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Resumo

A tilapia do Nilo possui consideravel potencial para cultivo em agua de baixa salinidade. A pequena
quantidade de agua doce em alguns paises, a competicdo com a agricultura e outras atividades
urbanas aumentaram a pressdo para desenvolver aquicultura em &gua salobra e dgua do mar. Nesse
sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar os niveis de HSP70, PCNA e caspase-3 em gonadas de
Oreochromis niloticus, relacionando os dados obtidos com parametros reprodutivos incluindo
vitelogenina (\Vtg) hepéatica em fémeas e concentracdes plasmaticas de 11-ketotestosterona (11-KT),
17p-estradiol (E2) e cortisol nos diferentes tratamentos de salinidade. Para isso, o estudo foi
desenvolvido em duas etapas, utilizando tilapias sexualmente maduras. Na primeira etapa, 0
experimento foi realizado com machos (58,94 + 2,64 g de peso corporal) e na segunda com fémeas
(398,5 + 128,5 g). Os peixes foram submetidos a quatro tratamentos de salinidade com adi¢do de
NaCl em diferentes concentracbes: (S0) &gua doce, (S7) 7 g/L, (S14) 14 g/L e (S21) 21 g/L.
Andlises histolégica, morfométrica, molecular e dosagens plasméticas de esteroides sexuais e
cortisol, além de ions e lipides foram realizadas em amostras de tecidos obtidas com 1, 4 e 9 dias
para 0s machos e com 1, 2 e 3 semanas para as fémeas. Os indices gonadossomatico (IGS),
hepatossomético (IHS) e fator de condigdo de Fulton (K) foram calculados. Todos os machos
sobreviveram até o 9° dia enquanto as fémeas de S21 morreram no dia seguinte ao inicio do
experimento. Todos os exemplares estavam em atividade reprodutiva. Os diametros dos tabulos
seminiferos foram menores em S7, S14 e S21 e os menores valores de IGS ocorreram em S14 e S21
para machos. Os valores de K ndo apresentaram variagdes nos machos, mas foram menores em S7 e
S14 das fémeas. Nas analises morfométricas, machos das salinidades mais elevadas apresentaram
menos espermatozoides e as seguintes alterac@es histoldgicas foram observadas: presenca de cistos
vazios, aumento do tecido intersticial, hiperplasia e hipertrofia de células de Leydig. Nas fémeas,
ndo foram observadas alteragdes na proporcdo dos foliculos ovarianos e nos valores do IGS,
entretanto, os diametros dos foliculos vitelogénicos foram maiores em S14. Infiltrado inflamatério e
presenca de granuldcitos foram também observados nas gonadas de machos de S21 e em fémeas de
S14. As concentracdes plasmaticas de 11-KT em machos e E2 em fémeas ndo apresentaram
variagdes significativas entre os tratamentos. Os niveis plasmaticos de cortisol foram mais elevados,
enquanto os lipidios foram menores em fémeas de S14. Nas analises moleculares, os niveis
testiculares de HSP70 foram mais elevados no primeiro dia e reduziram posteriormente, quando foi
observado aumento de caspase-3 e reducdo do PCNA aos 9 dias em S14 e S21. As marcacOes para
PCNA ocorreram em cistos de espermatogonias, enquanto caspase-3 foi expressa em cistos de
espermatides e espermatozoides. Nos ovarios, PCNA foi maior e caspase-3 foi menor em S7 em

relacdo a SO e S14 na terceira semana de tratamento. Nas fémeas, os valores de IHS e Vtg hepatica



foram menores em S14, onde observamos ovdcitos deficientes em vitelo. Considerando que O.
niloticus é o terceiro peixe mais cultivado do mundo e possui grande importancia econdmica,
estudos relacionados a sua reproducgdo sao cruciais para as culturas que dependem da nutri¢éo e da
economia que a tilapia fornece. Por outro lado, os impactos observados pela salinidade, no presente
estudo, podem ser amplificados para a maioria das espécies de agua doce, ja que O. niloticus é um
peixe eurialino com grande capacidade de adaptacdo, permitindo a essa espécie colonizar varios

ecossistemas em detrimento de espécies nativas.

Palavras-chave: reproducdo, apoptose, proliferacdo celular, proteinas de choque térmico,

gametogénese.



Abstract

Nile tilapia has considerable potential for cultivation in low salinity water. The shortage of
freshwater in many countries, competition with agriculture and other urban activities have increased
the pressure to develop aquaculture in brackishwater and seawater. In this sense, this study aimed to
evaluate the levels of HSP70, PCNA and caspase-3 in Oreochromis niloticus gonads, correlating
data with reproductive parameters including hepatic vitellogenin (Vtg) in females, and plasma
concentrations of 11-ketotestosterone (11-KT), 17B-estradiol (E2), and cortisol in different salinity
treatments. For this, the study was developed in two stages, using sexually mature tilapia. In the
first stage, the experiment was performed with males (58.94 + 2.64 g body weight), and the second
with females (398.5 £ 128.5 g). The fish were submitted to four salinity treatments with NaCl
addition in different concentrations: (S0) freshwater, (S7) 7 g/L, (S14) 14 ¢g/L and (S21) 21 g/L.
Histological, morphometric, molecular analysis and plasma levels of sexual steroids and cortisol, as
well as ions and lipids were performed in samples of tissues at 1, 4 and 9 days for males and at 1, 2
and 3 weeks for females. The gonadosomatic index (GSI), hepatosomatic index (HSI) and Fulton's
condition factor (K) were calculated. All males survived until the ninth day while all S21 females
died on first day after the start of the experiment. All specimens were in reproductive activity.
Seminiferous tubules diameters were lower in S7, S14 and S21 and the lowest GSI values occurred
in S14 and S21 for males. K values showed no variation in males but were lower in S7 and S14 in
females. In the morphometric analyses, spermatozoa were less numerous and histopathological
changes were observed in higher salinities males: presence of empty cysts, increase of interstitial
tissue and Leydig cell hyperplasia and hypertrophy. In females, no changes were observed in the
proportion of ovarian follicles and in the GSI values, however vitellogenic follicles diameters were
higher in S14. Inflammatory infiltrate and presence of granulocytes were also observed in S21 testis
and S14 ovaries. Plasma concentrations of 11-KT in males and E2 in females did not show
significant variations between treatments. Cortisol plasma levels were higher, while lipids were
lower in S14 females. In the molecular analyses, HSP70 testicular levels were higher on the first
day and then reduced, when increased caspase-3 and PCNA reduction at 9 days were observed in
S14 and S21. PCNA labelling occurred in spermatogonia cysts whereas caspase-3 was expressed in
spermatids cysts and spermatozoa. In the ovaries, PCNA was higher and caspase-3 was lower in S7
than in SO and S14 on the third week of treatment. In females, HSI and hepatic Vtg values were
lower in S14, where we observed yolk deficient oocytes. Considering that O. niloticus is the third
most cultivated fish in the world, and that it has great economic importance, studies related to its
reproduction are crucial for the cultures that depend on the nutrition and economy that tilapia
provides. On the other hand, the impacts observed by salinity, in the present study, can be amplified



for most freshwater species, since O. niloticus is an euryhaline fish with great capacity of

adaptation, allowing this species to colonize several ecosystems to the detriment of native species.

Key words: reproduction, heat shock protein, cell proliferation, apoptosis, testis, fish.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura continental brasileira € considerada a segunda maior da Ameérica do Sul
ficando atras apenas do Chile, produzindo principalmente til&pias e algumas espécies nativas como
pacu e pintado (SUSSEL, 2013). Dentre as regides que mais produzem pescado, destaca-se 0
nordeste brasileiro, com o Ceara consolidando-se como o maior produtor da tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus no pais (VIDAL, 2016). Além disso, o cultivo em tangues-rede tem-se
intensificado em diversas regides do pais, incluindo Minas Gerais, que possui um grande potencial
para 0 desenvolvimento da aquicultura. Devido & escassez de &gua e presenca de agua salobra
subterranea em grande parte do nordeste brasileiro, o cultivo de tilapia tende a se expandir para
aguas salobras, o0 que pode ser alternativa rentavel para reutilizacdo dos rejeitos da dessalinizacéo
da agua de pocos, diminuindo os impactos negativos dos rejeitos (BRITO; SILVA, 2014).

A salinizagdo de rios e cdrregos provocada por mudancas climéticas afeta as comunidades
de peixes, reduz a biomassa de espécies nativas e favorece a colonizacdo dos ecossistemas de agua
doce por espécies tolerantes, como as tilapias (CANEDO-ARGUELLES et al., 2013; JEPPESEN et
al., 2015). Apesar de ser mais intensa em regides aridas e semiaridas, a salinizacdo € uma ameca
global que é também afetada por atividades humanas como agricultura, processos industriais e
extracdo de recursos naturais (CANEDO-ARGUELLES et al., 2013).

1.1 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Originaria da Africa, a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) (Perciformes:
Cichlidae) é uma das espécies de peixes de agua doce mais cultivadas na aquicultura mundial
(FAO, 2016). Esta espécie tem um 6timo potencial de reprodugdo devido a sua resisténcia, habito
alimentar onivoro, crescimento rapido, adaptacdo a diferentes condicdes e boas caracteristicas
organolépticas da sua carne (BHUJEL, 2000; LITTLE; HULATA, 2000). Além disso, a
precocidade sexual e a capacidade de reproduzir durante todo 0 ano em temperaturas acima de 24°C
garantem uma grande disponibilidade de alevinos desta espécie para o cultivo (EL-SAYED, 2006a).
Na natureza, a tilpia do Nilo atinge a primeira maturacdo sexual a partir de 20 cm e em cativeiro
com 10 a 17 cm de comprimento (LEONHARDT, 1997) e estdo aptas a reproducdo a partir de 30g
de peso médio (GRAAF; GALEMONI; HUISMAN, 1999). Estas caracteristicas tornam a tilapia do
Nilo um interessante modelo experimental para estudos morfofisioloégicos da reproducdo em
diferentes condicdes de cultivo.

No Brasil, a tilapia nil6tica esta disseminada em todas as bacias hidrograficas e o seu cultivo
em tanques-rede se intensificou em Minas Gerais, especialmente nos reservatorios hidrelétricos de

Furnas e Trés Marias, depois do Decreto n° 4.895 de 25 de novembro de 2003 que trata da
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autorizacdo do uso dos corpos d’agua para fins da aquicultura (BRASIL, 2003). Apesar da caréncia
de estudos cientificos que avaliem os impactos do cultivo de tilapias em ambientes naturais, essa
pratica tem avancado para dguas salobras e ha relatos da invasdo de tilapias em bacias hidrogréaficas
costeiras e em agua salgada (EL-SAYED; MOHARRAM, 2007; LOWE et al., 2012; PETERSON
et al., 2004).

1.2 Tolerancia de tilapias a salinidade

Apesar de serem peixes de agua doce, acredita-se que as tilapias tenham ancestrais marinhos
(MCANDREW, 2000) e, por isso, a maioria das espécies é capaz de tolerar uma grande faixa de
salinidade da &gua, podendo crescer e reproduzir em &guas salobras e, algumas espécies conseguem
sobreviver em &guas com salinidade superior a 30 g/L (EL-SAYED, 2006b). A taxa de mortalidade
torna-se consideravel a partir de 23 g/L, sendo atribuida ao estresse hiperosmatico, que torna o
animal suscetivel a enfermidades (EL-SAYED; MANSOUR; EZZAT, 2005; ERNST et al., 1991,
FONTAINHAS-FERNANDES et al., 2002). Entretanto, a exposicdo precoce desde a desova e
incubagdo dos ovos em salinidades elevadas pode favorecer a tolerdncia a salinidade em O.
niloticus (WATANABE; KUO; HUANG, 1985a). A tolerancia a salinidade depende principalmente
da espécie, do tamanho, do tempo/método de aclimatacdo e de fatores ambientais (EL-SAYED,
2006b), estando mais relacionada ao tamanho do corpo do que a idade cronoldgica (VILLEGAS,
1990; WATANABE; KUO; HUANG, 1985b). No entanto, ela ndo aumenta indefinidamente com o
tamanho. O. niloticus atinge tolerancia maxima a salinidade com 5,17 cm de comprimento corporal
e o crescimento adicional ndo deve alterar sua tolerancia (WATANABE; KUO; HUANG, 1985b).
O crescimento geralmente aumenta com a temperatura, mas diminui quando a salinidade aumenta
acima de 8 g/L, sendo a temperatura entre 28 e 32°C e a salinidade entre 0 e 8 g/L a combinacao
ideal. Juvenis de tilapia cultivados a 32°C e 16 g/L de salinidade desenvolveram lesdes corporais
préximas ao opérculo e ao pedunculo caudal (LIKONGWE et al., 1996). De acordo com Payne and
Collinson (1983), salinidades entre 5 e 10 g/L geram crescimento acelerado de O. niloticus.

O custo energético da regulacdo i6nica € menor em um ambiente isotdnico, onde 0s
gradientes idnicos entre 0 sangue e a agua sado minimos, e esta economia de energia € significativa
para aumentar o crescimento (MORGAN; IWAMA, 1991). De acordo com esses autores, um
ligeiro retardo de crescimento em &gua doce pode ser causado pelo gasto de energia para eliminagao
do excesso de agua dos tecidos num ambiente hipoténico. A salinidade da agua também afeta a
reproducdo da tilapia. O desenvolvimento gonadal e a desova ocorrem em salinidades baixas, mas a
reproducdo cessa completamente em salinidades acima de 30 g/L (FINEMAN-KALIO, 1988).
Outro estudo relata que o nimero de desovas da tilapia do Nilo foi maior em agua salobra (5-15
g/L) que na agua de mar (32 g/L) ou agua doce (WATANABE; KUO, 1985).
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1.3 Testiculos de teledsteos: anatomia e estrutura geral

Na maioria dos peixes teledsteos, os testiculos sdo oOrgaos pares ligados dorsalmente a
cavidade celémica pelo mesorquio, uma bainha fibrosa de tecido conjuntivo. Os testiculos estdo
dispostos dorsalmente ao tubo digestivo e ventralmente aos rins, percorrendo longitudinalmente a
cavidade celdmica. Apresentam comprimento semelhante, podendo estar parcialmente ou
totalmente fundidos, unindo-se caudalmente para formar o ducto comum, que se exterioriza através
da papila urogenital (GRIER; URIBE-ARANZABAL, 2009). Variacdes morfoldgicas em testiculos
(volume, coloracdo, irrigacdo sanguinea e turgidez) sdo comuns durante o ciclo reprodutivo
(BAZZOLI, 2003).

Microscopicamente, os testiculos sdo revestidos pela tunica albuginea, uma capsula de
tecido conjuntivo que emite septos para o interior do 6rgdo, delimitando os compartimentos:
intersticial (intertubular) e espermatogénico (tubular ou germinativo) (SCHULZ; NOBREGA,
2011a). O compartimento intertubular contém células esteroidogénicas de Leydig, vasos sanguineos
e linfaticos, macrofagos e mastdcitos, células nervosas e tecido conjuntivo continuo com a tunica
albuginea, que envolve externamente o testiculo (KOULISH; KRAMER; GRIER, 2002). O
compartimento tubular é delimitado por uma membrana basal e células peritubulares midides e
abriga o epitélio germinativo. Este epitélio contém apenas dois tipos de células, as células de Sertoli
e as células germinativas, que sdo encontradas em diferentes estagios do desenvolvimento. In vivo,
as células germinativas s6 podem sobreviver em interagdo estreita e continua com as células de
Sertoli, de modo que o nimero de células de Sertoli determina a capacidade espermatogénica de um
testiculo e é um alvo importante de sistemas de sinalizacdo que regulam a espermatogénese
(MATTA et al., 2002).

Nos vertebrados amniotas (répteis, aves, mamiferos) as células de Sertoli proliferam
somente até a puberdade e suportam células germinativas em diferentes estadios do
desenvolvimento (SCHULZ et al., 2010) (Fig. 1A). Nos vertebrados anamniotas (peixes e anfibios),
por outro lado, encontramos a espermatogénese do tipo cistica (ENGEL; CALLARD, 1996).
Existem duas diferencas principais em comparacdo aos testiculos de vertebrados amniotas.
Primeiro, dentro dos tubulos, as extensdes citoplasmaticas das células de Sertoli formam cistos que
envolvem um dnico grupo de células germinativas, clones e sincrénicas, que derivam de uma Unica
espermatogdnia (Fig. 1B). Em segundo lugar, as células de Sertoli mantém sua capacidade de
proliferar também em peixes adultos (SCHULZ et al., 2005). Assim, o cisto espermatogénico é a
unidade funcional basica do epitélio germinativo em peixes, formado por um grupo de células de
Sertoli que circundam e dao suporte a um clone de celulas germinativas em desenvolvimento

sincrébnico. O compartimento tubular dos testiculos de peixes contém grupos de células



16

germinativas em diferentes estagios da espermatogénese (Fig. 1B). As células de Sertoli cisticas

podem ser mais eficientes no desenvolvimento de células germinativas, pois expressam fatores de

crescimento necessarios para cada fase do desenvolvimento, resultando em baixa porcentagem de

apoptose de células germinativas e, consequentemente, alto rendimento espermatogénico. As

celulas de Sertoli ndo cisticas, pelo contrério, sdo mais diversificadas ou regionalizadas ja que

devem suprir diferentes clones de células germinativas ao mesmo tempo (SCHULZ et al., 2010).

Figura 1- Comparagdo entre testiculos de mamiferos (A) e
de peixes (B). Segmentos de tdbulos seminiferos mostram
as diferencas na relacdo da célula de Sertoli com as
células germinativas na espermatogénese cistica (B) e ndo
cistica (A). O epitélio germinativo contém Sertoli (SE) e
células germinativas, delimitado pela lamina basal (BL) e
células peritubulares middes (MY). As células de Leydig
(LE) e vasos sanguineos (BV) sdo vistos no intersticio.
(A) espermatogdnia (SG); espermtdcito (SC); espermatide
arredondada (RST) e espermatide alongada (EST). (B)
espermatogbnia  tipo A indiferenciada = (Aung);
espermatogbnias  tipo A diferenciadas  (Agif);
espermtogonias tipo B [B (early-late)]; espermatécitos
primarios em zigo6teno/leptéteno (Z/L); espermatécitos
primarios em paquiteno (P); espermatécitos em dipléteno
da metafase I (DIMY); espermatocitos
secundarios/metafase Il (S/MII); espermatides iniciais
(E1), intermediarias (E2) e finais (E3); espermatozoides
(SZ). (SCHULZ et al., 2010)

1.4 Ovarios de tele6steos: anatomia e estrutura geral

Os ovaérios apresentam a mesma localizacdo anatdmica dos testiculos e estdo suspensos da

parede dorsal do peritdnio por um mesentério, 0 mesovario. Este tecido reveste o ovario e penetra

em seu interior formando as lamelas ovuligeras. Cada lamela possui um epitélio germinativo e,

internamente, o estroma do ovario. Entre ambos desenvolve-se uma lamina basal que divide o

ovario em dois compartimentos: epitelial e estroma. O epitélio germinativo é invadido por

ovogobnias que originardo os ovacitos. O estroma contém células somaticas gonadais, fibroblastos,
granulécitos, fibras colagenas e vasos sanguineos (GRIER; URIBE-ARANZABAL; PATINO,

2009; LUBZENS et al., 2010).

1.5 Gametogénese

A base celular da reproducdo em animais s@o gametas haploides. Enquanto um sexo produz

um numero relativamente pequeno de gametas grandes, 0vos ricos em reservas, 0 outro produz um

nimero muito maior de gametas pequenos, espermatozoides, que evoluiram como transportadores
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do genoma movel e sdo altamente especializados. Embora o desenvolvimento de ovos e
espermatozoides mostre principios comuns, muitos aspectos da gametogénese diferem entre o0s
sexos (SCHULZ et al., 2010).

1.5.1 Espermatogénese

A espermatogénese é um processo organizado e coordenado, no qual a espermatogobnia
diploide prolifera e se diferencia progressivamente para formar espermatozoides maduros. A
duracdo deste processo geralmente € menor nos peixes que nos mamiferos e € influenciada pela
temperatura da agua (NOBREGA; BATLOUNI; FRANCA, 2009). O processo pode ser dividido
em trés fases morfofuncionais: a fase mitética ou espermatogonial, com as diferentes geracdes de
espermatogonias (indiferenciadas, diferenciando e diferenciadas, incluindo células-tronco); a fase
meiotica, com 0s espermatocitos primarios e secundarios; e a fase espermiogénica, com as
espermatides haploides diferenciando em espermatozoides (SCHULZ et al., 2010).

A espermatogbnia tipo A indiferenciada (Ayng) da origem a espermatogbnia de tipo A
diferenciada (Agif), que ainda compartilha algumas caracteristicas morfoldgicas com A,ng, Mas com
um potencial reduzido de auto-renovacdo. O compromisso irreversivel com a maturacdo e
mudancas em varios aspectos morfolégicos da origem a espermatogdnia de tipo B que se divide
mais rapidamente e geralmente possui varias geracdes. O nimero de geracdes varia entre espécies
(ANDO et al., 2000) e é geneticamente determinado. Apds a mitose final, a espermatogonia tipo B
origina espermatdcitos primarios. Estes ultimos sofrem a 1% divisdo meidtica originando 0s
espermatdcitos secundarios que, através da 22 divisdo meiotica, ddo origem as espermatides. Estas
diferenciam em espermatozoides (SCHULZ et al., 2010). Na espermiogénese, as espermatides
sofrem mudancas drasticas como condensacdo da cromatina, reducdo citoplasmatica e
desenvolvimento do flagelo, resultando nos espermatozoides (SIQUEIRA-SILVA et al., 2012). O
final da espermiogénese &€ marcado pelo rompimento das pontes citoplasmaticas entre as
espermatides e pelo rompimento dos prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli,
liberando os espermatozoides no lume dos tdbulos seminiferos (BATLOUNI; NOBREGA;
FRANCA, 2009; SCHULZ; NOBREGA, 2011a) (Fig. 2).
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Spermatozoa C Spermatids during spermiogenesis

Figura 2- Componentes testiculares e atuagdo dos
_____________________ esteroides sexuais nas diferentes fases da

espermatogénese. Células de Sertoli (Se); membrana
basal (BL); células de Leydig (LE); vasos sanguineos
( _LES @ (BV); celulas mioides (MY); espermatozoides (SZ)
= 9 (SCHULZ; NOBREGA, 2011b).

1.5.2 Ovogénese

Ovogénese € o processo pelo qual a ovogonia é transformada em ovécitos maduros prontos
para serem ovulados (GRIER; URIBE-ARANZABAL; PATINO, 2009; LUBZENS et al., 2010). A
ovogobnia se multiplica por divisdo mitotica formando um agregado de células filhas (ninho de
ovogonias) que sdo conectadas por pontes citoplasmaticas. Uma camada Unica de células somaticas
pré-granulosas envolvem o ninho de células filhas. Cada ovogbnia, entdo, se isola de outra
ovogobnia e entra na profase da 12 divisdo meidtica, formando o ovdcito primario envolto pela
camada granulosa (GRIER; URIBE-ARANZABAL; PATINO, 2009; LUBZENS et al., 2010;
MENN; CERDA; BABIN, 2007). Neste momento, estio formados os foliculos ovarianos,
constituidos por ovdcito, camada granulosa e teca, que sdo células somaticas externas a camada
granulosa (GRIER; URIBE-ARANZABAL; PATINO, 2009; MENN; CERDA; BABIN, 2007). A
meiose € blogueada em dipléteno da 1% divisdo meiotica até o inicio da maturacdo ovocitaria,
quando ocorre 0 reinicio da meiose.

A principal caracteristica do crescimento priméario é a sintese de componentes que tém
papéis importantes no desenvolvimento posterior do ovdcito. Histologicamente, observa-se
ooplasma basofilo, devido ao acimulo de RNAs necessario para sintese proteica e de receptores
para vitelogenina (\Vtg), precursor do vitelo (BABIN et al., 2007). O nucleo, agora chamado de
vesicula germinal, cresce e apresenta muitos nucléolos em sua periferia (GRIER; URIBE-
ARANZABAL; PATINO, 2009; MENN; CERDA; BABIN, 2007). Durante a fase perinucleolar, o
ovacito e as células granulosas se separam. O ovocito emite microvilosidades para este espago que é
preenchido por uma matriz extracelular proteica, a zona peltcida (MENN; CERDA; BABIN, 2007;
MODIG; WESTERLUND; OLSSON, 2007). Em seguida, formam-se vesiculas delimitadas por
membrana, os alvéolos corticais (AC), cujo conteudo é sintetizado no proprio ovocito, com
participacdo do complexo de Golgi (WOOTTON; SMITH, 2015). Apos a fertilizagdo, ocorre
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despolarizacdo do ovécito, causando a liberagdo de Ca®* em seu entorno, culminando com a
liberacdo do conteudo dos AC entre o oolema e a ZP, separando as duas estruturas e formando o
espaco perivitelino. Alveolina e transglutaminase liberadas pelos AC no espaco perivitelino
catalisam as reagdes das subunidades da ZP, enrijecendo-a e evitando a polispermia através do
blogueio do acesso de outros espermatozoides a superficie do ovo (WOOTTON; SMITH, 2015).
Em algumas espécies, os AC preenchem a maior parte do citoplasma, enquanto em outras, ocupam
a periferia (WOOTTON; SMITH, 2015). Outro componente citoplasmatico que aparece nesta fase,
principalmente em ovocitos de peixes marinhos e de seus descendentes de agua doce, como a tilapia
do Nilo, s&o as vesiculas lipidicas. Estas armazenam o vitelo lipidico que servira de nutriente para o
embrido durante seu desenvolvimento (GRIER; URIBE-ARANZABAL; PATINO, 2009). Estas
sdo, provavelmente, derivadas de lipoproteinas de baixa densidade transportadas para os ovarios na
corrente sanguinea e absorvidas pelo foliculo. Em algumas espécies, essas estruturas também
podem contribuir para a flutuabilidade do ovo, devido a baixa densidade dos 6leos (WOOTTON;
SMITH, 2015).

O crescimento secundario do ovocito caracteriza-se pelo acimulo de vitelo em glébulos ou
vesiculas, recurso necessario para diferenciacdo e crescimento do embrido e larva (alimentacdo
endogena). Nesta fase, o crescimento do ovacito é acelerado e ha espessamento da ZP enquanto o
ovocito continua em préfase meidtica. A Vtg é processada pelo ovocito e transformada em
lipoproteina e fosfoproteinas que sao armazenadas nos glébulos ou vesiculas de vitelo. A Vtg é uma
glicofosfolipoproteina de alto peso molecular (300-640 kDa) sintetizada no figado. Esta sintese é
estimulada pelo estradiol-17p (E2) produzido pelas células da granulosa dos foliculos ovarianos. A
Vtg é transportada pelo sangue do figado para os ovarios, deixa a corrente sanguinea, passa entre as
células da teca e atravessa a lamina basal, passando entre as células da granulosa e ao longo das
microvilosidades dos ovocitos. Agora, na superficie do ovécito, a Vtg é capturada por seus
receptores localizados em invaginagGes do oolema revestidas com clatrina (‘coated pits’). Por
endocitose, esta estrutura se desloca para a ooplasma, formando vesiculas recobertas por clatrina
que se fundem aos lisossomos. A Vtg é, entdo, quebrada e dividida em componentes do vitelo por
clivagem proteolitica. Os lisossomos aumentam de tamanho, formam corpos multivesiculares e
tornam-se pequenos glébulos de vitelo e depois grandes glébulos de vitelo (WOOTTON; SMITH,
2015). A densidade dos receptores de Vtg aumenta no oolema durante a vitelogénese devido a alta
taxa de transferéncia de Vtg para o ovocito, mas essa densidade diminui antes da ovulagdo
(TYLER; SUMPTER, 1996). A Vtg ndo é a Gnica forma de nutricdo que a fémea transfere para seus
ovos. Os microvilos dos ovaécitos formam jungdes gap com os microvilos das células da granulosa,
formando um canal aquoso continuo que liga o citoplasma das duas células (GRIER; URIBE-

ARANZABAL; PATINO, 2009). Esses canais permitem a troca de fons e pequenas moléculas,
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permitindo a transferéncia de fatores que regulam a vitelogénese e a maturagdo ovocitaria
(WOOTTON; SMITH, 2015). Neste periodo, o ovécito também acumula RNA (RNA materno) e
completa a diferenciacdo de seus envoltorios celulares e ndo celulares. O crescimento secundario é
a fase em que a massa dos ovarios aumenta consideravelmente em relacdo a massa total do peixe,
de modo que no final dessa fase 0s ovarios representam mais de 20% da massa corporal em
algumas espécies, uma alocagdo macica de recursos do corpo somatico para as gobnadas
(WOOTTON; SMITH, 2015).

A maturacdo final ovocitaria é caracterizada por reducdo ou suspensdo da endocitose,
retomada da meiose, degradacdo da vesicula germinativa, formagdo de uma monocamada de AC
sob o oolema e, nos peixes marinhos, dissolucdo de vesiculas ou glébulos de vitelo que leva a
hidratacdo dos ovocitos pelagicos. A primeira divisdo meiotica da origem a duas células de
tamanhos diferentes, a pequena (primeiro corpusculo polar) degenera e o grande ovdcito secundario
é formado e, finalmente, a ovulacdo ocorre no final do processo de maturacdo (Fig. 3). O ovdcito
secundario é expulso das camadas de células foliculares circundantes e se move para dentro do
lume ovariano, permanecendo em metafase Il. A fertilizacdo provoca o término da meiose Il, dando
origem ao 6vulo haploide e formando o segundo corplsculo polar que também degenera. Durante a
fertilizacdo, o nucleo do 6vulo haploide se funde ao nicleo haploide do espermatozoide formando o
ovo diploide (LUBZENS et al., 2010).

Germinal Vesicle First Polar
Entry into DNA Vitellogenesis Breakdown Body
Meiosis Replication (GvBD) Expulsion
©-+0~0 (L) » »
Fully Grown Mature
=P Meiosis (Prophase l-arrested) (Metaphase II-arrested)
Z A, Prophase I | Metaphase I [Ana/Telophase I|Metaphase 11
Mitosis | G1 S G2 P M-phase

Oocyte Maturation

h J

Figura 3- Desenvolvimento dos ovdcitos em relagdo a meiose em peixes teledsteos (LUBZENS et al., 2010).

Na ovulacdo, somente o ovdcito ¢ liberado no lume ovariano, deixando para tras as células
da granulosa e teca. O foliculo perde sua forma como a saida do ovdcito e seu lume se torna
continuo com o lume ovariano. Em mamiferos, a atividade enddcrina do foliculo pos-ovulatorio é

importante na manuten¢do da gravidez, o que ndo ocorre nos teledsteos oviparos. A degeneracdo do
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foliculo pos-ovulatorio deve-se a morte celular (denominada apoptose) (WOOTTON; SMITH,
2015).

Outra forma de atresia ocorre durante a ovogénese atraves da degeneracdo do foliculo,
incluindo o ovacito. Esta forma pode ocorrer em todas as etapas da ovogénese, sendo mais comum
na fase vitelogénica. Além disso, foliculos em que o ovécito ndo foi ovulado antes de desovar
tornar-se atrésicos. Durante a atresia pré-ovulatéria, o nucleo do ovocito e as organelas se
degeneram e a zona peltcida comeca a desintegrar. As células foliculares proliferam, hipertrofiam e
fagocitam o ovdcito. Assim que o ovdcito é digerido, as células foliculares sdo fagocitadas por
celulas do estroma do ovario. A atresia pré-ovulatoria pode ser uma resposta a condigdes adversas,
incluindo ma nutricdo, condicdes abioticas desfavoraveis e poluicdo (WOOTTON; SMITH, 2015).

1.6 Fisiologia da reproducéo

Nos vertebrados, o cérebro ndo se comunica diretamente com as gdnadas no controle da
reproducdo. O hipotalamo produz neuro-horménios que estimulam células hipofisarias a
produzirem hormonios que serdo secretados na corrente sanguinea e transportados para as génadas.
Esta sequéncia de eventos é chamada de eixo reprodutivo hipotalamo-hipofise-gonada
(WOOTTON:; SMITH, 2015).

A hipofise, ao ser estimulada, produz o horménio foliculo-estimulante (FSH) e o horménio
luteinizante (LH). Esses horménios sdo transportados, via corrente sanguinea, até as células-alvo
nas gonadas. Em seu destino, FSH e LH estimulam as células a produzirem hormonios esteroides,
incluindo andrégenos, estrégenos e progestinas, que regulam os processos de ovogénese e
espermatogénese (PLANAS; SWANSON, 2008). Outra funcdo importante desses hormonios
esteroides produzidos nas gonadas é fornecer informacdes ao cérebro sobre o estado das gonadas.
Os esteroides tém efeitos de feedback positivo e negativo no eixo reprodutivo (WOOTTON;
SMITH, 2015). Nas células esteroidogénicas, o primeiro passo na sintese de esterdides sexuais
funcionais requer a transferéncia do colesterol do citoplasma para a membrana interna da
mitocéndria. Apds a transferéncia, o colesterol é convertido em pregnenolona pela enzima P450. A
pregnenolona atua como ponto de partida para varias vias esteroidogénicas e a enzima P450 é a
chave nestas vias (PANKHURST, 2008; YOUNG et al., 2005).

Nos testiculos, as células de Leydig sdo as principais células-alvo e sob a influéncia do FSH
e LH, a pregnenolona ¢ convertida em 17a-hidroxiprogesterona (17-aP) (SCHULZ; NOBREGA,
2011b). O 17-aP, influenciado pelo FSH, transforma-se em testosterona (T) que serve como
substrato para producdo de 11-ketotestosterona (11-KT). T e 11-KT sdo responsaveis pela
maturagdo testicular, atuando especialmente na divisdo mitotica das espermatogbnias e na
espermiacdo (HAIDER, 2007; OHTA et al., 2007; WAAL et al., 2009) (Fig. 4).
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Nos ovarios, as células da teca e da camada granulosa sdo as células alvo. As células tecais,
sob a influéncia do FSH, convertem pregnenolona em T, que serd convertida em E2 pelas células
foliculares através da acdo da enzima P450 aromatase (SENTHILKUMARAN; YOSHIKUNI;
NAGAHAMA, 2004). E2 promove a proliferacdo mitotica das ovogbnias e a vitelogénese
(YARON; LEVAVI-SIVAN, 2011) e também participa na formacdo dos alvéolos corticais e das
vesiculas lipidicas (CAMPBELL et al., 2006). E2 é transportado para o figado via corrente
sanguinea e, nos hepatocitos, tem trés efeitos principais. Em baixos niveis, estimula a sintese de
seus receptores. A abundéncia destes, ligados a E2, estimula a producéo de Vtg que é transportada
para os ovarios pela corrente sanguinea. O terceiro efeito de E2 é estimular a sintese das proteinas
que irdo formar a zona pellucida. E2 também possui efeito de “feedback”, atuando nas células E2-
sensiveis no cérebro e hipdfise, regulando o eixo reprodutivo (LUBZENS et al., 2010;
PANKHURST, 2008). 178, 200 dihidroxi-4-pregnen-3-one (173-20a. DHP), sintetizado pelas
celulas foliculares sob a influéncia do LH, promove o inicio da meiose das células germinativas e
maturacdao ovocitaria final (MIURA; HIGASHINO; MIURA, 2007; YARON; LEVAVI-SIVAN,
2011). Portanto, o FSH regula a secrecdo de E2 e a incorporacao de Vtg nos ovécitos, aumentando
seu didmetro devido ao acumulo de vitelo citoplasmatico (YARON; LEVAVI-SIVAN, 2011) (Fig.
4),

e
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| testosterona ovulacio Figura 4- Atuacdo de hormonios na espermatogénese
testosterona cG | Pas0 aromatase (azul) e na ovogénese (rosa). Horménio foliculo
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1.7 Proliferacéo celular em gonadas

Os estudos que avaliam proliferacdo celular utilizam varios marcadores, como a timidina
triciada, a bromodesoxiuridina (BrdU), o KI-67, 0 MCM7 e o antigeno nuclear de proliferacdo
celular (PCNA). O PCNA é uma proteina nuclear ndo-histbnica bastante conservada entre as
espécies e tem sido utilizada como um biomarcador de proliferacdo celular na gametogénese de
peixes (CORRIERO et al.,, 2007; GUZMAN et al., 2014; LOPPION et al., 2008; QUAGIO-
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GRASSIOTTO et al., 2011). Esta proteina atua como cofator da DNA polimerase delta e esta
envolvida em importantes processos celulares, como replicacdo e reparo do DNA, controle do ciclo
celular e sobrevivéncia da célula (BALLA et al., 2008; ESSERS et al., 2005; STOIMENOV;
HELLEDAY, 2009).

Na maioria dos teledsteos o crescimento do testiculo é continuo, podendo acompanhar o
aumento do peso corporal, sendo que a proliferacdo das células de Sertoli ocorre, geralmente,
proxima a cistos de espermatogonias (KOULISH; KRAMER; GRIER, 2002; SCHULZ et al., 2005;
SCHULZ; MIURA, 2002). O arranjo cistico da espermatogénese em peixes permite que as células
de Sertoli fornecam maior suporte as células germinativas, resultando em alta producdo
espermatica, devido a disponibilidade de fatores regulatérios e a baixa apoptose (BATLOUNI;
NOBREGA; FRANCA, 2009; NOBREGA; BATLOUNI; FRANCA, 2009).

Durante o desenvolvimento ovariano, o balango entre os sinais de proliferagdo e morte
celular determinam o destino dos foliculos ovarianos para ovulacdo ou para atresia (KRYSKO et
al., 2008). A expressdo de PCNA tem sido utilizada para avaliar a remodelacdo ovariana pos-desova
em O. niloticus (MELO et al., 2015) e detectada nas células da teca de foliculos atrésicos de

Prochilodus argenteus e de Leporinus taeniatus (SANTOS et al., 2008).

1.8 Apoptose

A morte celular programada ou apoptose € um processo regulado geneticamente que ocorre
nos tecidos visando a homeostase de organismos multicelulares (JENKINS; TIMMONS;
MCCALL, 2013; KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). Ela é caracterizada pela fragmentacdo do
DNA e fragmentacdo celular em corpos apoptoticos, que sdo fagocitados por fagocitos ou células
vizinhas, evitando, assim, reacéo inflamatéria (BANGS; FRANC; WHITE, 2000; DRUMMOND et
al., 2000). Os principais efetores da apoptose sdo as caspases (HUETTENBRENNER et al., 2003)
e, entre elas, a caspase-3 é uma molécula efetora chave do programa apoptotico, sendo responsavel
pela clivagem proteolitica de varias proteinas celulares que levam a alteragdes morfoldgicas tipicas
da apoptose (BRENTNALL et al., 2013). A apoptose exerce papel essencial no desenvolvimento
normal das células germinativas e pode ocorrer espontaneamente ou desencadeada por varios
fatores, incluindo estimulos hormonais, estresse térmico e metais pesados (ANDREU-VIEYRA,;
BURET; HABIBI, 2005; SINHA HIKIM; SWERDLOFF, 1999).

O aumento da apoptose tem sido utilizado como biomarcador de impacto ambiental em
peixes e a expressao de caspase-3 foi avaliada durante o desenvolvimento de células germinativas
em testiculos de peixes submetidos experimentalmente a diferentes estressores ambientais (ITO et
al., 2003; MCCLUSKY et al., 2008; MIGLIARINI et al., 2005).
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1.9 Indicadores de estresse: cortisol, lipidios e ions séricos e proteinas de choque térmico -
HSPs

Peixes respondem ao estresse de forma especifica e ndo especifica; no entanto, as defesas
ndo especificas ocorrem primeiro e sao importantes na resisténcia do peixe ao estresse (BLAZER,
1991; YIN; LAM; SIN, 1995). O uso de parametros hematoldgicos como indicadores de estresse
podem fornecer informacdes sobre as respostas fisioldgicas dos peixes diante da mudanga no
ambiente externo (CASILLAS; SMITH, 1977). Dentre muitos pardmetros, 0s niveis séricos de
cortisol sdo normalmente medidos para determinar a condicéo de estresse em peixes (RAMSAY et
al., 2006). O aumento do estresse provoca aumento nos niveis deste esteroide (MARIEB; HOEHN,
2010; MARTINEZ-PORCHAS; MARTINEZ-CORDOVA; RAMOS-ENRIQUEZ, 2009), e este
aumento pode ativar a sinalizacdo do estresse oxidativo (OLSEN et al., 2008) e o metabolismo em
teledsteos (SOENGAS; ALDEGUNDE, 2002). A resposta primaria ao estresse inclui aumento da
producdo de catecolaminas e cortisol. As respostas secundarias sdo apresentadas nos parametros
sanguineos como perturbacbes a homeostase causadas pela liberacdo das catecolaminas e do
cortisol (FOO; LAM, 1993; PICKERING, 1992). A resposta secundéria altera os niveis séricos de
glicose, triglicerideos e colesterol, refletindo mudancas na utilizacdo da energia ap6s o estresse (Dl
MARCO et al., 2008; RUANE; CARBALLO; KOMEN, 2002). As respostas hiperglicémicas de
plasma podem ser usadas como indicadores de estresse agudo e os lipidios plasmaticos como
indicadores de estresse cronico (ALTAN et al., 2000; HSIEH; CHEN; KUO, 2003). Mudanca de
temperatura ou outros estressores ambientais afetam também a concentracdo de ions sanguineos,
tais como K*, Na', CI" e Ca'™ séricos em crustaceos (LIGNOT; SPANINGS-PIERROT;
CHARMANTIER, 2000) e peixes tropicais (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002).

Os peixes sdo altamente suscetiveis as alteracfes ambientais e as proteinas de choque
térmico (Heat Shock Proteins-HSPs) desempenham um papel central na homeostase celular e
tecidual (MORIMOTO, 1998). As HSPs, conhecidas como proteinas de estresse, sS40 um conjunto
de proteinas altamente conservadas durante a evolucao, possuem peso molecular variavel (16-100
kDa) e sdo produzidas em todos os organismos celulares quando expostos a agentes estressores
(ROBERTS et al., 2010). Elas sdo divididas em trés familias principais: HSP90 (85-90 kDa),
HSP70 (68-73 kDa) e as de baixo peso molecular (16-47 kDa) (DAS; GUPTA; MANNA, 2005).
Elas sdo constitutivamente expressas em condi¢Ges normais e desempenham um papel crucial na
regulacdo da apoptose. Dentre as HSPs, HSP27, HSP70 e HSP90 séo consideradas anti-apoptaticas,
uma vez que sdo capazes de se ligar a moléculas pro-apoptéticas, incluindo citocromo C e fator
ativador de protease apoptética (Apaf 1) (LI et al., 1997). Por outro lado, HSP10 e HSP60 sdo
consideradas pro-apoptoticas (GUPTA; KNOWLTON, 2005).
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A HSP70 é a mais estudada e alguns autores relatam uma correlacdo entre sua expressdo e o
aumento da apoptose em peixes submetidos experimentalmente a agentes toxicos e a variacdes de
temperatura (PORTER; JANZ, 2003; WEBER; JANZ, 2001). A relacdo entre HSP70, proliferacdo
e apoptose é essencial para homeostase tecidual (KIM et al., 2006). Estudos com populacdes
selvagens de Prochilodus argenteus da bacia do rio S&o Francisco indicaram que variacOes da
HSP70 podem regular o balango entre proliferacdo e morte celular dependente de caspase-3 das
células espermatogénicas (DOMINGOS et al., 2013). Apesar de alguns estudos mostrarem uma
relacdo entre HSP70 e os processos de proliferacdo e morte celular, a influéncia das variagfes da
salinidade da agua sobre esses pardametros ndo foram ainda investigados.

2. JUSTIFICATIVA

A tilapia do Nilo Oreochromis niloticus € o terceiro peixe mais cultivado do mundo, atras
apenas do salmao e da carpa (MCGUIRE, 2017) e, devido a sua importancia econdmica, estudos
relacionados a sua reproducdo sdo cruciais para as culturas que dependem desse recurso para sua
nutricdo e economia. Além disso, a tilapia € um bom modelo para estudo dos efeitos provocados
pelas mudancas climaticas e ambientais, pois € animal ectotérmico de agua doce cujo habitat natural
(rio costeiro) é suscetivel ao aumento dos niveis oceanicos, expondo-a a intrusdo de agua salgada e
a variacao da temperatura (EL-RAEY, 1997).

A pequena quantidade de agua doce em alguns paises, a competicdo com a agricultura e com
outras atividades urbanas aumentaram a pressao para desenvolver a aquicultura em agua salobra e
agua do mar (EL-SAYED, 2006b). Apesar de ndo ser considerada a espécie mais tolerante a
salinidade dentre as espécies de tilapia cultivadas, a tilapia do Nilo possui consideravel potencial
para o cultivo em agua salobra, com baixa salinidade (STICKNEY, 1986; SURESH; LIN, 1992).
Em geral, tilapias cultivadas nesses ambientes apresentam qualidade de carne superior a observada
em animais mantidos em agua doce. A agua salgada e salobra minimizam os problemas de ‘off-
flavor’, ou seja, a presenca de sabores e odores indesejaveis, resultando em produtos atrativos
quanto ao aspecto sensorial (KUBITZA; CAMPQOS, 2005). Além disso, NaCl em baixas
concentracdes, é empregado na piscicultura para evitar o aparecimento de doencas em peixes pela
eficiéncia na desinfeccao e controle de alguns patogenos especificos (ALTINOK; GRIZZLE, 2001,
GARCIA et al., 2007).

A maioria dos trabalhos publicados sobre o cultivo de tilapias em agua salobra e agua do
mar abordam a tolerdncia e o crescimento de diferentes espécies e linhagens (JENNINGS;
WILLIAMS, 1992; SURESH; LIN, 1992), mas os efeitos da salinidade sobre a gametogénese e

maturacao gonadal ndo foram ainda investigados em niveis celular e molecular.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia da salinidade da &gua sobre a gametogénese da tilapia do Nilo

Oreochromis niloticus em condic@es de cultivo.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar os niveis de HSP70, PCNA e caspase-3 em testiculos de peixes nos diferentes
tratamentos de salinidade e relacionar os dados obtidos com o IGS, proporcdo de células
germinativas e concentracdes plasmatica de 11-KT;

e Determinar os niveis de HSP70, PCNA e caspase-3 em ovarios e Vtg hepatica e relacionar
os dados obtidos com parametros reprodutivos e concentracdes plasmaticas de E2 e cortisol

nos diferentes tratamentos de salinidade.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Aquacultura da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (19°52°16°’S, 43°58°14°°W) em Belo Horizonte, Estado
de Minas Gerais, Brasil em agosto de 2013 (machos) e em maio de 2017 (fémeas). A pesquisa foi
aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA, protocolo 396/2012) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil.

Para estudo da espermatogénese, um total de 94 machos adultos revertidos sexualmente com
cerca de 60 g de peso corporal foram distribuidos aleatoriamente em 8 caixas plasticas com 150 L
de &gua. Os peixes, 11 a 12/caixa, foram submetidos, em duplicatas, a quatro tratamentos de
salinidade: (S0) agua doce, (S7) 7 g/L, (S14) 14 g/L e (S21) 21 g/L de NaCl, correspondente a 0,09
+ 0,01 (S0), 7,10 £ 0,06 (S7), 14,06 £ 0,01 (S14) e 21,03 + 0,02 (S21) g/L. Para evitar o acumulo de
amonia nas caixas, 2/3 da agua foi sifonada diariamente e substituida por agua de mesma
temperatura e salinidade.

Para estudo da foliculogénese, um total de 48 fémeas adultas com cerca de 400 g de peso
corporal foram distribuidas aleatoriamente em 4 caixas plasticas com 800 L de agua. As fémeas,
12/caixa, foram submetidas aos mesmos tratamentos dos machos (SO a S21). O experimento foi
feito num sistema de recirculagdo com um filtro bioldgico/caixa, o que permitiu realizar a troca

d’4gua apenas uma vez por semana.
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Para salinizar a 4gua, sal ndo iodado (Marisal Ltda, ingredientes: NaCl e anti-umectante INS
535 ferrocianeto de sodio) foi adicionado em 3 etapas de 7 g/L para aclimatacdo, atingindo a
concentracdo mais elevada apds 9 h do inicio do tratamento. Durante 0s experimentos, as caixas
foram mantidas com aeragdo continua e fotoperiodo de 12L:12E. Os peixes foram alimentados com
racdo comercial (32% de proteina bruta) ad libitum duas vezes ao dia numa proporgdo de 2% da
biomassa, e as sobras foram removidas apds 30 min. Os parametros da agua foram aferidos a cada 2
dias com sonda multiparametro YSI (Modelo 6920 V2) e as seguintes variacdes foram obtidas:

temperatura entre 26 e 28°C, oxigénio dissolvido entre 5e 7 mg/L e pH entre 6 e 7,2.

4.2 Amostragem dos peixes

No 1° experimento, a amostragem dos machos foi realizada com 1, 4 e 9 dias ap6s inicio do
tratamento e, no 2° experimento, as fémeas foram amostradas com 1, 2 e 3 semanas. Os peixes
foram eutanasiados por imersdao em solucdo de eugenol a 285 mg/L e todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com o0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

De cada exemplar foram obtidos comprimento total (CT), peso corporal (PC) e peso das
gbnadas (PG). O peso dos figados (PF) foi obtido somente das fémeas. Por meio desses dados,
foram calculados o indice gonadossomatico (IGS = 100PG/PC), indice hepatossomatico (IHS =
100PF/PC) e o fator de condico de Fulton (K = 100PC/CT?).

Amostras de gonadas e figado de fémeas foram coletadas para analises microscopicas e
moleculares. Amostras de sangue foram obtidas por puncdo cardiaca para analise hormonal por
ELISA.

4.3 Concentracdes de ions e lipidios

A concentragcdo de fons foi obtida através de eletrodo fon-seletivo (ISE): Na® em
homogenatos de testiculos (7 amostras por tratamento) e Na*, ClI" e K* em plasma sanguineo e
homogenatos de ovarios (8 a 14 amostras por tratamento). A dosagem de lipidios totais foi feita por
espectrofotometria ultravioleta visivel (UV-Vis) no plasma das fémeas (9 a 15 amostras por
tratamento).

4.4 Histologia e morfometria das gdnadas

Para andlise da gametogénese, fragmentos das gbnadas de todos os exemplares foram
fixados em liquidos de Bouin e Davidson por 12 h, conservados em alcool 70%, incluidos em

parafina, seccionados com 5 pum de espessura, corados com hematoxilina-eosina e tricrdmico de
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Gomori e examinados ao microscopio de luz. Os didmetros dos tubulos seminiferos (TS) foram
obtidos considerando a média do maior e menor didmetro, os quais foram medidos em 20 TS
selecionados ao acaso por lamina, usando objetiva de 10X. Nas fémeas, os diametros dos ovocitos
vitelogénicos (04) foram medidos usando objetiva de 2,5X. As medidas, em ambos os casos, foram
realizadas utilizando-se sistema de analise de imagem AxioVision acoplado a microscopio
Axioplan Zeiss. Nos machos, a proporcéo (%) das células germinativas foi obtida aos 9 dias de
tratamento, utilizando 6 peixes de cada salinidade. As células germinativas foram identificadas pelo
didmetro nuclear, organizacdo da cromatina e desenvolvimento do nucléolo, seguindo critérios
estabelecidos previamente (MELO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2017; SCHULZ et al., 2010).
Espermatogonia tipo A, espermatogonia tipo B, espermatocito, espermatide, espermatozoide, célula
de Leydig e tecido intersticial foram quantificadas em 5 campos aleatdrios de cada corte
histol6gico, com ampliacdo de 400X, totalizando 30 campos analisados por tratamento. O lume dos
tibulos seminiferos e retracdo do tecido foram considerados espagos brancos nas contagens. Uma
grade contendo 475 pontos de intersecBes entre linhas foi colocada sobre cada imagem para as
contagens, sendo registrados os itens que estavam sob cada intersecdo, utilizando o programa
ImageJ. Nas fémeas, a proporcdo (%) dos foliculos perinucleolares inicial (O1), perinucleolares
avancado (O2), preé vitelogénicos (03), vitelogénicos (O4) e foliculos atrésicos (FA) foi obtida em 8
exemplares por tratamento. Os tipos de foliculos foram identificados de acordo com (GRIER;
URIBE-ARANZABAL; PATINO, 2009).

4.5 Niveis hormonais no plasma sanguineo

Nos machos, amostras de sangue (n = 6 a 10/salinidade) foram obtidas somente aos 9 dias de
tratamento. As amostras foram centrifugadas por 15 min a 800 rpm e o soro obtido foi congelado a -
80°C. Niveis séricos de 11-KT foram determinados em duplicatas, utilizando 11-keto Testosterone
ELISA Kit (Cayman Chemical). A reacdo cruzada de 11-KT com adrenosterona é < 3% ecom T e
outros andrégenos é < 0,01%. A sensibilidade do ensaio é de 1,3 pg/mL.

Em fémeas, amostras de sangue (n = 10 a 15/salinidade) foram obtidas apds 1, 2 e 3 semanas
e processadas conforme descrito para machos. Os niveis séricos E2 e cortisol foram determinados
utilizando ELISA Kit (Cayman Chemical e DRG Diagnostics, respectivamente). A reacdo cruzada
de E2 com outros compostos é < 12% (estrona) e < 0,3% (outros compostos), com a sensibilidade
do ensaio sendo de 15 pg/mL. As reacdes cruzadas de cortisol foram < 45% (corticosterona), < 9%
(progesterona) e < 2,0% (outros compostos) e a sensibilidade do ensaio € de 2,5 ng/mL. Todos 0s

procedimentos foram conduzidos de acordo com as instrugdes do fabricante.
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4.6 Imunolocalizacdo de PCNA e caspase-3 nos testiculos

SeccOes de testiculos com 5 pm de espessura foram submetidas a reacdo de
imunohistoquimica para a detecgdo de PCNA (anticorpo monoclonal de camundongo, clone PC-10,
Sigma-Aldrich, USA) e caspase-3 (anticorpo policlonal de coelho, Sigma-Aldrich, USA). Para a
reativacdo antigénica utilizou-se tampdo citrato pH 6,0 aquecido em 5 etapas de 5 min no
microondas. O bloqueio de ligacdes inespecificas foi feito com albumina sérica bovina (BSA) 2%
em PBS durante 1h. Em seguida, os anticorpos primarios (1:100) foram aplicados sobre os cortes e
permaneceram “overnight” a 4°C. Para detecgdo da imunofluorescéncia usaram-se anticorpos
secundarios (1:500) Alexa Fluor 568 de cabra anti-camundongo (Invitrogen, Molecular Probes) e
Alexa Fluor 488 de cabra anti-coelho (Invitrogen, Molecular Probes), respectivamente. A marcagéo
do DNA nuclear foi feita com 4,6-diamidino-2-phenyl-indole (DAPI; 1:500). Para o controle
negativo, omitiu-se o anticorpo priméario. Os cortes foram analisados com microscépio de
fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti) do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens da
Universidade Federal de Minas Gerais (CAPI-UFMG).

4.7 Ensaios de ELISA para HSP70, PCNA e vitelogenina

Amostras de testiculos (n = 6 a 10/salinidade), ovarios (n = 9 a 14/salinidade) e figado de
fémeas (n = 10 a 14/salinidade) previamente congeladas a -80°C foram trituradas e homogeneizadas
em tampdo de extracdo (50mM de Tris-HCI pH 8,0 com 0,02% de aprotinina e 1mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil 1mM), utilizando triturador/homogeneizador (TE-099 — Tecnal, Brasil) a uma
razdo de 1: 2 (peso de tecido: volume do tampdo). Em seguida, os extratos foram centrifugados
(Centrifuga 5804 R — Eppendorf) a 15.000 g durante 1h a 4°C e o sobrenadante foi armazenado a -
80°C para as andlises. O total de proteinas solliveis em cada amostra foi determinado pelo método
de Bradford, utilizando BSA como padrdo (BRADFORD, 1976). Em seguida, as amostras (100
ug/ul) em duplicata foram incubadas durante 1 h em microplaca de 96 po¢os (Nunc, Dinamarca),
bloqueadas com BSA a 2% por 45 min e incubadas novamente a 37 °C durante 1 h com anticorpo
primario (monoclonal de camundongo anti-HSP70 clone BRM-22, monoclonal de camundongo
anti- PCNA clone PC10, ambos da Sigma-Aldrich, USA, e policlonal de coelho anti-salmon Vtg,
Biosense Laboratories AS, Norway), na diluigdo de 1:500. Apos lavagem com PBS-Tween 0,05%,
as placas foram incubadas com anticorpo secundéario (anti-lgG de camundongo ou anti-lgG de
coelho, Sigma-Aldrich, USA, na dilui¢do de 1:1000) marcados com peroxidase durante 2h a 37° C.
Apo0s lavagens, a reacdo foi revelada com 200 pl de o-fenilenodiamina dicloridrato (OPD) 0,04%
(Sigma-Aldrich, USA) em tampdo fosfato-citrato 0,05 M com peroxido de hidrogénio a 0,0025%. A

reacao foi blogueada pela adicdo de 50ul de H,SO,4 a 5% em cada poco e a absorbancia foi medida
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a 492 nm utilizando um leitor de microplacas (Biotek Instruments, USA). Para validagdo dos
ensaios de ELISA, curvas de diluicdo foram feitas com homogenatos dos tecidos (Fig.

Suplementar).

4.8 Teste colorimétrico para caspase-3

A atividade enzimética da caspase-3 foi avaliada utilizando Caspase-3 Colorimetric Assay
(R&D Systems, USA). Amostras de testiculos (n = 6/salinidade) coletadas aos 9 dias de tratamento
e ovarios (n = 9 a 14/salinidade), foram pesadas e trituradas em tampéo de lise com inibidores de
protease. Os homogenatos foram centrifugados a 15.000 g por 1 h a 4 °C e o sobrenadante obtido
foi incubado com o substrato para caspase-3 (DEVD-pNA) por 2 h a 37 °C. A absorbéncia de cada
amostra foi registrada a 405 nm e o nivel da atividade da caspase-3 foi diretamente proporcional a

cor da reacdo.

4.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados no software BioEstat 5.3, expressos em média * erro padrao e
considerados significativos com p < 0,05. Teste de Lilliefors foi uasado para verificar a
normalidade dos dados. ANOVA one way e pés-teste de Tukey foram utilizados para comparar 0s
valores de IGS, concentraces de ions e lipides, 11-KT, E2, PCNA e Vtg entre os tratamentos.
Analise de variancia Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn foram utilizados para comparar as
varidveis ndo parametricas: IHS, K, diametro dos tabulos seminiferos, diametro dos foliculos
vitelogénicos, proporcdo das células espermatogénicas e dos foliculos ovarianos, niveis testiculares

e ovarianos de HSP70, caspase-3 e niveis plasmaticos de cortisol.

5. RESULTADOS
5.1 Biometria e indices bioldgicos

Os machos de O. niloticus apresentaram 14,19 + 0,22 cm de comprimento total, 58,94 +
2,64 g de peso corporal e 0,25 £ 0,02 g de peso gonadal. Em relacdo as fémeas, todos os exemplares
de S21 morreram no dia seguinte ao inicio do tratamento com sal e o experimento prosseguiu com
0s grupos S0, S7 e S14. As fémeas apresentaram 26,8 + 2,7 cm de comprimento total, 398,5 + 128,5
g de peso corporal e 16,7 =+ 11,6 g de peso gonadal. Em ambos 0s sexos, ndo houve variagdo
significativa do IGS, IHS e K entre os tratamentos em cada tempo de coleta e nem variagédo
temporal destes indices para cada salinidade, por isso; os dados dos trés tempos de coleta foram

agrupados para expressar melhor as diferencas entre as salinidades.
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5.2 Concentracdes de ions e lipidios

A concentracdo testicular de Na* apresentou aumento gradual de SO a S21, mas sem
diferenca estatistica entre os tratamentos (F = 0,07, p = 0,97). Nas fémeas, a concentragdo
plasmatica de Na* foi significativamente maior em S14 em relagdo a SO e S7 (F = 22,69, p <
0,0001) enquanto os valores de K* nio apresentaram variagdo significativa (F = 0,32, p = 0,73). Nos
ovarios, ndo houve variagdo significativa na concentragdo dos fons Na* (F = 0,03, p = 0,97), K* (F =
0,37, p =0,70) e CI' (F = 1,66, p = 0,24) entre os tratamentos. Os niveis de lipidios totais no plasma
das fémeas foi significativamente menor em S14 em relagéo a SO e S7 (F = 5,37, p = 0,009) (Tabela
1).

5.3 Histofisiologia gonadal e gametogénese

Para machos, os valores de IGS foram significativamente maiores em peixes do grupo SO
(0,59 + 0.09) quando comparados aos grupos S14 e S21 (0,33 + 0,04 e 0,33 £ 0,06) (F=3,82,p =
0,013), e ndo houve diferenca significativa entre SO e S7 (Fig. 6A). O fator de condicdo de Fulton
(K) ndo apresentou variagdes significativas entre os tratamentos (H = 4,61, p = 0,20) (Fig. 6B). Os
didmetros dos tubulos seminiferos foram significativamente maiores em peixes de SO 109,8 + 1,4
pm) (H = 30,06, p < 0,0001) e ndo houve diferenca significativa entre S7, S14 e S21 (Fig. 6D).

Nas fémeas, observaram-se valores de IGS superiores no grupo controle (S0) em
comparacdo a S7 e S14, mas sem diferenca significativa (F = 2,67, p = 0,08) (Fig. 7A). Quanto ao
IHS, seus valores foram significativamente menores em S14 em comparacdo a S0 e S7 (H = 9,69, p
= 0,008)(Fig. 7B) e os valores de K foram significativamente menores em S7 e S14 quando
comparados a SO (H = 6,23, p = 0,04) (Fig. 7C). O didmetro dos foliculos vitelogénicos foi
significativamente maior em S14 quando comparados a SO e S7 (H = 20,30, p < 0,0001), ndo
havendo variacdo significativa entre SO e S7 (Tabela 2).

A anélise histoldgica (Fig. 8 A-E) mostrou todos os machos em atividade espermatogénica,
com cistos em maturacdo em todas as salinidades e periodos de coleta. Cistos de espermatdcitos
foram predominantes na maioria das amostras enquanto espermatides e espermatozoides foram
menos numerosos. Em SO e S7 os tabulos seminiferos apresentaram cistos preenchidos com células
germinativas e tecido intersticial com células de Leydig evidentes na maioria das amostras (Figs.
8A e 8C). Nas fémeas, todos os exemplares apresentaram ovarios em maturacdo, com foliculos
vitelogénicos em todas as salinidades e periodos de coleta, além de foliculos com vesiculas
corticais, perinucleolares e atrésicos (Fig. 9 A-D). AlteracGes histopatologicas foram observadas em
machos submetidos a salinidades mais elevadas (S14 e S21): presenca de cistos vazios nos tubulos

seminiferos (Fig. 8B), aumento do tecido intersticial (Fig. 8D e 8E), hiperplasia e hipertrofia de
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celulas de Leydig em algumas regides (Fig. 8D). A presenca de infiltrado inflamatorio e
granulécitos também foi observada em machos de S21 (Fig. 8E) e em fémeas de S14 (Fig. 9E).
Foliculos vitelogénicos deficientes em vitelo foram observados em S14 (Fig. 9F).

Espermatogobnias do tipo A e B apareceram em menor propor¢do (Ga e Gg) em todos 0s
tratamentos, representando menos que 2% da proporcao testicular. Espermatocitos (C) foram as
células mais abundantes em todos os tratamentos, representando mais de 50% da proporcéo
testicular. Espermatides (T) representaram aproximadamente 20% da proporcao testicular, com
diferenca significativa entre SO (maior) e S14 (menor) (p < 0,05). Espermatozoides (Z) foram
menos numerosos nas salinidades mais altas, com diferenca significativa entre S7 e S14 (H = 8,82,
p = 0,03). A maior proporcao de céluas de Leydig (L) foi observada em S14 e S21, com diferenca
significativa entre S7 e S14 (H = 9,01, p = 0,03. Espacos brancos (W) do lume tubular e retracdo do
tecido foram similares nos 4 tratamentos (p > 0,05) e a proporcdo do tecido intersticial (I) foi
significativamente maior em S14 em relagdo aos outros tratamentos (H = 44,37, p < 0,0001) (Fig.
6C).

Nas fémeas, assim como ocorreu para o IGS, ndo houve variagdo significativa na proporcao
dos foliculos ovarianos entre os tratamentos em cada periodo de coleta e nem com as coletas
agrupadas. Como esperado, foliculos perinucleolares avancados foram mais frequentes,
representando mais de 40% da proporc¢do folicular, sendo seguidos pelos foliculos perinucleolares
iniciais e foliculos vitelogénicos enquanto os foliculos com vesiculas corticais foram 0s menos
frequentes. Foliculos atrésicos foram pouco frequentes, representando menos de 10 % da propor¢édo
de foliculos em todos os exemplares e sem diferenca significativa entre tratamentos (Tabela 2).
Foliculos pos-ovulatérios foram eventualmente observados e por isso ndo foram quantificados.

Nos machos, as concentracdes plasmaticas de 11-KT variaram de 92 a 135 pg/mL e foram
maiores em S14 e S21, mas sem diferenca significativa entre os tratamentos (F = 1,62, p = 0,20)
(Fig. 6E). Nas fémeas, os niveis séricos de E2 variaram entre 2,6 e 277,2 ng/mL e ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (F = 1,35, p = 0,28), apresentando a maior média em S7
(97,2 £ 41,6 ng/mL) e a menor em S14 (43,7 £ 11,4) (Fig. 7D). As concentracBes plasmaticas de
cortisol variaram entre 2,5 e 212,5 ng/mL, com valores significativamente mais elevados em S14
quando comparados a SO e S7 (H = 11,17, p = 0,0037) (Fig. 7E). N&o foram realizadas dosagens de

cortisol em machos.

5.4 HSP70, PCNA e caspase-3 ativa nas gbnadas

Ensaio de ELISA foi realizado para investigar o efeito da salinidade sobre a expressao de
HSP70. Nos machos, maiores niveis de HSP70 ocorreram no dia 1 para 0s 4 tratamentos.

Diminuigdo significativa foi observada nos dias 4 e 9 em S14 e S21 (H = 24,60, p < 0,0001 e H =
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14,29, p = 0,0008). Em SO e S7 os niveis de HSP70 foram similares nos dias 1 e 4 e reduziram aos
9 dias de tratamento (Fig. 10A). Nas fémeas, observou-se variacdo significativa nos niveis de
HSP70 apenas com 1 semana de tratamento, quando peixes de S14 apresentaram menores valores
que SO e S7 (F = 10,09, p = 0,001). Analisando a variacdo temporal em S14, observou-se aumento
gradual; porém, ndo significativo (F = 2,60, p = 0,09) dos niveis de expressdo da HSP70 da 12 para
a 3% semana de tratamento (Fig. 11A).

Comparando a expressao testicular de HSP70, PCNA e caspase-3 pelo ensaio de ELISA aos
9 dias de tratamento, os valores de HSP70 foram significativamente maiores em S21 em relacéo a
S0 e S7 (H = 16,70, p = 0.0008). Por outro lado, os niveis de PCNA reduziram com o aumento da
salinidade da agua (F = 7,36, p = 0.0007) (Fig. 10B), enquanto a expressao da caspase-3 aumentou
(H=11,77, p =0,008) (Fig. 10C). Nas fémeas, quando analisamos a expressdo de PCNA e caspase-
3 com trés semanas de tratamento, observam-se valores significativamente maiores de PCNA (F =
3,68, p = 0,041) (Fig. 11B) e significativamente menores de caspase-3 (F = 5,77, p = 0,012) em S7
em relacdo a SO e S14 (Fig. 11C) enquanto os niveis de expressdo da HSP70 ndo apresentaram
variacdes significativas entre tratamentos (Fig. 11A).

As marcagOes para PCNA ocorreram principalmente em cistos de espermatogonias (Fig.
8F). A marcacdo para caspase-3 ocorreu em cistos de espermatides e espermatozoides (Fig. 8G).

5.5 Niveis hepaticos de vitelogenina

Valores significativamente mais baixos dessa proteina foram registrados em S14 em relacao
a SO e S7 na 22 semana de tratamento (F = 33,67, p < 0,0001) e em S14 em relacdo a SO na 3?
semana de tratamento (F = 4,85, p = 0,018). Auséncia de diferenca estatistica entre os tratamentos
ocorreu na 12 semana de tratamento (F = 2,58, p = 0,098) (Fig. 12).
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Tabela 1. Concentragdo dos ions Na*, K" e CI" (mEg/L) e de lipides totais (mg/dL) em homogenatos
de testiculos, ovarios e plasma sanguineo de O. niloticus nos diferentes tratamentos.

Testiculos SO S7 S14 S21

Na* 24,4 + 1,62 24,6 + 3,1° 25,4 +21° 25,7 +1,9°
Ovarios -

Na* 18,9 +1,6° 19,4 + 2,22 18,8 +1,2° -

K* 13,3+0,8° 14,6 +1,3° 136+ 1,1% -

Cr 171,4 + 13,72 156,6 + 12,7% 128,0 + 13,0° -

Sangue - fémeas -

Na* 179,0 + 1,6° 1779+ 1,3° 194,8 + 2,6 -

K* 2,5+0,2% 28+0,3° 2,7+0,2° -

Lipides totais 881,8 + 59,0° 852,8 + 81,5° 608,1 + 57,0IO

Valores expressos em médias + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p <

0,05).

Tabela 2. Diametro médio de ovocitos vitelogénicos e proporcédo (%) de foliculos em ovarios de O.

niloticus nos diferentes tratamentos.

Ovogénese SO S7 S14
Diametro foliculo vitelogénico (um) 12792 +32,4°  1164,1+47,1°  1428,9 + 355°
Foliculo perinucleolar inicial (%) 248 +23% 25,8 + 3,2% 27,8+ 21°
Foliculo perinucleolar avancgado (%) 42,3 +5,0° 41,5 +5,0° 45,0+ 2,7
Foliculo com vesiculas corticais (%) 76+1,7° 11,6 + 3,6° 7,7+1,4°
Foliculo vitelogénico (%) 16,6 + 3,0° 18,4 + 4,0° 13,7+ 1,7°
Foliculo atrésico (%) 8,8 +2,6° 2,7+0,2° 58+1,7°

Valores expressos em médias + erro padréo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p <

0,05).
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Figura 7- SeccBes histologicas de testiculos de O. niloticus. A e B- Hematoxilina-eosina, C, D e E- Tricbmico de
Gomori, F e G- Reagdo imunohistoquimica para PCNA (F) e caspase-3 (G). A- Cistos preenchidos por: espermatogonia
A (G), espermatogdnia B (cabeca de seta), espermatécito (C), espermatide (T), espermatozoide (Z) no lume e células de
Leydig (setas) no tecido intersticial em exemplar de SO. B- Cistos vazios () em exemplar de S21 (HE, 400x). C- Tecido
intersticial delgado com poucas células de Leydig (setas) em exemplar de S7. D e E- Alteragdes em exemplares de S14:
Hiperplasia e hipertrofia de células de Leydig () (D), e infiltrado inflamatério (estrelas) (E). F- Cistos de
espermatogdnias marcadas para PCNA (setas). G- Cistos de espermatides (setas) e espermatozoides (Z) marcados para
caspase-3 em exemplares de S21.
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Figura 8- Seccdes histoldgicas de ovarios de O. niloticus corados com hematoxilina-eosina. A- Foliculo perinucleolar
inicial (P1) com ooplasma basdfilo e foliculo perinucleolar avancado (PA), ambos com nucléolos (setas) na periferia
nuclear (400X). B- Foliculo com vesiculas corticais periféricas (cabecas de seta) (200X). C- Foliculo vitelogénico com
ooplasma acidofilo devido a grande quantidade de glébulos de vitelo (GV) (100X). D- Foliculo atrésico com células
foliculares hipertrofiadas (CF) que englobam gradativamente o vitelo em degeneracdo (100X). E- Infiltrado
inflamatério com presenca de granulécitos no intersticio (estrelas) entre foliculos perinucleolares (200X). F- Ovécito
deficiente de vitelo (50X).
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6. DISCUSSAO

Devido a plasticidade de algumas estratégias de vida e o escape dos sistemas de producao
em ambientes neotropicais, a tildpia do Nilo tem invadido diversos ecossistemas, representando
uma ameaga a conservacdo da ictiofauna nativa devido a competicdo por alimento e espaco
(CANONICO et al., 2005). Desta forma, estudos dos efeitos da salinidade da agua sobre a biologia
da reproducdo de peixes sdo necessarios visando a conservagdo da ictiofauna nativa neotropical.
Nesse sentido, o presente estudo investigou a influéncia da salinidade da &gua sobre a
gametogénese e expressdo proteica de HSP70, PCNA e caspase-3 em gbnadas da tilapia do Nilo em
condicbes de cultivo. As tilapias sdo espécies eurialinas que tém ancestrais marinhos
(MCANDREW, 2000); por isso, elas sdo capazes de tolerar uma ampla faixa de salinidade da agua,
podendo crescer e reproduzir em aguas salobras (EL-SAYED, 2006b). Por esses motivos,
constituem-se bons modelos para estudos experimentais. A tolerancia a salinidade varia entre as
espécies, sendo O. niloticus menos tolerante que outras espécies de tildpias como O. mossambicus,
O. aureus e Tilapia zilli (EL-SAYED, 2006b).

No presente estudo, o fato de as fémeas de S21 terem morrido algumas horas apos
aclimatacéo ao sal, mesmo sendo bem maiores que os machos (~6 vezes mais pesadas) e 0s machos
terem sobrevivido ao mesmo tratamento, confirma as afirmacgdes da literatura que fémeas sdo
menos resistentes a salinidade (WATANABE; KUO; HUANG, 1985b). Estas diferencas podem ser
relacionadas ao maior investimento das fémeas na reproducdo. Considerando que 0 aumento
gradual de 5 g/L de sal por dia € o recomendado para aclimatacdo de tilapias em &guas hipersalinas,
e o limite superior de seguranca para a transferéncia direta € em torno de 18 g/L (SURESH; LIN,
1992), o curto prazo de apenas 9 h de aclimatacdo entre agua doce e 21g/L foi insuficiente para
sobrevivéncia das fémeas de S21.

Embora O. niloticus seja uma espécie eurialina, registraram-se, no presente estudo,
concentracdes significativamente mais elevadas de Na* no plasma das fémeas de S14 em relacéo a
S0 e S7, além de niveis testiculares gradualmente maiores deste ion acompanhando o aumento da
salinidade. Estas variagOes ionicas podem afetar o metabolismo celular e justificar as alteragdes
moleculares detectadas nas gbnadas da espécie. Em estudo com O. mossambicus, ndao foram
encontradas diferencas significativas nas concentragdes séricas de Na*, K* e CI” entre tratamentos
salinos (5, 10, 20 e 30 g/L) (LEE et al., 2000), mas esta espécie € mais tolerante a salinidade que O.
niloticus (EL-SAYED, 2006b).

No presente estudo, os valores do IGS foram menores em machos de S14 e S21 indicando
menor desenvolvimento testicular em peixes mantidos nas maiores salinidades. Os valores de K nédo

apresentaram variacOes significativas nos machos provalvelmente devido a curta duragdo do



40

experimento. A maior duragdo do experimento com fémeas permitiu a deteccdo de valores mais
elevados de K nos peixes do grupo controle (S0) em relacdo ao grupos tratados com sal (S7 e S14),
provavelmente devido ao maior gasto de energia para osmorregulacdo nos grupos tratados com sal.
O aumento da salinidade da agua pode levar a um maior gasto energético, aumento do consumo de
oxigénio dissolvido e reducdo do consumo de alimentos (LUZ et al., 2008; WANG et al., 1997),
podendo afetar o metabolismo e as funcGes bioldgicas como observado em S14 e S21 deste estudo.
No peixe mosquito Gambusia holbrooki, a elevacdo da salinidade reduz a habilidade de alimentacéo
e a agressividade inter-especifica, limitando sua capacidade invasiva (ALCARAZ; BISAZZA,
GARCIA-BERTHOU, 2008). Em um ambiente isotonico, onde os gradientes idnicos entre o sangue
e a agua sao minimos, a economia de energia € significativa para aumentar o crescimento somatico
(MORGAN; IWAMA, 1991) e também para o desenvolvimento gonadal. Por outro lado,
salinidades altas restringem severamente a reproducdo da tilapia, reduzindo o nimero e a frequéncia
de desovas, 0 sucesso da eclosdo e a viabilidade dos ovos (EL-SAYED, 2006b) e, além disso,
reduzem o desenvolvimento testicular, interferindo na producdo espermatica. Em contrapartida, no
salmdo do Atlantico (Salmo salar), espécie anddroma, a salinidade da agua do mar é um forte
estimulo ao inicio da espermatogénese durante a puberdade, modulando as altera¢es do IGS (Melo
etal., 2014).

No corrente estudo, as altas salinidades dos grupos S14 e S21 ndo afetaram a proporc¢éo das
células germinativas nas fases espermatogonial e espermatocitaria. No entanto, a fase
espermiogénica foi afetada pelo aumento da salinidade da agua, e essa alteracdo levou a reducdo do
namero de espermatozoides. De modo geral, a degeneracdo das células germinativas € comum na
fase espermatogonial; entretanto, em algumas espécies de peixes a apoptose € mais elevada durante
a espermiogénese (CORRIERO et al., 2007; SCHULZ et al., 2005). A auséncia de variacdo da
proporcéo das células germinativas nas fases iniciais da espermatogénese nos diferentes tratamentos
pode ser relacionada as concentracBes plasmaticas de 11-KT, uma vez que andrégenos atuam na
inducdo da espermatogénese, principalmente na proliferacdo e diferenciacdo dessas células
germinativas (Borg, 1994, Nader et al., 1999). No salmédo do Atlantico, as pequenas variaces na
proporcdo das células espermatogénicas nos diferentes tratamentos sugerem que a salinidade afeta
apenas a duracédo da espermatogénese (Melo et al., 2014).

O andrdgeno 11-KT desempenha papel central na espermatogénese de peixes (HATEF et al.,
2012; MEINA et al., 2013) e seus niveis estdo relacionados de forma direta ao nimero de células
germinativas (WU et al., 2016; ZHANG et al., 2014). Apesar dos niveis plasmaticos de 11-KT nao
mostrarem diferenga significativa entre os tratamentos, 0os maiores valores em S14 e S21 sugerem
uma resposta compensatdria para manter a espermatogénese em meios hipertonicos. No salméo do

Atlantico, exposicdo a agua do mar durante a puberdade ndo afetou os niveis de 11-KT; entretanto,
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0s niveis deste andrdgeno aumentaram conjugando salinidade elevada com menor fotoperiodo
(12L:12D), provavelmente refletindo altos niveis de hormonio luteinizante (LH) para completar a
espermatogénese (MELO et al., 2014). Por outro lado, o estresse hiperosmético pode estimular a
liberagdo de arginina-vasotocina, horménio antidiurético, que atua diretamente na liberagdo de
andrdgenos testiculares (BALMENT et al., 2006; RAMALLO et al., 2012). A maior propor¢do do
tecido intersticial observada em S14 pode estar relacionada, em partes, a menores diametros dos
tibulos seminiferos nos grupos tratados.

Semelhante ao que foi observado nos machos para 11-KT, os niveis séricos de E2 também
sofreram variagdes ndo significativas entre as salinidades, o que, de certa forma, justifica a auséncia
de diferencas marcantes na proporcdo dos foliculos ovarianos, refletindo também nos valores do
IGS. Segundo Rocha and Rocha (2006), os niveis de esteroides sexuais apresentam pequenas
variacfes nas espécies com desenvolvimento assincronico das células germinativas e desovas
maltiplas, como a tilapia do Nilo desse estudo. Estas variagdes podem também ser relacionadas a
ampla plasticidade da tilapia do Nilo, como uma estratégia para se adaptar em diferentes tipos de
ambientes.

Nesse estudo, os maiores niveis séricos de cortisol observados em fémeas de S14 quando
comparados a SO e S7, demonstram maior condicdo de estresse em salinidades altas. O aumento de
cortisol apds estresse foi também relatado previamente na tilapia do Nilo (CORREA et al., 2003) e
em juvenis de Oreochromis mossambicus submetidos a estresse de manuseio (BARCELLOS et al.,
1999; FOO; LAM, 1993), confinamento (VIJAYAN et al., 1997) ou estresse de salinidade
(KAMMERER; CECH; KULTZ, 2010). Dependendo da intensidade, do tempo de aplicacdo e da
duracdo do estresse, a reproducdo de fémeas de peixes pode ser influenciada negativa ou
positivamente pelo estresse (PANKHURST, 1998; SCHRECK, 2010). Alguns estudos mostram que
0 estresse agudo acelera os estagios finais da ovogénese na tilapia do Nilo e reduz o intervalo entre
desovas (GENNOTTE et al., 2012). Fémeas de salmdo e truta arco-iris, submetidas a estresse
crénico, ovularam, em média, 2 semanas antes dos peixes ndo estressados (CONTRERAS-
SANCHEZ et al., 1998; STRATHOLT; DONALDSON; LILEY, 1997). Em Oreochromis aureus, 0
cortisol teve efeito agudo na expressdo hepatica de Vtg, refletindo diretamente na vitelogénese
(DING; LIM; LAM, 1994) e, em O. nicloticus, esse hormonio causou aumento no tamanho de
ovocitos (GENNOTTE et al., 2012). No presente estudo, os maiores niveis de cortisol e diametros
dos foliculos vitelogénicos, presenca de nucleo excéntrico em alguns ovdcitos somados a menores
niveis de Vtg hepatica e IHS em S14, indicam que o cortisol pode ter atuado como agente indutor
da maturacéo final ovocitaria, acelerando a ovulacdo da tildpia do Nilo. Considerando este efeito do
ponto de vista adaptativo, a ovulacdo precoce pode ser uma tatica reprodutiva vantajosa em

condicOes estressantes, pois a retencdo de ovocitos pode causar maior consumo de energia
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(GENNOTTE et al., 2012). De fato, a presenca de alguns foliculos pds-ovulatérios (FPOs) nos
ovarios da tilapia do Nilo do presente estudo sdo evidéncias da ovulacdo; entretanto, as fémeas nao
desovaram, uma vez que ovocitos envelhecidos (‘over-ripening’) foram também observados no
lume ovariano. Por serem pouco frequentes e regredirem rapidamente apds ovulagdo sem deixar
marcas nos ovarios, os FPOs ndo foram quantificados nesse estudo.

Os baixos niveis de lipidios totais observados no plasma de fémeas de S14 do presente
estudo em relacdo aos grupos SO e S7 podem ser uma consequéncia do estresse causado pela
exposicao a altas salinidades. Dentre outros parametros hematoldgicos, os lipidios plasméaticos sdo
usados como indicadores de estresse cronico (ALTAN et al., 2000; HSIEH; CHEN; KUO, 2003).
Os menores valores do IHS, Vtg hepatica e lipidios plasmaticos observados em fémeas de S14
sugerem que o estresse pode alterar a mobilizacdo de moléculas e sua circulacdo do figado para as
gbnadas (CHANG et al., 2006), influenciando assim, na deposi¢do desses compostos no ovocito,
aumentando seu diametro.

Em peixes teledsteos, as células germinativas distribuidas exclusivamente em cistos sugere
que cada cisto funcione como uma unidade espermatogénica independente (MELO et al., 2016).
Além disso, a presenca cistica das células germinativas conectadas por pontes citoplasmaticas,
explica o esvaziamento completo dos cistos em exemplares de S21 neste estudo. Do mesmo modo,
cistos vazios, possivelmente devido a morte de células germinativas, também foram observados em
testiculos de zebrafish expostos a estrogenos e anti-andrégenos combinados (YIN et al., 2017).
Dada a presenca de pontes intercelulares entre as células germinativas que derivam de uma Unica
célula progenitora, a delecdo espontdnea dessas células manifesta-se em clones germinativos
inteiros em apoptose (CORRIERO et al., 2007; MCCLUSKY et al., 2008; YAZAWA et al., 2003),
o0 que reforca que, nos peixes, estimulos pré-apoptoticos atuam em todo o cisto assim como 0s pro-
espermatogénicos.

Em peixes, varios fatores ambientais e fisiologicos estimulam as células a sintetizarem
rapidamente proteinas de chogue térmico (HSPs) que regulam o metabolismo celular, crescimento,
diferenciacdo e apoptose (DEANE; WOO, 2011; FEDER; HOFMANN, 1999). A queda dos niveis
da HSP70 observada no 4° dia de tratamento em machos de S14 e S21 pode justificar o aumento da
expressdo de caspase-3 detectado no 9° dia de tratamento. Estes resultados sugerem que as
salinidades elevadas afetam negativamente a expressdo de HSP70, com consequente aumento da
apoptose testicular. De fato, a ligacdo de HSP70 a Apaf-1, inibe a cascata de sinalizacdo da
apoptose e, consequentemente, a ativacdo das caspases efetoras como a caspase-3 (ZHANG;
ZHANG; HERMAN, 2003). Além de seu papel como molecula efetora da morte celular
programada por apoptose, a caspase-3 pode tambem estar envolvida no processo de reducédo

citoplasmatica durante a espermiogénese (Cagan, 2003). Em Drosophila, a maquinaria apoptética



43

pode ser usada para remover conteddos citoplasmicos desnecessarios na formagdo de
espermatozoides (Arama et al., 2003). Além disso, estudo feito em ratos também mostrou que
espermatides apresentam muitas evidéncias histoldgicas e moleculares de apoptose, como
vacuolizacio e presenca de proteinas reguladoras da apoptose (BLANCO-RODRIGUEZ et al.,
1999). No presente estudo, a presenca de cistos vazios nas salinidades mais elevadas sdo evidéncias
claras da morte celular por apoptose, observada principalmente em peixes de S21. Essa perda de
células germinativas através da apoptose durante espermatogénese desempenha papel critico na
determinacdo da eficiéncia espermatogénica (ALMEIDA et al.,, 2008; BAUM; ST GEORGE;
MCCALL, 2005).

O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) tem sido utilizado em estudos
imunohistoquimicos como biomarcador de proliferacdo celular em uma variedade de tecidos
normais e patolégicos, incluindo os testiculos de peixes (CORRIERO et al., 2007; DOMINGOS et
al., 2013; STRBENC et al., 2003). No presente estudo, testiculos de S14 e S21 apresentaram
menores niveis deste marcador e a sua imunolocalizacdo ocorreu principalmente em
espermatogdnias. PCNA é comumente detectado durante a fase espermatogonial em diversas
espécies de peixes (CORRIERO et al., 2007; LOPPION et al., 2008; MIURA; MIURA;
YAMASHITA, 2002) e também suporta o reparo do DNA na fase meidtica (FRANCO et al., 2010).
No rio Sdo Francisco, Brasil, aumento da apoptose de células germinativas e reducdo da
proliferacdo celular foi encontrada em machos de Prochilodus argenteus expostos a baixa
temperatura da agua na regido de influéncia de uma barragem hidrelétrica, quando comparado ao
ponto ndo impactado pela barragem (DOMINGOS et al., 2012).

Em resumo, os resultados deste estudo indicam que as salinidades mais elevadas (S14 e S21)
interferem negativamente na espermatogénese da tilapia do Nilo. A reducdo da expressdo da HSP70
pode ser responsavel por um desquilibrio na homeostase testicular, atuando negativamente na
espermatogénese e na producao espermatica da tilapia do Nilo. Por se tratar de um peixe eurialino
com grande plasticidade, as alteracbes moleculares observadas foram sutis, mesmo nas altas
salinidades, permitindo a essa espécie colonizar varios ecossistemas em detrimento de espécies
nativas. Por outro lado, as alteracGes observadas na tilapia do Nilo dos grupos S14 e S21 do
presente estudo atribuidas a salinidade podem ser amplificadas nas espécies estenohalinas, que
suportam estreitas variagdes de salinidade da agua. Assim, os resultados desse estudo ampliam o
conhecimento sobre os efeitos da salinidade sobre a gametogenese e reproducdo de peixes e
apontam a necessidade do monitoramento da salinidade como ferramenta para a preservacdo da

biodiversidade de peixes em aguas continentais.
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7. CONCLUSOES

e Fémeas da tilapia do Nilo possuem menor resisténcia a salinidade do que os machos;

e As concentracdes salinas ndo alteraram significativamente os niveis séricos de 11-KT em
machos e de E2 em fémeas, com raras diferencas significativas na proporcdo de células
germinativas;

e Cortisol induziu a maturacdo final ovocitaria em algumas fémeas de S14; entretanto, o
numero de foliculos pos-ovulatoérios foi muito baixo;

e Em S14, a redugdo dos niveis de Vtg hepatica refletiu na presenca de ovdcitos com
deficiéncia de vitelo;

e Aumento de HSP70 esta relacionado com aumento de PCNA e diminuicdo de caspase-3 em

testiculos de peixes expostos a meios hipertonicos (S14 e S21).
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