIA) apresenta maior 

número de ovogônias por campo, quando comparado com o subgrupo controle avançado (SCA) 

(Tabela 5).

Tabela 5: Estereologia das células germinativas da  região medular dos ovários controle e irradiado, em estágio 

intermediário e avançado de maturação ovariana em fêmeas de M. olfersi. 

Região medular dos ovários

Estágio de maturação ovariana Células germinativas
Ovogônia Ovócito pré-vitelogênico

SCI (Subgrupo Controle Intermediário) 4,47 10,87
SCA (Subgrupo Controle Avançado) 1,67 22,4
SII (Subgrupo Irradiado Intermediário) 2,53 29,73
SIA (Subgrupo Irradiado Avançado) 13,8 28,73

Na  região  cortical  dos  ovários,  nota-se  um  aumento  acentuado  de  ovócitos  pré-

vitelogênicos nos ovários do subgrupo irradiado intermediário (SII). Já os ovócitos vitelogênicos 

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

Tabela 6:  Estereologia das células germinativas da  região cortical dos ovários controle e irradiado, em estágio 

intermediário e avançado de maturação ovariana em fêmeas de M. olfersi.

Região cortical dos ovários

Estágio de maturação ovariana Células germinativas
Ovócito pré-vitelogênico Ovócito vitelogênico

SCI (Subgrupo Controle Intermediário) 0 5,47
SCA (Subgrupo Controle Avançado) 0,73 8,2
SII (Subgrupo Irradiado Intermediário) 6,73 7,6
SIA (Subgrupo Irradiado Avançado) 0 6,07

      

Morfometria

- Ovários intermediários
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Os diâmetros das ovogônias e dos ovócitos vitelogênicos dos ovários subgrupo irradiado 

intermediário  (SII) apresentaram  aumento  significativo  (P<0,05),  quando  comparados  com 

ovários do subgrupo controle intermediário (SCI) (Gráfico 1).  Os ovócitos pré-vitelogênicos 

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

                      
Gráfico  1: Morfometria  do  diâmetro  das  células  germinativas  de  ovários  controle  e  irradiado  em  estágio 

intermediário de maturação ovariana. (*) valores significantes (P<0,05). SCI (Subgrupo Controle Intermediário) e 

SII (Subgrupo Irradiado Intermediário).

- Ovários avançados
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Os  ovócitos  pré-vitelogênicos  e  vitelogênicos  dos  ovários  do  subgrupo  irradiado 

avançado (SIA) possuem diâmetro significativamente maior (P< 0,05), quando comparados com 

os ovócitos pré-vitelogênicos e vitelogênicos dos ovários SCA (Gráfico 2). 

                             
Gráfico 2: Morfometria do diâmetro das células germinativas de ovários controle e irradiados em estágio avançado 

de maturação ovariana. (*) valores significantes (P<0,05).  SCA(Subgrupo  Controle  Avançado) e  SIA (Subgrupo 

Irradiado Avançado).

Segundo Kazemiyan (2008) e Barreto  et al.  (2008a),  o aumento do peso dos ovários 

coincide com o aumento do número e do diâmetro das células germinativas, as ovogônias, os 

ovócitos pré-vitelogênicos e, principalmente, os ovócitos vitelogênicos.

Conforme descrito acima, as ovogônias são as menores células germinativas dos ovários. 

Estas  células  apresentaram um aumento  de diâmetro  significativo  nos  ovários  irradiados  em 

estágio intermediário de maturação (SII). 

Os  ovócitos  pré-vitelogênicos  do  subgrupo  irradiado  avançado  (SIA)  mostraram  um 

aumento significativo do seu diâmetro em relação ao subgrupo controle avançado (SCA). Os 

ovócitos  vitelogênicos  dos  ovários  irradiados,  tanto  em  estágio  intermediário  quanto  no 

avançado,  também  aumentaram  de  diâmetro,  significativamente,  quando  comparado  com  o 

grupo controle. 

No ovário  de  M. olfersi, durante  o  desenvolvimento  das  células  germinativas,  ocorre 

proliferação e aumento gradativo de tamanho de todas estas células (Souza, 2005). As ovogônias 

são  as  menores  células  germinativas,  os  ovócitos  pré-vitelogênicos  apresentam  tamanho 
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intermediário, quando comparado com as ovogônias, e os ovócitos vitelogênicos são as maiores 

células  (Kulkarni,  1991;  Najmudeen,  2008).  O  aumento  de  tamanho  celular,  que  ocorre  na 

transição entre ovogônia e ovócito pré-vitelogênico, é conseqüência do aumento do citoplasma 

em decorrência da maior quantidade e atividade das organelas e com o início da vitelogênese 

(Ribeiro, 2006). O expressivo aumento de diâmetro celular que ocorre na passagem dos ovócitos 

pré-vitelogênicos para vitelogênicos é devido ao grande acúmulo de vitelo, com a continuação 

do processo de vitelogênese, nos ovócitos vitelogênicos (Juchno& Chybowski, 2003; Santana, 

2005). 

Nos ovários irradiados, tanto em estágio intermediário quanto no avançado de maturação, 

o  aumento  significativo  do  diâmetro  dos  ovócitos  vitelogênicos,  o  aumento  do  acúmulo  de 

substâncias  nos  ovócitos  pré-vitelogêncos  e  do  número  destes  ovócitos  podem  explicar  o 

aumento  do  índice  gonadossomático,  mesmo  tendo  uma  diminuição  no  número  de  ovócitos 

vitelogênicos.

Deste modo, como podemos constatar ao longo deste trabalho, o tamanho dos ovários, o 

índice gonadossomático, a estereologia e a morfometria das células germinativas foram alterados 

em decorrência  da  radiação  UVB,  indicando  assim  que  o  processo  de  maturação  ovariana, 

principalmente a vitelogênese, pode ser afetado por uma maior incidência ambiental de radiação 

UVB. 

Apesar do aumento da radiação ultravioleta, nos últimos anos, ainda há poucos trabalhos 

na  literatura  que  avaliem  os  efeitos  desta  radiação,  principalmente,  na  morfologia  macro  e 

microscópica de organismos aquáticos como M. olfersi.
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6-CONCLUSÃO

O acompanhamento diário dos ovários das fêmeas dos grupos controle e irradiado é adequado 

para a avaliação macroscópica das alterações causadas pela radiação UVB. 

 A irradiação com luz UVB por 30 minutos causa alterações nos ovários:

A  radiação  UVB  afetou  os  processos  de  oogenênese  e  vitelogenêse,  alterando  a 

quantidade de substâncias acumuladas tanto nos ovócitos pré-vitelogênicos quanto nos ovócitos 

vitelogênicos.

A radiação UVB interfere também na distribuição dos ovócitos pré-vitelogênicos na 

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

O  aumento  do  diâmetro  dos  ovócitos  vitelogêncios  certamente  afetará  os  processos 

reprodutivos  uma  vez  que  os  embriões  têm  seu  tempo  de  desenvolvimento  diretamente 

relacionado com a quantidade de vitelo.

As colorações de H&E, Azul de Toluidina e Alcian Blue são adequadas para o estudo dos 

ovários.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho abre-se um leque de questionamentos acerca dos 

efeitos  da  radiação  UVB  sobre  a  maturação  dos  ovários.  Um  próximo  passo  pode  ser  a 

investigação das alterações nas organelas citoplasmáticas através de microscopia eletrônica de 

transmissão  e  a  caracterização  das  substâncias  que  estão  sendo  acumuladas  por  meio  de 

imunohistoquímica. 
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