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RESUMO 

A hibridação é um processo relevante para ecologia, conservação e evolução das espécies, 

mas sua ocorrência natural e as consequências na biologia dos híbridos ainda são pouco 

estudadas.  Além  disso,  embora  seja  um  evento  que  frequentemente  leva  a  alterações 

gonadais  nos  híbridos,  a  morfologia  das  gônadas  desses  animais  e  as  vias  celulares 

envolvidas  nessas  alterações  tem  sido  pouco  investigadas.  Neste  sentido,  o  primeiro 

objetivo deste trabalho foi testar a hipótese que as duas espécies de lambaris A. fasciatus 

e  A.  paranae,  vivendo  em  simpatria  na  cabeceira  do  Rio  Grande,  são  capazes  de 

intercruzar no ambiente natural e gerar híbridos. Para isso, utilizamos uma abordagem 

multidisciplinar que envolveu métodos de análises morfométrica e merística dos peixes, 

estudo  da  biologia  reprodutiva  e  morfologia  gonadal,  além  de  sequenciamento  de 

fragmentos dos genes mitocondrial (COI) e nuclear (S7). A análise anatômica mostrou 

características  intermediárias  nos  potenciais  híbridos,  enquanto  as  espécies  parentais 

apresentaram caracteres exclusivos. O estudo da biologia  reprodutiva e gametogênese 

mostrou que A. fasciatus e A. paranae apresentam sobreposição de período reprodutivo, 

similaridade na morfologia de gônadas e gametas, bem como nas estratégias reprodutivas. 

As análises genéticas  suportaram a hipótese de hibridação, uma vez que mostraram a 

existência de duas espécies distintas e um grupo intermediário, com DNA mitocondrial 

das  duas  espécies,  apesar  de  apresentarem  um  único  morfótipo  e  DNA  nuclear 

apresentando picos duplos (coincidentes com os das espécies A. fasciatus e A. paranae) 

no cromatograma do sequenciamento, indicando heterozigose. Em seguida, o objetivo foi 

explorar a morfologia gonadal dos híbridos e esta análise mostrou diversas alterações 

como  ausência  de  espermátides  e  espermatozoides  em  machos  e  de  ovócitos  pré­

vitelogênicos  e  vitelogênicos  em  fêmeas,  vacuolização  e  degeneração  de  células 

germinativas,  aumento  de  tecido  intersticial  e  infiltrado  inflamatório,  perda  da 

organização  de  células  germinativas  em  cistos  ou  ninhos,  dados  que  indicaram  a 

infertilidade dos híbridos. Por fim, o último objetivo deste estudo foi testar a hipótese que 

autofagia, apoptose e proteínas de matriz extracelular estão envolvidas no processo de 

degeneração  das  células  germinativas  e  remodelamento  tecidual  nas  gônadas  dos 

híbridos.  Para  isso,  imunolocalizamos  as  proteínas  Beclin1,  CatepsinaD,  Caspase3, 

Fibronectina e Colágeno tipo I. A quantificação de todas as proteínas analisadas mostrou 

que os híbridos exibem maior área gonadal marcada para estas moléculas em relação às 

espécies parentais. Esses resultados indicam que as alterações morfológicas nas gônadas 



dos híbridos culminam em autofagia e degradação lisossomal dependente de CatepsinaD, 

seguidas de apoptose e remodelamento tecidual com fibrose.  

 

Palavras­chave: hibridação, Astyanax, infertilidade, apoptose, autofagia, fibrose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Hybridization is a relevant process for ecology, conservation and evolution of species, 

but its occurrence and consequences on the biology of hybrids are still poorly studied. In 

addition, although it is an event that frequently leads to gonadal changes in the hybrids, 

the morphology of their gonads and the cellular pathways involved in these changes have 

been poorly investigated. In this sense, the first aim of this study was to test the hypothesis 

that  the  two  lambaris  species  A.  fasciatus  and  A.  paranae,  living  in  sympatry  at  the 

headwaters of Grande river, are able to interbreed in the natural environment and generate 

hybrids.  For  this,  we  used  a  multidisciplinary  approach  that  involved  methods  of 

morphometric and meristic analysis of fish, study of the reproductive biology and gonadal 

morphology, as well as sequencing of fragments of mitochondrial (COI) and nuclear (S7) 

genes.  The  anatomical  analysis  showed  intermediate  characteristics  in  the  putative 

hybrids,  while  the  parental  species  showed  exclusive  characters.  The  study  of 

reproductive biology and gametogenesis showed that A. fasciatus and A. paranae present 

overlap of reproductive period, similarity in the morphology of gonads and gametes, as 

well as reproductive strategies. Genetic analyzes supported the hybridization hypothesis, 

since they showed the existence of two distinct species and an intermediate group, with 

mitochondrial DNA from both species, despite having a single morphotype and nuclear 

DNA with double peaks (coinciding with those of species A. fasciatus and A. paranae) in 

the sequence chromatogram, indicating heterozygosity. Then, the aim was to explore the 

gonadal morphology of  the hybrids and  this  analysis  showed several  changes  such as 

absence  of  spermatids  and  spermatozoa  in  males and previtellogenic  and  vitellogenic 

oocytes in females, vacuolization and degeneration of germ cells, increased interstitial 

tissue and inflammatory infiltrate, loss of the organization of germ cells in cysts or nests; 

all these data indicated the infertility of the hybrids. Finally, the last aim was to test the 

hypothesis that autophagy, apoptosis and extracellular matrix proteins are involved in the 

germ cell degeneration process and tissue remodeling in the gonads of hybrids. For this, 

we  immunolocalized  the  proteins  Beclin1,  CathepsinD,  Caspase3,  Fibronectin  and 

Collagen type I. The quantification of all analyzed proteins showed that gonads of hybrids 

exhibit a larger marked area for these molecules compared to the parental species. These 

results  indicate  that  the  morphological  changes  in  the  gonads  of  the  infertile  hybrids 

culminate  in  autophagy  and  catpsinD­mediated  lisossomal  degradation,  followed  by 

apoptosis and tissue remodeling with fibrosis. 

Keywords: hybridization, Astyanax, infertility, apoptosis, autophagy, fibrosis. 



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Localização geográfica do Rio Grande e sua bacia hidrográfica.  Adaptado de 

Melo et al. (2016)............................................................................................................ 14 

Figura 2: Analogia entre DNA barcoding e código de barras convencional. Reproduzido 

de Ortiz (2010)................................................................................................................ 17 

Figura 3: Modelo esquemático de autofagia e etapas de  formação do autofagossomo. 

Adaptado de Kang et al. (2011)...................................................................................... 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL...........................................................................................   13 

1.1 O Rio Grande...........................................................................................................    13 

1.2 O gênero Astyanax...................................................................................................    14 

1.3 DNA barcoding.......................................................................................................    16 

1.4 Hibridação...............................................................................................................    17 

1.5 Reprodução e gametogênese de peixes...................................................................   19 

1.6 Autofagia................................................................................................................ .   21 

1.7 Apoptose..................................................................................................................   22 

1.8 Matriz extracelular...................................................................................................   23 

2. OBJETIVOS..............................................................................................................   25 

2.1 Objetivo geral..........................................................................................................    25 

2.2 Objetivos específicos...............................................................................................    25 

3. RESULTADOS.........................................................................................................    26 

3.1 CAPÍTULO I....................................................................................................................   26  

Integrative  approach  detects  natural  hybridization  of  sympatric  lambaris  species  and 

emergence of infertile hybrids (artigo publicado na revista Scientific Reports em 2019) 

3.2 CAPÍTULO II..................................................................................................................    45 

Autofagia e apoptose durante degeneração e remodelamento gonadal de peixes híbridos 

(artigo a ser submetido na revista Reproduction Fertility and Development) 

4. DISCUSSÃO GERAL...............................................................................................   71 

5. CONCLUSÕES.........................................................................................................    76 

6. REFERÊNCIAS........................................................................................................   77 

7. APÊNDICE: PRODUÇÃO CIENTÍFICA...............................................................    89 

 

 

 



13 
 

1.  INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 O Rio Grande  

O Rio Grande nasce no município de Bocaina de Minas ­ MG e apresenta 1.360 

km de extensão total (IGAM, 2012), ocupando territórios de Minas Gerais e São Paulo, 

com área de drenagem de cerca de 143.000 km², sendo 60% em território mineiro (Santos, 

2010). A cabeceira desse rio está localizada na região da Serra da Mantiqueira, próximo 

ao Parque Nacional do Itatiaia (unidade de conservação do bioma Mata Atlântica), possui 

mata ciliar preservada e pouca influência antrópica, sem  registros de contaminantes na 

água  em  relatórios  anuais  do  Instituto  Mineiro  de  Gestão  das  Águas  (IGAM).  As 

cabeceiras dos rios são regiões vulneráveis aos impactos antrópicos e constituem locais 

de importância para a conservação de espécies de peixes e do curso do rio. De acordo 

com Maistro et al. (2000), o estudo de peixes de cabeceiras de rios é interessante de um 

ponto  de  vista  evolutivo  devido  à  ocorrência  de  um  pequeno  número  de  indivíduos 

isolados geograficamente.  

A bacia do Rio Grande é uma das bacias hidrográficas com maior biodiversidade 

do estado de Minas Gerais (Drummond et al., 2005) e, mesmo assim, é responsável por 

7,81%  da  capacidade  de  geração  de  energia  elétrica  instalada  no  Brasil  (IPT,  2008). 

Estima­se que Minas Gerais abrange 15 bacias hidrográficas e abriga aproximadamente 

354 espécies de teleósteos (Drummond et al., 2005), sendo pelo menos 114 registradas 

na bacia do Rio Grande (Paiva et al., 2002; Santos, 2010). Devido ao seu grande potencial 

energético,  mesmo  apresentando  rica  biodiversidade  e,  portanto,  importância  para 

conservação, o Rio Grande é o rio mais represado no Brasil  (Andrade e Braga, 2005). 

Esse rio apresenta 12 usinas hidrelétricas instaladas ao longo de sua extensão, assumindo 

assim um papel estratégico na geração de energia elétrica nacional (Borges & Abjaudi, 

2016). Essas hidrelétricas formam um sistema em cascata, perfazendo juntas uma área 

submersa de 3.511 km² (Santos e Formagio, 2000) e, assim, configurando um cenário de 

grandes impactos ao longo da extensão do Rio Grande.  
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Figura 1: Localização geográfica do Rio Grande e sua bacia hidrográfica.  Adaptado de 

Melo et al. (2016). 

 

1.2 O gênero Astyanax  

O gênero Astyanax foi inicialmente proposto por Baird & Girard (1854) e algumas 

revisões  taxonômicas  posteriores  foram  realizadas  nesse  grupo.  Lima  et  al.  (2003) 

sugerem a existência de 86 espécies e elevam as subespécies anteriormente propostas à 

categoria de espécie. Os peixes do gênero Astyanax são popularmente conhecidos como 

lambaris ou piabas e apresentam­se geograficamente distribuídos desde a Argentina até a 

região  de  fronteira  entre o  México  e os  Estados  Unidos  (Britski,  1972),  sendo ainda, 

amplamente  distribuídos  pelas  bacias  hidrográficas  brasileiras  (Reis  et  al.,  2003).  As 

espécies  do  gênero  Astyanax  geralmente  apresentam  longo  período  reprodutivo  com 

desova parcelada, fertilização externa, ovos de pequeno diâmetro e ausência de cuidado 

parental, sendo encontradas em ambientes lênticos e lóticos (Sato et al., 2003, Abilhoa et 

al., 2007; Carvalho et al., 2009). Apesar de serem animais de pequeno porte, os lambaris 

têm  grande  importância  ecológica,  uma  vez  que  são  forrageiros  e  podem  servir  de 

alimento para diversas espécies piscívoras (Câmara et al., 1991). Os lambaris têm também 

importância comercial por meio da pesca artesanal e profissional (Carvalho et al., 2009). 

O  gênero  Astyanax  pertence  à  família  Characidae,  que  apesar  de  possuir  as 

espécies  mais  bem­sucedidas  e  diversificadas  da  região  neotropical  (Géry,  1977), 
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permanece ainda carente de estudos, especialmente de caráter comparativo e filogenético 

(Martins  et  al.,  2012).  A  identificação  das  espécies  do  gênero  Astyanax  tem  sido 

historicamente  dificultada  pela  ampla  similaridade  morfológica  compartilhada  pelos 

animais e  atualmente este gênero está  inserido no grupo  Insertae Sedis,  que  inclui 88 

gêneros da família Characidae com biologia e taxonomia pouco compreendidas, sendo 

possivelmente um grupo polifilético  (Lima et  al., 2003).  Os  lambaris A. paranae  e A. 

fasciatus podem ser encontrados em simpatria na bacia do Rio Grande, isto é, coabitando 

uma mesma área em algumas regiões, incluindo a cabeceira desse rio.  

A  espécie  Astyanax  scabripinnis  (Jenyns,  1842)  apresenta  pequeno  porte  e 

normalmente habita pequenos corpos d'água (Britski, 1972). Diferenciações morfológicas 

notadas dentro dessa espécie culminaram na definição de algumas subespécies como A. 

scabripinnis scabripinnis (Jenyns, 1842) e A. scabripinnis paranae (Eigenmann, 1927). 

Moreira­Filho e Bertolo (1991) estudaram sete populações de A. scabripinnis nas bacias 

de três diferentes rios e observaram uma grande diversidade morfológica e cariotípica 

nessa  espécie,  sugerindo  assim o termo “complexo scabripinnis” para designar essas 

populações e relacionando a diversidade desses peixes ao isolamento de microbacias dos 

sistemas hidrográficos. Astyanax scabripinnis paranae é encontrado comumente na bacia 

do alto rio Paraná, tipicamente em regiões de cabeceiras (Britski, 1972; Garutti e Britski, 

2000; Veregue e Orsi, 2003), onde essa espécie possui numerosas populações isoladas 

entre  si  (Garutti  e  Britski,  2000).  Uma  vez  que  existe  uma  tendência  de  se  elevar  as 

subespécies  ao  nível  de  espécie,  A.  scabripinnis  paranae  passou  a  ser  classificada 

taxonomicamente como A. paranae, assim como sugerido na classificação de Graça  e 

Pavanelli (2007).  

Da mesma forma que a espécie A. scabripinnis, alguns autores sugerem que A. 

fasciatus (Cuvier, 1819) também representa um complexo de espécies (Garutti e Britski, 

2000; Melo, 2001; Pazza et al., 2006; Pazza et al., 2008). Análises citogenéticas indicam 

que as populações desse complexo que habitam a bacia do alto rio Paraná pertencem a 

um  grupo  diverso  de  peixes  que  atualmente  integram  esse  mesmo  taxa  (Pazza  et  al., 

2006). Astyanax fasciatus é comum em vários ecossistemas brasileiros e parece se adaptar 

bem  ao  ambiente  lêntico  criado  pelo  barramento  de  rios,  sendo  abundante  em 

reservatórios (Schulz e Martins­Júnior, 2001; Carvalho et al., 2009; Prado et al., 2011). 

Além disso, devido a sua ampla distribuição, tanto em águas limpas quanto em poluídas, 

seu  pequeno  tamanho,  hábito  alimentar  onívoro  e  uma  estratégia  reprodutiva  com 

múltiplas desovas durante o ano, A. fasciatus tem sido indicado como espécie sentinela 
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para  investigações  ambientais  e  ensaios  de  exposição  ambiental  em  diversos  estudos 

(Schulz e Martins­Júnior, 2001; Alberto et al., 2005; Carrasco­Letelier et al., 2006; Prado 

et al., 2011; Prado et al., 2014).  

 

1.3 DNA barcoding  

Proposto  por  Hebert  et  al.  (2003),  o  DNA  barcoding  consiste  em  um  método 

padronizado  de  identificação  molecular  das  espécies  e  em  animais  baseia­se  no 

sequenciamento  de  um  fragmento  de  aproximadamente  650  pares  de  bases  na 

extremidade 5’  do  gene  mitocondrial  COI.  Este  gene  codifica  parte  de  uma  enzima 

terminal  da  cadeia  respiratória  da  mitocôndria  que  é  denominada  citocromo  oxidase 

(subunidade  I). O nome desse método é uma analogia ao  sistema de  identificação de 

produtos  por  código  de  barras  (Figura  1).  Dessa  forma,  assim  como  um  produto  é 

reconhecido  por  sua  combinação  única  de  código  de  barras,  uma  espécie  pode  ser 

identificada por sua combinação única e exclusiva de nucleotídeos no fragmento do gene 

COI (Hebert et al., 2003). Uma característica do DNA mitocondrial é que ele apresenta 

conteúdo e número de genes relativamente constante entre os animais, o que garante a 

ortologia, isto é, a descendência comum desses genes, permitindo que seja obtida uma 

estimativa  mais  precisa  da  divergência  entre  eles  (Russo  et  al.,  2004).  O  gene  COI 

apresenta baixa taxa de recombinação e ausência de íntrons; possui  primers universais 

bem  estabelecidos  para  a  maioria  dos  filos  animais;  exibe  melhor  potencial  de  sinal 

filogenético, com taxas de mutação maiores quando comparadas às taxas de genes como 

12S e 16S rDNA e citocromo b (Hebert et al., 2003), características que justificaram a 

escolha do gene COI para o método de identificação molecular das espécies. Além disso, 

foi observado que esse gene apresenta uma alta variabilidade interespecífica, enquanto 

sua variabilidade intraespecífica é reduzida – barcode gap (Hebert et al., 2003; Hebert et 

al., 2004). Assim, o método de DNA barcoding explora a diversidade entre as sequências 

de DNA e considera que estas, através de mutações, tendem a se tornar únicas e exclusivas 

durante a história evolutiva das espécies (Hebert et al., 2003). 
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Figura 2: Analogia entre DNA barcoding e código de barras convencional. Reproduzido 

de Ortiz, (2010). 

 

1.4 Hibridação  

A  hibridação  consiste  no  cruzamento  de  grupos  ou  indivíduos  que  diferem 

geneticamente,  incluindo  cruzamentos  entre  linhagens  de  uma  mesma  espécie  – 

intraespecífica, ou entre indivíduos de espécies distintas ­ interespecífica (Bartley et al., 

2001). Em geral, o processo de hibridação é mais frequente em peixes do que nos demais 

vertebrados  possivelmente  devido  ao  fato  de  peixes  apresentarem  características 

ecofisiológicas  favoráveis  a  esse  processo  como  fertilização  externa,  competição  por 

territórios de desova, fracos mecanismos de isolamento reprodutivo, abundância desigual 

dos  parentais,  susceptibilidade  para  contato  entre  indivíduos  que  divergiram 

recentemente, bem como convivência em ambientes limitados (Hubbs, 1955; Allendorf 

& Waples, 1996; Scribner et al., 2001).  

A  hibridação  pode  ocorrer  de  maneira  natural  no  ambiente  ou  ser  induzida 

artificialmente para produzir  indivíduos com  melhor desempenho  (vigor híbrido) para 

piscicultura  do  que  as  espécies  parentais  (Bartley  et  al.,  2001).  Além  disso,  como 

alternativa para a otimização da produção de peixes, a obtenção de indivíduos híbridos 

inférteis  para  utilização  como  hospedeiro  no  transplante  de  células  germinativas  de 

espécies  de  interesse  comercial  (quimerismo)  tem  sido  realizada  (Piva  et  al.,  2018). 

Híbridos  interespecíficos  geralmente  apresentam  características  morfológicas 

intermediárias em  relação às  suas espécies parentais  (Hubbs, 1955) e, historicamente, 

foram  identificados  por  métodos  morfológicos  de  detecção  (Scribner  et  al.,  2001). 

Entretanto, com o avanço das técnicas moleculares, a identificação de híbridos passou a 
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ser baseada principalmente na análise de polimorfismo genético diretamente ao nível de 

DNA,  com  base  na  detecção  da  variabilidade  de  regiões  do  genoma  nuclear  e 

mitocondrial  (Ferreira  e  Grattapaglia,  1998).  Neste  contexto,  ferramentas  como 

sequenciamento de DNA e genotipagem assumiram grande importância na detecção de 

indivíduos  híbridos  (Prado  et  al.,  2012;  Carvalho  et  al.,  2013;  Burcea,  et  al.,  2014; 

Hashimoto et al., 2014). O DNA mitocondrial, por apresentar herança materna, pode ser 

utilizado para o aperfeiçoamento dos estudos de hibridação, uma vez que possibilita a 

identificação  do parental  materno  (Prado  et  al.,  2012).  Porém,  a  utilização  apenas  de 

marcadores mitocondriais nem sempre  é capaz de  identificar híbridos  interespecíficos 

devido ao seu modo de herança uniparental, sendo necessária assim a sua aplicação em 

conjunto com marcadores nucleares (Scribner et al., 2001).  

A hibridação natural está também relacionada à evolução das espécies, uma vez 

que a transferência de DNA de uma espécie para o conjunto genômico de outra espécie 

por  retrocruzamentos  repetidos  entre  híbridos  e  espécies  parentais  (hibridação 

introgressiva),  pode  constituir  uma  considerável  fonte  de  variabilidade  genética  nas 

populações (Arnold e Martin, 2009). Neste sentido, estudo recente sugere a hibridação 

como ferramenta para conservação de espécies (Chan et al., 2019), apesar de ser um ponto 

controverso  entre  autores  (Allendorf  et  al.,  2001).  Embora  a  hibridação  natural  seja 

aparentemente mais comum em animais do que se imaginava, ainda não está claro como 

sua  ocorrência  é  difundida  e  se,  de  fato,  alguns  grupos  zoológicos  ou  regiões 

biogeográficas podem ser mais propensos a promover tal processo (Trigo et al., 2008).  

A hibridação interespecífica geralmente é facilitada pela proximidade filogenética 

entre as espécies envolvidas, uma vez que elas tendem a apresentar menor divergência 

genética e número diploide de cromossomos ou tamanho do genoma parecidos (Bassin, 

et al., 2011; Peres et al., 2012). Apesar disso, muitas vezes o cruzamento entre diferentes 

espécies leva à formação de indivíduos contendo cromossomos extras, que não possuem 

pares  homólogos  e,  portanto,  não  permitem  uma  divisão  celular  meiótica  normal  no 

momento da formação dos gametas (Bartley et al., 2001). Dessa forma, muitos híbridos 

apresentam alterações  morfológicas gonadais e esterilidade. Em mamíferos,  a  falha no 

pareamento entre cromossomos homólogos seguida de interrupção meiótica de cromatina não 

sincronizada  tem  sido proposta  como  responsável  por  apoptose de  células  germinativas  e 

esterilidade  (Torgasheva  e  Borodin,  2016).  Híbridos  de  peixes  ciclídeos,  por  exemplo, 

apresentaram aumento de tecido intersticial, células em degeneração contendo lisossomos 

grandes e núcleos apoptóticos (Fishelson, 2003). Em indivíduos triploides, sabe­se que 
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durante  a  meiose  todos  os  três  homólogos  se  alinham  lado  a  lado,  mas  apenas  dois 

cromossomos  se  envolvem  na  sinapse  (Roeder,  1997),  o  que  pode  culminar  em 

interrupção da meiose (Blanco et al., 2001). Entretanto, apesar de apresentarem cariótipo 

com a mesma quantidade de cromossomos das espécies parentais, híbridos de medaka 

apresentaram  espermatozoides  com  diversas  alterações  como  aumento  de  diâmetro, 

variação  na  espessura  do  flagelo  e  microtúbulos  do  flagelo  com  padrão  diferente  da 

estrutura normal 9+2 (Shimizu et al., 1997). Dessa forma, nesse estudo, quando híbridos 

de ambos os sexos foram cultivados juntos, fêmeas foram capazes de realizar desova, mas 

os  ovos  não  se  desenvolveram  e  machos não  produziram  espermatozoides  funcionais 

(Shimizu et al., 1997). Assim, alguns peixes híbridos possuem gônadas com tamanho e 

estrutura  normais,  mas  seus  gametas  apresentam  anormalidades  morfológicas  e/ou 

cariotípicas, ou  são  inviáveis  (Hooe et al., 1994; Shimizu et  al., 1997).  Neste  sentido, 

apesar de provavelmente serem causadas pela combinação de alelos divergentes e interações 

epistáticas entre os genes, a natureza e complexidade das  incompatibilidades dos híbridos 

são  ainda  pouco  compreendidas  (Yoshikawa  et  al.,  2018).    Em  conjunto,  esses  dados 

mostram que o processo de hibridação pode ser mais complexo do que descrito na literatura 

e  as  vias  celulares  e  moleculares  envolvidas  nas  alterações  gonadais  dos  híbridos  ainda 

precisam ser melhor elucidadas. 

 

1.5 Reprodução e gametogênese de peixes  

A  gametogênese é  um processo  fisiológico  altamente  regulado,  dependente  de 

interações celulares e moleculares perfeitamente ordenadas, sendo controlada por fatores 

hormonais (eixo hipotálamo­hipófise­gônada) e ambientais em peixes (Nagahama, 1994). 

Sob influência de estímulos ambientais, como temperatura e fotoperíodo, o hipotálamo 

libera hormônios liberadores de gonadotrofinas (GnRH), os quais atuam na adenohipófise 

promovendo a secreção de hormônios gonadotróficos (FSH e LH). Estes hormônios se 

ligam  aos  seus  respectivos  receptores  gonadais,  acarretando  na  síntese  e  secreção  de 

esteroides  sexuais,  que  promovem  os  eventos  mitóticos  e  meióticos  envolvidos  na 

gametogênese  (Waal et  al., 2009; Yaron  e Levavi­Sivan, 2011). Os eventos mitóticos 

estão principalmente relacionados à proliferação celular de ovogônias e espermatogônias 

localizadas no epitélio germinativo, que garantem o estoque dessas células nas gônadas 

dos peixes, consequentemente permitindo a produção contínua de gametas ao longo de 

toda a vida desses animais (Jalabert, 2005; Waal et al., 2009).  
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Os  eventos  meióticos  culminam  na  produção  dos  ovócitos  vitelogênicos  e 

espermatozoides a partir de ovogônias e espermatogônias, possibilitando a ocorrência da 

reprodução.  Durante  a  gametogênese,  a  partir  da  proliferação  por  múltiplas  divisões 

mitóticas,  ovogônias  e  espermatogônias  se  encontram  rodeadas  por  cada  vez  maior 

quantidade  de  células  pré­foliculares  e  células  de  Sertoli,  respectivamente,  formando 

cistos (Nakamura et al., 2010; Schulz, 2010; Quagio­Grassiotto et al., 2011. Dentro dos 

cistos, ovogônias e esperamtogônias,  entram em meiose, dando origem a  ovócitos ou 

espermatócitos,  respectivamente,  que  permanecem  unidos  por  pontes  citoplasmáticas, 

apresentando desenvolvimento sincrônico (Quagio­Grassiotto et al., 2011). Nas fêmeas, 

a meiose prossegue até a fase de diplóteno tardio, na prófase I, quando os ovócitos são 

individualizados por células envoltórias pré­foliculares e então ocorre parada da meiose; 

enquanto  em  machos  a  conclusão  da  meiose  ocorre  dentro  dos  cistos  na maioria  das 

espécies de teleósteos (Quagio­Grassiotto et al., 2011). Ao contrário da espermatogênese, 

na qual não há parada no processo meiótico, na ovogênese, os ovócitos permanecem na 

fase de diplóteno até o momento da maturação ovocitária. Dessa forma, a ovôgenese é 

normalmente dividida em três fases: 1) crescimento primário, quando ocorre a divisão das 

ovogônias e diferenciação em ovócitos perinucleolares, de forma independente da ação de 

gonadotrofinas; 2) crescimento secundário, consiste na formação de alvéolos  corticais nos 

ovócitos pré­vitelogênicos e na incorporação de vitelo nos folículos vitelogênicos, sendo uma 

fase  dependente  de  gonadotrofinas;  3)  maturação  ovocitária  ou  maturação  final,  quando 

ocorre a retomada da meiose, permitindo o desenvolvimento final do ovócito, que se torna 

apto à fertilização (Grier et al., 2007; Quagio­Grassiotto et al., 2011).   

Durante  a  meiose,  a  segregação  cromossômica  é  precedida  pela  recombinação 

gênica, na qual fragmentos de DNA são trocados entre pares de cromossomos homólogos, 

os  quais  são  separados  após  a  primeira  divisão  meiótica  (Whitaker,  1996).  Além  de 

contribuir para a diversidade genética, o pareamento dos cromossomos homólogos por 

meio de crossing over garante a segregação correta dos cromossomos (Ferguson et al., 

2007). Em mamíferos, cromossomos que faltam um local de recombinação podem ser 

removidos do pool meiótico devido à ativação de um ponto de verificação no paquíteno, 

causando infertilidade; ou podem sofrer segregação anormal dos homólogos na meiose I 

uma vez que não há crossing over para mantê­los juntos na placa metafásica, causando 

aneuploidia (Martin, 2006). Em geral, defeitos na divisão meiótica, que frequentemente 

são  decorrentes  de  anormalidades  cromossômicas  e/ou  segregação  incorreta  dos 

cromossomos, culminam na interrupção da meiose ou aumento da frequência de gametas 
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aneuploides, gerando infertilidade (Roeder, 1997; Vendrell et al., 1999; Egozcue et al., 

2005; Ma et al., 2006; Martin, 2006; Ferguson et al., 2007).  

 

1.6 Autofagia 

A  autofagia  é  um  processo  celular  catabólico  induzido  que  fornece  a  energia 

necessária  para  sustentar  as  mudanças  no  metabolismo,  sendo  caracterizado  pelo 

sequestro partes do citoplasma e organelas dentro de vacúolos (autofagossomos) que são 

entregues aos lisossomos para degradação em massa e ocorre em resposta ao estresse ou 

dano da célula, como inanição, estresse oxidativo, privação de nutrientes, senescência de 

organelas e retirada de fatores de crescimento (Maiuri et al., 2007; Moreau et al., 2010; 

Morais  et  al.,  2012).  A  autofagia  é  um  processo  regulado  geneticamente e  altamente 

conservado  de  leveduras  até  seres  humanos,  que  contribui  para  o  desenvolvimento, 

diferenciação e manutenção da homeostase dos tecidos, garantindo a  sobrevivência da 

célula ou desencadeando o processo de morte celular (Cao e Klionsky, 2007; Kourtis e 

Tavernakis, 2009; Kang et al., 2000; Ryter et al., 2013, 2014; Agnello & Chiarelli, 2016).  

De  maneira  geral,  o  termo  autofagia  se  refere  à  digestão  lisossomal  de 

componentes citoplasmáticos e, portanto, são definidos três tipos de autofagia, de acordo 

com sua função fisiológica e o modo de entrega da carga a ser degradada ao lisossomo: 

1)  microautofagia;  2)  autofagia  mediada  por  chaperonas  e  3)  macroautofagia.  A 

microautofagia  é  caracterizada  pela  incorporação  de  componentes  citoplasmáticos 

diretamente em lisossomos através de invaginações da membrana lisossomal, de forma 

seletiva  ou  não  seletiva  (Mizushima  e  Komatsu,  2011).  A  autofagia  mediada  por 

chaperonas ocorre quando proteínas citoplasmáticas são marcadas para degradação com 

uma sequência específica de aminoácidos, ligando­se a chaperonas, como Hsp73, e sendo 

então transferidas para os lisossomos através da interação dessas proteínas com receptor 

da membrana  lisossomal LAMP­2  (Alerting, 2007). A macroautofagia, que nesta  tese 

será referida apenas como autofagia, é a via de degradação lisossomal mais comumente 

mencionada na literatura. Esta via é caracterizada pela presença de estruturas com dupla 

membrana  denominadas  autofagossomos,  que  englobam  e  isolam  componentes 

citoplasmáticos  (inclusive  organelas)  para  degradação  (Gómez­Sintes  et  al.,  2016). 

Assim,  a  autofagia  começa  com  a  formação  do  fagóforo,  uma  estrutura  com  dupla 

membrana  que  se  expande  formando  o  autofagossomo  contendo  componentes  do 

citoplasma  no  seu  interior  e,  finalmente,  ocorre  a  fusão  do  autofagossomo  com  o 

lisossomo, formando o autolisossomo para degradação do conteúdo e membrana interna 
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por  hidrolases  ácidas  (He  e  Klionsky,  2009).  Beclin1  é  a  proteína  responsável  por 

promover a formação dos autofagossomos por meio da nucleação autofágica (Figura 2) e 

recrutamento  de  proteínas  citosólicas  necessárias  a  esse  processo  (Kang et  al,  2011), 

sendo,  portanto,  uma  proteína­chave  da  via  autofágica  e,  consequentemente  um  bom 

marcador desta via. 

O processo autofágico é dependente da maquinaria lisossomal, incluindo a ação 

da CatepsinaD, que é uma enzima hidrolítica dos lisossomos, atuando na degradação dos 

componentes  intracelulares  presentes  no  autofagossomo  (Yue  et  al.  2003;  Kourtis  e 

Tavernarakis  2009).  Além  deste  papel  na  autofagia,  a  CatepsinaD  pode  influenciar  o 

processo  de  morte  celular,  por  meio  da  degradação  de  proteínas  anti­apoptóticas    e 

permeabilização da membrana mitocondrial quando esta hidrolase ácida é  liberada no 

citosol (Gómez­Sintes et al. 2016).  

 

 
Figura 3: Modelo esquemático de autofagia e etapas de  formação do autofagossomo. 

Adaptado de Kang et al. (2011). 

 

1.7 Apoptose 

A  apoptose  é  um  processo  fisiológico  regulado  geneticamente  e  altamente 

conservado durante a evolução que elimina células desnecessárias ou danificadas durante 

o  desenvolvimento,  garantindo  a  homeostase  do  tecido  e  manutenção  do  número 

apropriado de células em organismos multicelulares  (Kerr et  al., 1972;  Jenkins et  al., 
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2013). Ao  longo do processo apoptótico ocorre  fragmentação do DNA nucleossomal, 

formando corpos apoptóticos, perda de junções de adesão com outras células e com a 

matriz  extracelular;  condensação  da  cromatina  na  periferia  do  envoltório  nuclear  e 

retração  celular  (Bangs  et  al.,  2000).  Os  corpos  apoptóticos  são  posteriormente 

endocitados  por  fagócitos  ou  células  vizinhas,  sem  a  ativação  de  uma  resposta 

inflamatória  (Wyllie  et  al.,  1980;  Bangs  et  al.,  2000).  Todo  o  processo  apoptótico  é 

realizado com ação bem regulada e coordenada de proteases e nucleases para manutenção 

da integridade da membrana plasmática (Morais et al., 2016), desta forma não permitindo 

o extravasamento de conteúdo citoplasmático e reação inflamatória.  

A apoptose é considerada o principal mecanismo de morte celular programada e 

depende  da  ação  de  proteínas  iniciadoras  e  efetoras  conhecidas  como  caspases 

(Djavaheri­Mergny  et  al.,  2010;  Galluzzi  et  al.,  2018).  As  caspases  efetoras  ativam 

endonucleases dependentes de íons Ca2+ e Mg2+ que clivam o DNA em fragmentos de 

180­200  pares  de  bases  nucleotídicas  (Huettenbrenner  et  al.,  2003).  A  Caspase3  é 

considerada a principal efetora do processo apoptótico, sendo responsável pela clivagem 

de várias estruturas citoplasmáticas, culminando nas mudanças morfológicas observadas 

nesse processo de morte celular (Kerr et al., 1972; Brentnall et al., 2013). 

O  processo  apoptótico  está  envolvido  no  remodelamento,  diferenciação  e 

degeneração em vários tipos celulares (Janz et al., 1997). Em peixes, a apoptose  tem sido 

relatada em gônadas como resposta a diferentes tipos de fatores estressores (Kaptaner and 

Ünal 2011; Thomé et al., 2012; Marcon et al. 2017; Cruz Vieira et al. 2019; Sales et al. 

2020;  Qiang  e  Cheng  2021)  e  foi  também  observada  em  gônadas  morfologicamente 

alteradas de híbridos (Fishelson 2003), mostrando a importância da apoptose na dinâmica 

reprodutiva de peixes.  

A apoptose também está relacionada com o equilíbrio das interações entre célula 

e matriz extracelular, uma vez que uma modificação desse  tipo de  interação,  como o 

desprendimento da célula de sua matriz, pode levar ao processo de ativação da apoptose 

(Frisch e Francis, 1994; Pinkse et al., 2004). 

 

1.8 Matriz extracelular 

Em organismos multicelulares, as células sofrem influência do microambiente no 

qual se inserem por meio de interações com células vizinhas e com a matriz extracelular 

que as circundam (Pinkse et al., 2004). As interações entre células e matriz extracelular 

exercem efeitos em diversos processos, como regulação gênica, formação da estrutura do 
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citoesqueleto, bem como diferenciação, crescimento e morte celular (Frisch e Francis, 

1994). Neste sentido, quando uma célula se desprende de sua matriz extracelular, ocorre 

a desfosforilação da quinase de adesão focal, o que culmina na ativação do efeito cascata 

das caspases, induzindo a apoptose (Frisch e Francis, 1994; Pinkse et al., 2004). 

Proteínas de matriz extracelular são especialmente importantes nos processos de 

remodelamento tecidual de ovários de peixes, ao longo da maturação gonadal e desova 

(Thomé  et  al.  2010).  Similar  ao  processo  degenerativo  de  atresia  folicular,  o  tecido 

gonadal de híbridos pode passar por involução e remodelamento como consequência da 

infertilidade (Pinheiro et al. 2019). O equilíbrio entre regeneração e degradação da matriz 

extracelular  em  processos  de  remodelamento  ocorre,  em  parte,  pela  ação  de  enzimas 

proteolíticas como as metaloproteinases da matriz  (MMPs), que  são  secretadas para o 

meio extracelular por células locais (Thomé et al. 2010).  

De  maneira  geral,  o  Colágeno  é  a  principal  proteína  encontrada  na  matriz 

extracelular e em mamíferos, o Colágeno tipo I é a proteína mais abundante do corpo dos 

animais  (Fratzl,  2008).  A  Fibronectina  (FN)  é  uma  proteína  de  matriz  extracelular 

importante  nos  processos  de  adesão,  migração,  crescimento  e  diferenciação  celular 

(Rodgers  et  al.  2003).  Além  disso,  a  FN  está  relacionada  à  deposição  de  colágeno, 

provavelmente servindo de estrutura para o agrupamento das fibrilas, uma vez que em 

alguns  sistemas  essa  proteína  é  necessária  para  a  formação  das  fibrilas  de  colágeno 

(Sottile  and  Hocking  2002).  Nesse  sentido,  alguns  estudos  têm  demonstrado  que  o 

bloqueio da polimerização da fibronectina pode levar à melhora em quadros de fibrose 

em  diferentes  órgãos  (Altrock  et  al.  2015;  Valiente­Alandi  et  al.  2018).  A  fibrose  é 

causada pela deposição excessiva de componentes da matriz extracelular, especialmente 

fibrilas  colágenas,  em  resposta  a  injúrias  nos  tecidos,  causando  substituição  do 

parênquima normal por tecido conjuntivo (Wynn 2008). 
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2.  OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

Investigar  a  ocorrência  de  hibridação  natural  entre  as  espécies  de  lambaris  Astyanax 

fasciatus e A. paranae na cabeceira do Rio Grande e suas consequências na gametogênese 

e dinâmica gonadal dos híbridos.  

 

2.2 Objetivos específicos  

•  Analisar dados anatômicos morfométricos e merísticos dos lambaris; 

•  Analisar  comparativamente  a  biologia  reprodutiva  e  morfologia  gonadal  das 

espécies  A.  fasciatus  e  A  paranae  (estádios  de  maturação,  quantificação  da 

gametogênese, diâmetro de células germinativas, índices biológicos); 

•  Sequenciar fragmentos dos genes mitocondrial COI e nuclear S7; 

•  Explorar  a  morfologia  gonadal  dos  híbridos  (microscopia  de  luz  e  eletrônica), 

analisando características das células germinativas e do tecido intersticial;  

•  Detectar e quantificar as alterações gonadais dos híbridos; 

•  Imunolocalizar  as  proteínas  Beclin1,  CatepsinaD,  Caspase3,  Fibronectina  e 

Colágeno tipo I por imunofluorescência; 

•  Quantificar as marcações positivas das imunofluorescências; 

•  Relacionar as marcações positivas e as vias autofágica, lisossomal e apoptótica com 

as alterações gonadais dos híbridos; 

•  Relacionar  as  marcações  positivas  de  Fibronectina  e  Colágeno  tipo  I  com  a 

dinâmica do tecido intersticial dos híbridos. 
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3.  RESULTADOS 

 

3.1 CAPÍTULO I: Integrative approach detects natural hybridization of sympatric 

lambaris species and emergence of infertile hybrids (artigo publicado na revista 

Scientific Reports em 2019) 
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Table S1: Water quality in the headwaters of Grande River   

  May­July  August­ October  November­January  February­April 

Temperature (°C)  13.54 ± 0.55  11.26 ± 0.01  16.18 ± 0.01  14.02 ± 0.01 

pH  6.57 ± 0.06  6.07 ± 0.03  5.98 ± 0.01  6.54 ± 0.01 

Dissolved oxygen (mg/L)  13.28 ± 0.27  12.64 ± 0.05  11.19 ± 0.07  12.75 ± 0.27 

Conductivity (µS/cm)   12.00 ± 0.01  12.00 ± 0.01  12.33 ± 0,33  12.00 ± 0.01 

Total suspended solids (mg/L)  8.00 ± 0.01  8.00 ± 0.01  8.00 ± 0.01  8.00 ± 0.01 

Data (mean ± SEM) were obtained during a reproductive cycle. 
 
 
 
 
Table S2. Meristic data of samples of Astyanax fasciatus, A. paranae and Astyanax sp.  
 

Characters 
A. fasciatus 

(n=7) 
A. paranae 

(n=7) 
Astyanax sp. 

(n=7) 
Range  Range  Range 

Pored scales on lateral line*  39  ­  42  35  ­  38  36  ­  38 

Scale rows between dorsal­fin origin and 
lateral line*  7  ­  8  6  ­  6  6  ­  7 

Scales rows between lateral line and pelvic­
fin origin*  6  ­  6  5  ­  5  5  ­  6 
Pre­dorsal scales  11  ­  13  11  ­  13  11  ­  12 
Scale rows around caudal peduncle*  16  ­  16  14  ­  14  14  ­  16 
Dorsal­fin branched rays  9  ­  9  9  ­  9  9  ­  9 
Anal­fin branched rays*  22  ­  25  14  ­  15  18  ­  19 
Pectoral­fin branched rays  13  ­  15  12  ­  14  12  ­  137 
Pelvic­fin branched rays  7  ­  7  6  ­  6  7  ­  8 
Upper caudal­fin branched rays  8  ­  9  9  ­  9  9  ­  9 
Lower caudal­fin branched rays  8  ­  8  8  ­  8  8  ­  8 
Outer premaxillary teeth  3  ­  5  3  ­  4  4  ­  4 
Inner premaxillary teeth  5  ­  5  5  ­  5  5  ­  5 
Maxillary teeth  1  ­  1  1  ­  2  1  ­  2 
Dentary teeth  5  ­  5  5  ­  6  5  ­  6 

Asterisks indicate most important characters. 
 
 

 



 
 

Table S3. Morphometric data of samples of Astyanax fasciatus. A. paranae and Astyanax sp.  
 

Characters 
Astyanax fasciatus  Astyanax paranae  Astyanax sp. 

n  Mean  Range  SD  n  Mean  Range  SD  n  Mean  Range  SD 

Standard Length (mm)  7  80.75  74.56  ­  88.90    7  83.66  74.86  ­  92.22    7  72.56  62.6  ­  94.05   
Percentages of SL                                     
Depth at dorsal­fin origin  7  33.61  30.42  ­  36.56  1.99  7  30.85  29.08  ­  32.25  1.06  7  32.24  30.66  ­  35.05  1.63 
Snout to dorsal­fin origin  7  48.71  45.99  ­  50.15  1.42  7  50.49  48.68  ­  53.41  1.66  7  49.84  48.42  ­  51.28  1.09 
Snout to pectoral­fin origin  7  25.17  21.58  ­  26.89  1.71  7  26.88  25.98  ­  27.64  0.61  7  26.36  24.49  ­  29.71  1.66 
Snout to pelvic­fin origin  7  46.39  44.94  ­  48.58  1.42  7  49.60  48.57  ­  50.47  0.62  7  49.38  48.03  ­  51.42  1.36 
Snout to anal­fin origin  7  64.95  62.74  ­  66.58  1.28  7  67.80  66.54  ­  68.78  0.97  7  67.35  66.18  ­  69.09  1.11 
Caudal­peduncle depth  7  10.56  8.02  ­  11.42  1.15  7  11.86  11.35  ­  12.14  0.31  7  11.51  11.20  ­  12.42  0.44 
Caudal peduncle length*  7  11.52  7.24  ­  12.41  1.89  7  14.88  12.73  ­  16.34  1.30  7  12.88  12.03  ­  13.58  0.61 
Pectoral­fin length  7  18.40  14.62  ­  20.11  1.76  7  18.05  16.67  ­  19.91  1.07  7  18.56  16.14  ­  19.25  1.11 
Pelvic­fin length  7  14.70  10.54  ­  15.89  1.86  7  14.39  14.05  ­  14.87  0.28  7  14.76  13.62  ­  15.76  0.68 
Dorsal­fin base length  7  13.40  10.39  ­  14.42  1.41  7  13.95  12.61  ­  15.04  1.01  7  13.53  12.81  ­  14.05  0.45 
Dorsal­fin depth  7  23.45  19.76  ­  25.19  1.83  7  21.74  20.89  ­  22.42  0.65  7  23.30  21.38  ­  24.52  1.26 
Anal­fin base length*  7  26.44  25.06  ­  28.26  1.13  7  20.47  19.86  ­  20.88  0.41  7  23.71  22.12  ­  25.51  1.07 
Anal­fin lobe length  7  15.06  13.01  ­  16.83  1.20  7  14.67  13.17  ­  16.77  1.23  7  15.55  14.29  ­  16.45  0.93 
Eye to dorsal­fin origin  7  35.58  32.55  ­  37.00  1.44  7  39.13  36.52  ­  41.21  1.45  7  37.51  36.17  ­  39.17  1.07 
Dorsal­fin origin to caudal­fin base  7  53.67  51.26  ­  55.40  1.66  7  50.65  45.68  ­  55.51  3.77  7  53.72  51.82  ­  54.82  1.04 
Bony head length  7  24.38  23.80  ­  25.05  0.49  7  25.51  23.15  ­  27.31  1.75  7  25.69  25.43  ­  26.68  0.45 
Percentages of head length                                     
Horizontal eye diameter*  7  35.59  30.69  ­  38.23  2.61  7  27.36  25.19  ­  29.37  1.63  7  30.45  27.49  ­  32.81  1.80 
Snout length  7  27.83  25.54  ­  30.81  1.89  7  29.58  27.28  ­  32.88  2.35  7  28.93  27.61  ­  29.66  0.90 
Least interorbital distance  7  33.29  31.40  ­  35.40  1.72  7  36.22  31.94  ­  40.61  3.36  7  33.36  31.20  ­  35.85  2.06 
Upper jaw length  7  44.12  41.66  ­  46.92  2.18  7  45.47  41.19  ­  50.35  3.55  7  42.18  40.72  ­  44.11  1.07 

Asterisks indicate most important characters.



 
 
 

Table S4. Coefficients of variables on the first, second and third principal components 
of traits studied for Astyanax fasciatus, A. paranae and Astyanax sp.  
 

Characters  PC 1  PC 2  PC 3 
Standard Length  0.19311  0.10844  0.10243 
Depth at dorsal­fin origin  0.18713  0.18481  ­0.12594 
Snout to dorsal­fin origin  0.20909  0.043068  0.095554 
Snout to pectoral­fin origin  0.2091  ­0.055709  ­0.033929 
Snout to pelvic­fin origin  0.20911  0.043799  0.11973 
Snout to anal­fin origin  0.20912  0.062206  0.098139 
Caudal­peduncle depth*  0.20913  ­0.31074  ­0.15377 
Caudal peduncle length*  0.20914  ­0.57773  ­0.14631 
Pectoral­fin length  0.20915  0.062166  ­0.21205 
Pelvic­fin length  0.20916  ­0.19054  ­0.46304 
Dorsal­fin base length  0.20917  0.042309  0.065869 
Dorsal­fin depth  0.20918  0.15205  ­0.19407 
Anal­fin base length*  0.20919  0.48252  ­0.25787 
Anal­fin lobe length  0.2092  0.20052  ­0.054426 
Eye to dorsal­fin origin  0.20921  0.0075885  0.17393 
Dorsal­fin origin to caudal­fin base  0.20922  0.16614  0.029744 
Bony head length  0.20923  0.031913  0.18535 
Horizontal eye diameter*  0.20924  0.3752  ­0.24098 
Snout length  0.20925  0.035377  0.41589 
Least interorbital distance  0.20926  ­0.006654  0.39942 
Upper jaw length  0.20927  0.057524  0.25564 
% variation  70.35  16.16  6.12 

Asterisks indicate most important variables. 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 

 

Figure S1. Histological sections of ovaries (A, B, C) and testes (D, E, F) of lambaris A. 

paranae and A. fasciatus in different gonad maturation stages stained with hematoxylin­

eosin. A: Resting (F1) with ovigerous  lamellae containing perinucleolar  (PN) follicles 

and ovogonia (G) nests. B: Ripening/ripe (F2/3) with presence of perinucleolar (PN), pre­

vitellogenic  (PV) and vitellogenic  (V)  follicles. C: Spawned  (F4) with atretic  (A) and 

post­ovulatory  (PO)  follicles  (detail)  in  regression  and  increased  connective  tissue 

between follicles. D: (M1) seminiferous tubules showing closed lumens and numerous 

spermatogonia (detail). E: (M2/3) cysts of germ cells in different developmental stages: 

spermatogonia (G), spermatocytes (SP), spermatids (T) and abundant spermatozoa (Z). 

F:  (M4)  seminiferous  tubules  (asterisks)  with  empty  lumen  or  containing  residual 

spermatozoa. Bar: (A) = 100 µm, detail = 7 µm; (B) = 130 µm; (C) = 170 µm, detail = 

110 µm; (D) = 17 µm, detail = 7 µm; (E) = 13 µm; (F) = 30 µm. 

 



 
 
 

Table S5: Batch fecundity of A. paranae e A. fasciatus from the headwaters of Grande River 
 

Species 
Batch Fecundity  Relative Fecundity 

Range   Mean  TL (cm)  BW (g)  GW (g)  r (GW) 

A. paranae   2439­10217  5582.82 ± 413.04a  575.55 ± 38.23a  372.40 ± 21.49a  1984.16 ± 81.91a  0.848* 

A. fasciatus  2676­8120  5668.57 ± 440.61a  525.94 ± 41.06a  325.51 ± 24.88a  2662.84 ± 150.80b   0.669* 

Values  represent  mean  ±  SEM  (µm).  In  a  column,  different  letters  indicate  significant  differences  among  the  species.  Pearson  (r) 
correlation coefficient between batch fecundity and total length (TL), body weight (BW) and gonadal weight (GW). Asterisks indicate 
significant correlation between batch fecundity and GW. 

 

 

Table S6: Diameters of female germ cells and nucleus of male germ cells in A. paranae 

e A. fasciatus captured on headwaters of the Grande River 

 
 

Females  Males 

  A. paranae  A. fasciatus    A. paranae  A. fasciatus 

GA  14.08 ± 0.29a  14.57 ± 0.33a  GA  6.37 ± 0.10a  6.70 ± 0.12a 

GB  10.83 ± 0.32a  11.92 ± 0.33b  GB  4.62 ±0.07a  4.80 ± 0.08a 

PN1  133.60 ± 1.89a  146.70 ± 2.95b  SP1  3.70 ± 0.05a  3.96 ± 0.05b 

PN2  207.90 ± 4.49a  229.90 ± 5.83b  SP2  2.29 ± 0.04a  2.44 ± 0.03b 

PV  324.10 ± 5.48a  341.90 ± 5.17b  T  1.93 ± 0.02a  1.87 ± 0.02b 

V  609.20 ± 5.90a  598.80 ± 7.20a  Z  1.84 ± 0.01a  1.81 ± 0.01a 

Values represent mean ± SEM (µm). In a line, different letters indicate significant differences among 
the species,  considering  the  same sex,  p  < 0.05, Mann­Whitney.  (GA)  and  (GB):  type  A and  type B 
oogonia  or  spermatogonia;  (PN1  and  PN2)  initial  and  advanced  perinucleolar  oocytes,  (PV)  pre­
vitellogenic  and  (V)  vitellogenic  oocytes;  (SP1  and  SP2)  primary  and  secondary  spermatocytes;  (T) 
spermatids; (Z) spermatozoa.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

Table S7: Mean genetic distance  for  the COI gene  (%) between  the different  lambari 

morphotypes captured on headwaters of Grande River and reference sequences  

 

Morphotypes   1  2  3  4  5  6 

1. A. paranae  ­           

2. Astyanax sp. clade paranae  0.2  ­         

3. Astyanax sp. clade fasciatus  2.2  2.2  ­       

4. A. fasciatus  2.2  2.2  0.0  ­     

5. Reference A. paranae  0.5  0.6  2.5  2.5  ­   

6. Reference A. fasciatus  2.2  2.2  0.0  0.0  2.5  ­ 
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3.2 Capítulo II: Autofagia e apoptose durante degeneração e remodelamento gonadal 

de  peixes  híbridos  (artigo  em  construção  ­  a  ser  submetido  na  revista 

Reproduction Fertility and Development) 
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Autofagia e apoptose durante degeneração e remodelamento gonadal de peixes 

híbridos 

 

ABSTRACT 

Although  is  known  that  meiosis  failures  can  trigger  hybrid  infertility,  the  pathways 

involved  in  this process, which  lead  to morphological  alterations  in gonads, were not 

reported. Thus, the aim of this study was to test the hypothesis that autophagy, apoptosis 

and extracellular matrix proteins are involved in the germ cell degeneration process and 

tissue remodeling of infertile hybrid fish gonads. For this, we did morphological analyzes 

by  transmission  electron  microscopy  and  routine  histology,  and  immunolocalized  the 

proteins Beclin1, CathepsinD, Caspase3, Fibronectin and Collagen type I in gonads of 

hybrids and their parental species A. fasciatus and A. paranae. Morphological analysis of 

hybrids gonads showed wide vacuolization, loss of tissue organization in germ cells cysts 

or nests, increased interstitial tissue and inflammatory infiltrate, as well as degenerated 

oogonia  and  spermatocytes  with  apoptotic  characteristics.  Beclin1,  CathepsinD  and 

Caspase3  were  immunolocalized  in  germ  cells  and  Fibronectin  and  Caspase3  were 

observed in the interstitial tissue. For all proteins analyzed the quantification showed that 

hybrid gonads had statistically greater marked area (p<0.05), while the parental species 

did not show significant difference, except for Fibronectin, which was more expressed in 

A.  fasciatus  than  A.  paranae.  Our  results  showed  that  the  dynamics  of  gonadal 

degeneration of infertile hybrids involves the interruption of meiosis and vacuolization of 

germ  cells,  followed  by  autophagy,  cathepsin­dependent  lysosomal  degradation,  cell 

death and tissue remodeling with fibrosis.  

 

INTRODUÇÃO 

A  gametogênese  é  um  processo  fisiológico  altamente  regulado,  que  envolve 

diversas  interações  celulares  e  moleculares.  Dessa  forma,  o  desenvolvimento  e 

manutenção de gônadas  funcionais em peixes é dependente de  fatores genéticos, bem 

como  da  expressão  e/ou  inibição  de  várias  proteínas,  que  participam  dos  eventos 

mitóticos e meióticos desses órgãos (Patiño and Sullivan 2002; Miura and Miura 2003; 

Schulz et al. 2010; Melo et al. 2015; Ribeiro et al. 2017). Os eventos mitóticos estão 

relacionados  à  proliferação  celular  de  ovogônias  e  espermatogônias  localizadas  no 

epitélio germinativo, as quais garantem o estoque dessas células nas gônadas dos peixes, 

consequentemente permitindo a produção contínua de gametas ao longo da vida desses 



46 
 

animais (Jalabert 2005; de Waal et al. 2009). Os eventos meióticos agem diretamente na 

produção  de  gametas  a  partir  de  ovogônias  e  espermatogônias.  Durante  a  meiose,  a 

segregação cromossômica é precedida pela recombinação gênica, na qual fragmentos de 

DNA são trocados entre pares de cromossomos homólogos, os quais então são separados 

após a primeira divisão meiótica (Whitaker 1996). Além de contribuir para a diversidade 

genética, a recombinação gênica garante que os cromossomos homólogos permaneçam 

pareados e unidos por meio de locais de  crossing over, facilitando assim a segregação 

correta desses cromossomos durante a divisão meiótica (Ferguson et al. 2007). 

A hibridação resultante do cruzamento entre espécies diferentes muitas vezes leva 

à  formação  de  indivíduos  contendo  cromossomos  extras,  que  não  possuem  pares 

homólogos e, portanto, não permitem uma divisão celular meiótica normal no momento 

da formação dos gametas (Bartley et al. 2001). Em mamíferos, cromossomos que faltam 

um local de recombinação podem ser removidos do pool meiótico devido à ativação de 

um  ponto  de  verificação  no  paquíteno  ou  podem  sofrer  segregação  anormal  dos 

homólogos na meiose I, uma vez que não há crossing over para mantê­los juntos na placa 

metafásica (Martin 2006). Esses defeitos gerados por anormalidades cromossômicas e/ou 

segregação incorreta de cromossomos na anáfase I, geralmente culminam na interrupção 

da meiose e aneuploidia (Vendrell et al. 1999; Ma et al. 2006; Martin 2006; Ferguson et 

al. 2007), com consequentes alterações morfológicas gonadais e infertilidade nos híbridos 

(Shimizu et al. 1997; Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Piva et al. 2018; Pinheiro et al. 

2019). 

A  apoptose  é  um  processo  fisiológico  regulado  geneticamente  e  altamente 

conservado durante a evolução que elimina células desnecessárias ou danificadas durante 

o  desenvolvimento,  garantindo  a  homeostase  do  tecido  (Jenkins  et  al.  2013).  Esse 

processo  de  morte  celular  programada  é  caracterizado  pela  fragmentação  do  DNA, 

formando corpos apoptóticos que são posteriormente endocitados por células fagocíticas 

sem gerar uma reação inflamatória no tecido (Bangs et al. 2000). A apoptose é dependente 

da ação de uma maquinaria proteica especializada, incluindo uma família de proteases 

denominadas  caspases  (Djavaheri­Mergny  et  al.  2010).  Dentre  essas  proteínas,  a 

Caspase3  (Casp3)  é  considerada  a  principal  efetora  do  processo  apoptótico,  sendo 

responsável  pela  ativação  de  endonucleases  que  fazem  a  quebra  de  proteínas 

citoplasmáticas estruturais e DNA, culminando nas mudanças morfológicas observadas 

nesse processo de morte celular (Kerr et al., 1972). A apoptose é comumente observada 

em tecidos alterados por diferentes tipos de estímulos (Kaptaner and Ünal 2011; Morais 
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et al. 2012; Marcon et al. 2017; Cruz Vieira et al. 2019; Sales et al. 2020; Qiang and 

Cheng 2021) e foi também observada em gônadas de animais híbridos (Neves et al. 2002; 

Fishelson 2003; Pinheiro et al. 2019). 

Estudos  recentes  têm  demonstrado  o  papel  da  autofagia  na  indução  da  via 

apoptótica (Nikoletopoulou et al. 2013; Cassel et al. 2017; Sales et al. 2019). A autofagia 

é  um  processo  catabólico  de  degradação  lisossomal  que,  assim  como  a  apoptose,  é 

regulado  geneticamente  e  altamente  conservado  (Yue  et  al.  2003;  Kourtis  and 

Tavernarakis 2009). Nesse processo ocorre a reciclagem de organelas citoplasmáticas e 

proteínas  envelhecidas  ou  defeituosas  (Cao  and  Klionsky  2007;  Kang  et  al.  2011), 

contribuindo para a sobrevivência celular, diferenciação, desenvolvimento e homeostase 

dos  tecidos  (Kourtis  and  Tavernarakis  2009).  Beclin1  é  uma  proteína­chave  da  via 

autofágica e tem como função promover a nucleação autofágica (formação dos vacúolos 

autofágicos a partir da expansão de membrana) e o recrutamento de proteínas citosólicas 

necessárias  para  a  formação  do  autofagossomo  (Kang  et  al.  2011).  Assim  como  a 

autofagia,  lisossomos  também  parecem  possuir  um  papel  na  contribuição  e/ou 

amplificação da morte celular (Serrano­Puebla and Boya 2018). Nesse contexto, enzimas 

hidrolíticas como CatepsinaD (Ctsd) são liberadas no citosol, participando da degradação 

de proteínas anti­apoptóticas, permeabilização da membrana mitocondrial e indução da 

morte celular (Gómez­Sintes et al. 2016). 

Proteínas de matriz extracelular são especialmente importantes nos processos de 

remodelamento tecidual de ovários de peixes, ao longo da maturação gonadal e desova 

(Thomé  et  al.  2010).  Similar  ao  processo  degenerativo  de  atresia  folicular,  o  tecido 

gonadal de híbridos pode passar por involução e remodelamento como consequência da 

infertilidade  (Pinheiro  et  al.  2019).  A  Fibronectina  (FN)  é  uma  proteína  de  matriz 

extracelular importante nos processos de adesão, migração, crescimento e diferenciação 

celular (Rodgers et al. 2003). Além disso, a FN está relacionada à deposição de colágeno, 

provavelmente servindo de estrutura para o agrupamento das fibrilas, uma vez que em 

alguns  sistemas  essa  proteína  é  necessária  para  a  formação  das  fibrilas  de  colágeno 

(Sottile  and  Hocking  2002).  Nesse  sentido,  alguns  estudos  têm  demonstrado  que  o 

bloqueio da polimerização da fibronectina pode levar à melhora em quadros de fibrose 

em  diferentes  órgãos  (Altrock  et  al.  2015;  Valiente­Alandi  et  al.  2018).  A  fibrose  é 

causada pela deposição excessiva de componentes da matriz extracelular, especialmente 

fibrilas  colágenas,  em  resposta  a  injúrias  nos  tecidos,  causando  substituição  do 

parênquima normal por tecido conjuntivo (Wynn 2008). 
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Embora seja reconhecido que falhas na meiose são gatilhos que podem levar à 

infertilidade  de  híbridos,  poucos  estudos  investigaram  a  morfologia  gonadal  desses 

animais (Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Park et al. 2003; Cal et al. 2010; Pinheiro et 

al. 2019) e nenhum deles buscou desvendar as vias de  sinalização celular  envolvidas 

nesse processo, que como consequência, levam às alterações morfológicas nas gônadas. 

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi testar a hipótese que autofagia, apoptose 

e  proteínas  de  matriz  extracelular  estão  envolvidas  no  processo  de  degeneração  das 

células germinativas e remodelamento tecidual de gônadas de peixes híbridos inférteis.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostragem dos peixes 

Exemplares  de  peixes  híbridos  (n  =  10)  e  suas  espécies  parentais  Astyanax 

fasciatus (n = 6) e Astyanax paranae (n = 6) foram coletados usando redes de emalhar na 

região de cabeceira do Rio Grande (22°13′7.04″S 44°32′23.14″W), sudeste do Brasil. Os 

animais capturados vivos foram eutanasiados por meio da imersão em eugenol 85 mg/L, 

seguindo os procedimentos indicados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA). O estudo foi aprovado pelo Instituto Estadual de Florestas (IEF – licença no. 

153) e pelo Comitê de Ética no Uso Animal da Universidade Federal de Minas Gerais 

(CEUA­UFMG, protocolo no. 92). Amostras da região média das gônadas dos animais 

foram coletadas para análises morfológicas. A confirmação do processo de hibridação 

natural entre as duas espécies de lambaris, dando origem a híbridos inférteis foi reportada 

por Pinheiro et al., (2019).  

Exemplares de  A.  fasciatus e A. paranae em  repouso gonadal  foram utilizados 

como  controle  para  comparação  com  as  gônadas  inférteis  dos  híbridos.  O  estádio 

reprodutivo de repouso em fêmeas é caracterizado pela presença de lamelas ovulígeras 

organizadas  contendo  apenas  ovogônias,  ovócitos  iniciais  e  perinucleolares  com  suas 

camadas  envoltórias  (células  foliculares  e  teca  conjuntiva)  e,  portanto,  ausência  de 

ovócitos pré­vitelogênicos e vitelogênicos. Em machos,  esse estádio apresenta gônada 

formada  por  túbulos  seminíferos  com  lumes  fechados  e  cistos  contendo  apenas 

espermatogônias  e,  eventualmente,  alguns  espermatócitos;  portanto,  espermátides  e 

espermatozoides estão ausentes. Dessa forma, os animais do grupo controle, assim como 

os híbridos, não apresentaram gametas.  
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Microscopia de luz e eletrônica 

Para análise histológica da gametogênese, amostras de gônadas foram fixadas em 

líquido  de  Bouin  por  24h.  Posteriormente,  as  amostras  foram  desidratadas  em 

concentrações crescentes de etanol, embebidas em parafina, seccionadas com 5 µm de 

espessura e coradas com hematoxilina­eosina (HE). 

Para análises ultraestruturais, fragmentos de gônadas foram fixados em solução 

de Karnovsky modificada (glutaraldeído 2,5% e paraformaldeído 2%) por 24 horas a 4°C. 

Posteriormente, as amostras foram transferidas para tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 

7,3 e mantidas nessa solução a 4°C. No Centro de Microscopia da Universidade Federal 

de  Minas  Gerais  (UFMG)  as  amostras  foram  lavadas  em  tampão  fosfato  e  então 

submetidas à fixação secundária em tetróxido de ósmio 2% por 2 horas em temperatura 

ambiente. Após lavagem com água, as amostras foram incubadas em solução de sacarose 

com  acetato  de  uranila  4%  overnight.  Em  seguida,  foram  desidratadas  em  etanol  e 

incluídas  em  resina  Epon.  As  secções  ultrafinas  foram  contrastadas  com  citrato  de 

chumbo e, finalmente, observadas ao microscópio eletrônico de transmissão a 120 kV 

(Tecnai G2–12 – Spirit Biotwin FEI) do Centro de Microscopia da UFMG. 

 

Imunofluorescência 

Para  estudo  da  degeneração  celular  e  remodelamento  tecidual,  as  proteínas 

listadas na Tabela 1 foram imunolocalizadas nas gônadas dos peixes. Para isso, amostras 

de  gônadas  foram  fixadas  em  solução  de  paraformaldeído  4%  por  24h  e  os  cortes 

seccionados com 5 µm de espessura foram submetidos à reativação antigênica em tampão 

citrato 10mM, pH 6.0 em banho maria com água fervente por 20 minutos. Para bloqueio 

de ligações inespecíficas, utilizou­se solução de BSA 2% em PBS sobre os cortes por 30 

minutos. Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos primários listados 

na Tabela 1 (diluição 1:100) overnight a 4°C em uma câmara úmida. Em seguida os cortes 

foram  lavados  em  PBS  e  incubados  com  o  anticorpo  secundário  Cy5  (Tabela  1)  na 

diluição  1:500.  Os  núcleos  foram  marcados  com 4',6'­diamino­2­fenil­indol  (DAPI; 

1:2000; Sigma Aldrich, St. Louis). Para controle negativo, a cada experimento um dos 

cortes não recebeu anticorpo primário. As secções foram examinadas em um microscópio 

de  fluorescência  Axio  Imager  Z2  –  ApoTome  2  Zeiss  do  Centro  de  Microscopia  da 

Universidade Federal de Minas Gerais. 
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Tabela 1: Anticorpos utilizados nas análises de imunofluorescência 

 

Anticorpo  Fornecedor 

Beclin1 polyclonal rabbit   Santa Cruz Biotechnology  

CathepsinD polyclonal rabbit   Abcam  

Caspas3 active polyclonal rabbit   Sigma Aldrich 

Fibronectin polyclonal rabbit  Santa Cruz Biotechnology 

Collagen type I polyclonal rabbit  Rockland 

Cy5 polyclonal goat anti­rabbit IgG  Thermo Fisher Scientific 

 

Morfometria 

A proporção de área marcada pelas proteínas imunolocalizadas neste estudo foi 

calculada  utilizando  o  plugin  IHC  Toolbox  do  software  ImageJ  de  acordo  com 

Paschoalini et al. (2019). A função “colourpicker” foi usada para selecionar manualmente 

as  regiões  de  reação  positiva  para  as  proteínas.  Então  as  regiões  selecionadas  foram 

ajustadas na ferramenta “threshold” para remoção do background e isolamento das 

regiões de marcação específica. Finalmente, as imagens foram transformadas em imagens 

binárias e foram analisadas e quantificadas no ImageJ. Os resultados são expressos como 

porcentagem  de  área  marcada  (reações  imunofluorescentes  positivas)  em  relação  ao 

campo total amostrado. Foram analisadas secções histológicas de 3 a 5 animais e um total 

de 15 a 30 imagens randômicas com aumento de 400x de cada grupo experimental (A. 

fasciatus, A. paranae e híbridos – fêmeas e machos) foi utilizado para a quantificação de 

cada proteína analisada.  

 

Análises estatísticas 

O  software  Bioestat  foi  utilizado  para  realização  do  teste  de  normalidade  de 

Lilliefors e o software Graphpad versão 5 foi utilizado para realização do teste Kruskal­

Wallis seguido do teste post­hoc de Dunn. Os resultados foram expressos em média ± 

erro padrão e as diferenças foram consideradas significantes com p<0.05.  

 

RESULTADOS  

Análises  histológicas  das  gônadas  dos  peixes  híbridos  mostraram  que  fêmeas 

apresentam  ovogônias  e  alguns  ovócitos  perinucleolares.  Machos  apresentaram 

espermatogônias  e  espermatócitos.  Esses  resultados  mostram  que  os  híbridos  não  são 
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capazes  de  atingir  maturação  gonadal  devido  à  completa  ausência  de  espermátides  e 

espermatozoides em testículos e ovócitos pré­vitelogênicos e vitelogênicos em ovários. 

Além disso, o  tecido gonadal dos híbridos apresentou alterações morfológicas quando 

comparado com as espécies parentais A. fasciatus e A. paranae.  

Nos  híbridos,  foram  observadas  ampla  vacuolização  das  células,  perda  da 

organização tecidual em cistos ou ninhos de células germinativas, grande quantidade de 

tecido  intersticial  e  infiltrado  inflamatório,  além  de  ovogônias  e  espermatócitos  em 

degeneração, com sinais de apoptose (Figura 1A­D), características ausentes nas espécies 

parentais. Na microscopia eletrônica de  transmissão  frequentemente  foram observadas 

estruturas  autofágicas  como  autofagossomos  contendo  organelas  em  degeneração, 

autofagolisossomos,  e  corpos  multilamelares  (Figura  1E­G).  Além  disso,  uma 

quantidade marcante de fibras colágenas foi observada nas gônadas dos híbridos (Figura 

1H). 

A  análise  histológica  das  gônadas  dos  híbridos  mostrou  três  padrões  de 

organização tecidual: pouco alterado, intermediário e muito alterado. Nos indivíduos com 

padrão  gonadal  pouco  alterado  foram  observados  alguns  cistos  de  espermatogônias  e 

espermatócitos  morfologicamente  normais  em  machos,  enquanto  em  fêmeas  algumas 

ovogônias  normais  e  ovócitos  perinucleolares  foram  encontrados.  No  padrão 

intermediário de alterações gonadais, fêmeas e machos apresentaram a maior parte das 

células germinativas alteradas, com características apoptóticas e gônadas com padrão de 

organização irregular, sem cistos e ninhos de células bem definidos. Por fim, os animais 

com  padrão  gonadal  muito  alterado  apresentaram  grande  predominância  de  tecido 

conjuntivo, células em processo final de degeneração (sem núcleo) e regiões de espaços 

brancos evidenciando ausência de células do parênquima e apenas células intersticiais e 

matriz extracelular. 

Para  investigar  a  existência  de  autofagia  em  gônadas  de  híbridos,  a 

imunolocalização  de  Beclin1  foi  realizada.  Beclin1  foi  frequentemente  observada  em 

ovogônias  (incluindo  ovogônias  em  degeneração)  e  espermatogônias  em  grânulos 

citoplasmáticos  margeando  a  região  do  núcleo;  em  ovócitos  perinucleolares  e 

espermatócitos em degeneração a imunofluorescência foi menos frequente (Figura 1I­J, 

M­N, Q­R). Em ovócitos perinucleolares, a marcação foi observada ao longo de todo o 

citoplasma. Com menor frequência, algumas células somáticas, como células foliculares, 

células da teca e outras células do conjuntivo também se mostraram positivas para esta 

proteína.  A  quantificação  da  imunomarcação  para  Beclin1  em  gônadas  de  híbridos 
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comparada à das gônadas em repouso das espécies parentais  A. fasciatus e A. paranae 

mostrou  que  híbridos  apresentam  maior  área  marcada  por  esta  proteína  autofágica 

(p<0.05), enquanto a comparação entre as duas espécies parentais não mostrou diferença 

significativa para machos nem para fêmeas (Figura 2A­B). 

Para confirmar a ocorrência de degradação autofágica de componentes celulares 

por meio da ação de enzimas lisossomais, a imunofluorescência para a proteína Ctsd foi 

realizada. O padrão de marcação para a proteína Ctsd foi muito similar ao observado para 

Beclin1  (Figura  1K­L,  O­P,  S­T).  A  área  do  tecido  gonadal  marcada  foi  maior  em 

híbridos  (machos  e  fêmeas)  quando  comparado  às  espécies  parentais  em  repouso 

reprodutivo (p<0.0001), enquanto as duas espécies parentais não apresentaram diferença 

significativa na área total marcada para esta proteína (Figura 2C­D). 

Para constatar se as alterações morfológicas observadas nos híbridos, bem como 

a  ocorrência  de  autofagia  foram  capazes  de  desencadear  a  morte  celular  no  tecido 

gonadal, a imunomarcação para Casp3 foi realizada. Em fêmeas, ovogônias (incluindo 

ovogônias  em  degeneração),  ovócitos  perinucleolares  iniciais  e  avançados  e  células 

foliculares apresentaram marcação positiva, enquanto em machos a imunorreatividade foi 

observada  em  espermatogônias,  espermatócitos  em  degeneração  e  eventualmente  em 

células  do  interstício  (Figura  3A­C;  Figura  4A­C).  Gônadas  de  animais  híbridos 

(machos e fêmeas) apresentaram área marcada para Capase3 significativamente maior do 

que observado para as espécies parentais (p<0.0001) (Figura 5A­B). A comparação da 

área  marcada  nas  espécies  parentais  mostrou  que  não  há  diferença  significativa  na 

expressão de Casp3 nas gônadas desses animais. 

Para investigar a dinâmica do tecido intersticial nas gônadas dos peixes híbridos, 

as  proteínas  marcadoras  de  matriz  extracelular  FN  e  Colágeno  tipo  I  foram 

imunolocalizadas nesses animas, quantificadas e comparadas com as espécies parentais. 

O padrão de reatividade dessas proteínas foi similar entre os animais amostrados, sendo 

positivo para regiões de limite entre cistos e ninhos vizinhos de células germinativas, ao 

redor de ovócitos, no citoplasma de células do interstício e eventualmente nos espaços 

entre  as  células  germinativas  (Figura  3D­I;  Figura  4D­I).  A  quantificação  dessas 

proteínas  mostrou  que  fêmeas  híbridas  apresentam  área  marcada  por  fibronectina 

significativamente maior que as fêmeas das suas espécies parentais (p<0.0001) (Figura 

5C­D).  Ao  comparar  os  tecidos  dessas duas  espécies,  utilizados  como  controle  nesse 

estudo, observou­se que A. paranae apresenta menor quantidade de FN imunomarcada 

em suas gônadas do que A. fasciatus. Este padrão foi exclusivamente observado para esta 
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proteína,  uma  vez  que  as  demais  proteínas  analisadas  não  apresentaram  diferenças 

marcantes  entre  as  espécies  parentais.  Nos  machos híbridos  foi  observada  maior  área 

gonadal  marcada  por  FN  em  comparação  com  as  espécies  A.  fasciatus  e  A.  paranae 

(p<0.05),  enquanto  a  comparação  entre  essas  duas  espécies  parentais  não  mostrou 

diferença  significativa.  Em  relação  ao  Colágeno  tipo  I,  fêmeas  e  machos  de  peixes 

híbridos apresentaram maior área de tecido marcada do que as espécies parentais (Figura 

4E­F).  

 

DISCUSSÃO 

Em  gônadas  de  peixes,  as  vias  autofágica  e  apoptótica  apresentam  importante 

papel na homeostase tecidual e no desenvolvimento normal de gametas (Choi et al. 2010; 

Cassel et al. 2017; Ribeiro et al. 2017). Entretanto, alterações nessas vias, que atuam em 

cooperação,  resultantes  da  exposição  a  fatores  estressores  podem  levar  à  redução  da 

fertilidade em algumas espécies  (Xue et al. 1999; Bursch 2001; Sales  et al.  2020). A 

infertilidade  está  relacionada  a  diversas  alterações  morfológicas  gonadais  em  peixes 

(Shimizu  et  al.  1997;  Wills  et  al.  2000;  Fishelson  2003;  Pinheiro  et al.  2019).  Neste 

estudo,  nós  mostramos  pela  primeira  vez  a  atuação  das  vias  autofágica,  lisossomal  e 

apoptótica nas gônadas de peixes em resposta à infertilidade causada por hibridação. 

Usando  uma  abordagem  multidisciplinar,  com  técnicas  morfométricas, 

morfológicas e de biologia molecular,  estudo  recente detectou a presença de híbridos 

naturais, resultantes do cruzamento das espécies A. fasciatus e A. paranae na cabeceira 

do Rio Grande (sudeste do Brasil), região com boas condições de preservação ambiental 

(Pinheiro et al. 2019). Continuando este estudo, análises ultraestruturais evidenciaram a 

presença  de  autofagossomos,  autofagolisossomos  e  corpos  multilamelares  em  células 

germinativas e somáticas de híbridos, sugerindo autofagia na gônada desses animais. A 

imunofluorescência  para  a  proteína  Beclin1  confirmou  a  ocorrência  de  autofagia  nos 

animais, com maior área gonadal marcada nos híbridos. A autofagia é primariamente um 

mecanismo  de  sobrevivência  celular,  que  por  meio  da  degradação  e  reciclagem  de 

produtos da célula gera nutrientes e energia para manter a sua viabilidade (Debnath et al. 

2005). De  fato,  a  atuação  inicial da autofagia nas gônadas dos híbridos pode  ser uma 

tentativa de manutenção deste órgão em funcionamento, apesar das alterações causadas 

pela hibridação. Neste sentido a autofagia tem o papel de manter a homeostase através de 

cell clearance, remoção seletiva de agregados proteicos e organelas disfuncionais, como 

reportado em estudos anteriores (Ryter et al. 2013; Sever and Demir 2017).  
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Entretanto, à medida que a maioria das células germinativas dos híbridos não foi 

capaz  de  avançar  no  processo  meiótico,  tornando  inviável  a  fertilidade  da  gônada,  a 

autofagia  pode  ter  atuado  na  ativação  da  via  de  morte  celular  por  apoptose.  Estudos 

indicam esse papel circunstancial da autofagia, ora agindo como forma de adaptação ao 

estresse celular, possivelmente inibindo a via apoptótica, ora agindo de forma inversa, 

induzindo as diferentes vias de sinalização da morte celular (Galluzzi et al. 2018; Denton 

and  Kumar  2019;  Chang  2020).  De  fato,  em  exposições  prolongadas  ao  estresse 

metabólico, a autofagia tende a atuar contribuindo para o fornecimento de energia para 

execução da apoptose  (Chiarelli  et al. 2014; Kriel  and Loos 2019), uma vez que uma 

autofagia exacerbada pode levar à clivagem de moléculas e organelas indispensáveis para 

a viabilidade da célula (Gómez­Sintes et al. 2016).  

Tanto na degradação autofágica de componentes celulares, como na contribuição 

para a morte celular, a atuação dos lisossomos é essencial (Turk and Turk 2009; Gómez­

Sintes  et  al.  2016).  Dessa  forma,  a  imunolocalização  de  Ctsd  nesse  estudo  indica  a 

participação  ativa  dos  lisossomos  no  processo  de  alteração  do  tecido  gonadal  por 

hibridação. Ctsd pode ter dois modos de ação, dependendo do seu local na célula: quando 

localizada no interior dos lisossomos, sua atuação ocorre no processo de degradação de 

componentes  celulares  via  autofagia;  quando  liberada  no  citosol,  essa  proteína  age 

direcionando o processo de morte celular por apoptose (Repnik et al. 2012; Kavčič et al. 

2017).  A  liberação  de  Ctsd  no  citosol  se  dá  após  a  desestabilização  da  membrana 

lisossomal  e  ação  dessa  protease  no  citoplasma  leva  a  distúrbios  na  membrana 

mitocondrial,  culminando  no  processo  de  ativação  de  caspases  e,  consequentemente, 

apoptose (Repnik et al. 2012; Gómez­Sintes et al. 2016). Nesse sentido, a liberação de 

Ctsd no citoplasma das células germinativas dos híbridos pode ter levado ao aumento da 

apoptose nas gônadas. 

Apoptose em gônadas está associada à exposição de peixes a diversos tipos de 

fatores estressores, como variações em parâmetros físico­químicos da água, salinidade, 

desreguladores endócrinos e restrição alimentar (Kaptaner and Ünal 2011; Thomé et al. 

2012; Marcon et al. 2017; Cruz Vieira et al. 2019; Sales et al. 2020; Qiang and Cheng 

2021).  O  processo  de  hibridação  como  fator  estressor  das  gônadas,  culminando  em 

infertilidade e apoptose de células germinativas foi relatado por alguns autores (Neves et 

al.  2002;  Fishelson  2003;  Pinheiro  et  al.  2019).  Neste  estudo  nós  mostramos  que  a 

quantidade de Casp3 marcada está aumentada nas gônadas dos peixes híbridos, indicando 
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uma  maior  frequência  de  morte  celular  por  apoptose  nas  células  germinativas,  o  que 

possivelmente contribui para remodelação das gônadas. 

Nas  amostras  histológicas  dos  híbridos  foi  observada  frequentemente  a 

modificação  da  estrutura  tecidual,  com  perda  do  padrão  de  organização  de  células 

germinativas em cistos no caso dos machos ou em ninhos e lamelas no caso das fêmeas, 

indicando um processo de remodelação desse tecido. Os resultados deste estudo  sugerem 

que  após  a  morte  de  grande  quantidade  de  células  nas  gônadas  dos  peixes  híbridos, 

iniciou­se um processo de cicatrização com fibrose, ocorrendo substituição por  tecido 

conjuntivo  na  área  anteriormente  ocupada  por  parênquima  (Wynn  2008).  Na  fibrose 

hepática humana  foi observado aumento da quantidade de vários  tipos de colágeno e 

expressão  relativa de colágeno  tipo  I  (Aycock and Seyer 1989). Além do colágeno,  a 

proteína fibronectina desempenha um papel fundamental durante o processo de fibrose 

em vários órgãos (Muro et al. 2008; Altrock et al. 2015; Valiente­Alandi et al. 2018). 

Nesse sentido, o aumento da imunolocalização das proteínas Colágeno tipo I e FN nas 

gônadas de peixes híbridos observadas no presente estudo sustentam a nossa hipótese de 

que  o  processo  final  de  alterações  gonadais  geradas  pela  hibridação  e  infertilidade 

culminam  em  fibrose.  De  fato,  Fishelson  (2003)  observou  espessamento  do  tecido 

conjuntivo  em  gônadas  de  peixes  híbridos  com  degeneração  e  apoptose  de  células 

germinativas. Além disso, a presença de infiltrado inflamatório nas gônadas dos híbridos 

foi  frequentemente  observada,  o  que  possivelmente  está  relacionado  ao  processo 

fibrótico, uma vez que as células inflamatórias participam do desenvolvimento de fibrose 

(Iredale 2007; Wynn and Barron 2010). 

Nossos resultados mostraram que a dinâmica de degeneração gonadal de híbridos 

inférteis, resultantes do cruzamento entre as espécies A. fasciatus e A. paranae envolve 

um processo de subsequentes alterações que começam com a interrupção da meiose e 

vacuolização  das  células  germinativas,  seguidas  de  ativação  das  vias  autofágica,  de 

degradação  lisossomal dependente de Ctsd,  e apoptótica, que por  sua vez precedem o 

processo de remodelamento tecidual com fibrose por meio de deposição de proteínas de 

matriz extracelular como fibronectina e colágeno tipo I. Embora o processo de interrupção 

da meiose em híbridos gerando alterações morfológicas nas gônadas tenha sido indicado 

anteriormente para os Astyanax do presente estudo e para outras espécies de peixes (Wills 

et al., 2000; Fishelson, 2003; Piva et al., 2018; Pinheiro et al., 2019), as vias de sinalização 

celular  envolvidas  nas  alterações  morfológicas  em  gônadas  de  híbridos  não  foram 

investigadas. Desta forma, o presente estudo contribui para o avanço do conhecimento 
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dos mecanismos envolvidos na  infertilidade causada por hibridação  interespecífica de 

peixes.  

 

 

LEGENDAS DAS FIGURAS:  

Figura 1: Morfologia gonadal dos híbridos e  imunolocalização de Beclin1 e Ctsd em 

híbridos e suas espécies parentais – hematoxilina­eosina: A­D; microscopia eletrônica de 

transmissão:  E­H;  imunofluorescência:  I­L  (híbridos)  e  M­T  (espécies  parentais).  A: 

gônada  de  macho  híbrido  exibindo  espermatócitos  em  degeneração  (SP*)  com 

característica apoptótica de cromatina anexada ao envoltório nuclear (detalhe). B: macho 

híbrido apresentando gônada sem padrão de organização em cistos, com espermatogônias 

(Go) espalhadas pelo tecido e presença de grande quantidade de tecido intersticial (TI).  

C:  fêmea  híbrida  apresentando  ninhos  de  ovogônias  normais  (Ov)  e  em degeneração 

(Ov*), além de ovócito perinucleolar inicial (O1) e infiltrado inflamatório (IF). D: fêmea 

híbrida  apresentando  tecido  gonadal  totalmente  alterado,  com  abundância  de  tecido 

intersticial  (TI),  células germinativas em processo  final de degeneração  ­  ausência de 

núcleos (*), além de um ovócito perinucleolar em degeneração (O1*). E: autofagossomo 

contendo  mitocôndrias  (Mi)  em  processo  de  degradação  em  célula  germinativa  de 

híbrido.  F:  autofagolisossomo  (AL)  –  lisossomo  fundido  com  autofagossomo 

apresentando  regiões  elétron­densas  e  elétron­lúcidas  (contendo  conteúdo  do 

autofagossomo). G: Corpos multilamelares em espermatócitos de híbridos e mitocôndrias 

(Mi). H: excesso de tecido conjuntivo com fibras colágenas (Fc) e fibroblasto (Fi) em 

gônada de híbrido. I: ovário de híbrido mostrando marcação positiva para Beclin1 em 

ovogônias normais (Ov) e alteradas (Ov*). J: testículo de híbrido mostrando marcação 

positiva para Beclin1 em espermatogônias (Go) e espermatócitos em degeneração (SP*). 

K: ovário de híbrido mostrando marcação positiva para Ctsd em ovogônias (Ov) e células 

foliculares  (seta).  L:  testículo  de  híbrido  mostrando  marcação  positiva  para  Ctsd  em 

espermatogônias (Go). M: ovário de A. fasciatus apresentando marcação positiva para 

Beclin1 em ovogônias (Ov). N: testículo de A. fasciatus apresentando marcação positiva 

para Beclin1 em espermatogônias  (Go).  O:  ovário de A.  fasciatus apresentando  fraca 

marcação positiva para Ctsd em ovogônias (Ov) e célula da teca conjuntiva (ponta de 

seta). P:  testículo de A.  fasciatus apresentando  fraca marcação positiva para Ctsd em 

algumas espermatogônias (Go) do cisto. Q: ovário de A. paranae apresentando marcação 

positiva  para  Beclin1  em  ovócitos  perinucleolares  iniciais  (O1)  e  células  foliculares 
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(seta).  R:  testículo  de  A.  paranae  apresentando  marcação  positiva  para  Beclin1  em 

algumas espermatogônias  (Go).  S:  ovário de A. paranae apresentando  fraca marcação 

para Ctsd em ovócitos perinucleolares (O1) e ovogônias (Ov). T: testículo de A. paranae 

apresentando fraca marcação para Ctsd em espermatogônias (Go). Barras: A­D = 20 µm; 

E, F e H = 1 µm; G = 200 nm; I, J, P, Q, R e T = 3 µm; K e S = 4 µm; L, M e O = 7 µm; 

N = 5 µm. 

 

Figura 2: Proporção relativa de área marcada para as proteínas Beclin1 e Ctsd em reações 

de imunofluorescência em fêmeas (A, C) e machos (B, D) de A. fasciatus, A. paranae e 

híbridos  interespecíficos.  Valores  são  expressos  como  média  ±  EP.  Letras  diferentes 

indicam  diferenças  significativas  entre  as  áreas  marcadas  pelas  proteínas  (p  <  0,05  ­ 

Kruskal­Wallis). 

 

Figura 3: Imunolocalização das proteínas Caps3, FN e Colágeno tipo I em ovários de A. 

fasciatus,  A.  paranae  e  híbridos  interespecíficos.  A:  reação  positiva  para  Casp3  em 

ovócito perinucleolar inicial (O1) e células foliculares (seta) de A. fasciatus. B: marcação 

para  Casp  em  células  foliculares  (seta)  de  A.  paranae.  C:  ovogônias  (Ov)  e  células 

foliculares  de  híbridos  mostrando  marcação  positiva  para  Casp3.  D  e  E:  marcação 

positiva para FN ao redor dos ovócitos em A. fasciatus e A. paranae (células foliculares 

e da teca conjuntiva). F: intensa marcação para FN em regiões de tecido intersticial de 

fêmeas  híbridas  ­  entre  ninhos  de  células  germinativas  e  ao  redor  de  ovócitos 

perinucleolares. G: reação positiva para Colágeno tipo I em regiões de tecido intersticial 

e  ao  redor  de  ovócitos  de  A.  fasciatus.  H:  ovócito  exibindo  marcação  positiva  para 

Colágeno tipo I em suas camadas envoltórias. I: intensa marcação para Colágeno tipo I 

em região de tecido intersticial (TI) de fêmeas híbridas. Barras: A e B = 4 µm; C e E = 5 

µm; D = 9 µm; F e H = 10 µm; G = 3 µm; I = 7 µm. 

 

Figura 4: Imunolocalização das proteínas Caps3, FN e Colágeno tipo I em testículos de 

A. fasciatus, A. paranae e híbridos interespecíficos. A: fraca marcação para Casp3 em 

espermatogônias (Go) e células do interstício (TI) em A. fasciatus. B: marcação positiva 

para Casp3 em algumas espermatogônias (Go) de A. paranae. C: híbridos apresentando 

forte  reação  imunofluorescente  para  Caps3  em  algumas  espermatogônias  (Go)  e 

espermatócitos  em  degeneração  (SP*).  D  e  E:  reação  positiva  para  FN  em  tecido 

intersticial  (TI)  de  A.  fasciatus  e  A.  paranae  entre  cistos  de  células  germinativas.  F: 



58 
 

intensa reação positiva para FN em tecido intersticial (TI) de híbrido, mostrando grande 

quantidade  desse  tecido  entre  as  células  germinativas.  G  e  H:  reação  positiva  para 

Colágeno tipo I principalmente na periferia das gônadas de  A. fasciatus e A. paranae, 

mostrando  pequena  quantidade  de  tecido  intersticial  (TI)  nesses  animais.  I:  intensa 

marcação  para  Colágeno  tipo  I  em  machos  híbridos,  mostrando  região  com  grande 

quantidade  de  tecido  intersticial  (TI)  e  pouco  parênquima  gonadal  com  células 

germinativas. Barras: A, B, G e I = 4 µm; C = 3 µm; D = 7 µm; E = 6 µm; F = 10 µm; H 

= 5 µm. 

 

Figura 5: Proporção relativa de área marcada para as proteínas Casp3, FN e Colágeno 

tipo I em reações de imunofluorescência em fêmeas (A, C, E) e machos (B, D, F) de A. 

fasciatus, A. paranae e híbridos interespecíficos. Valores são expressos como média ± 

EP.  Letras  diferentes  indicam  diferenças  significativas  entre  as  áreas  marcadas  pelas 

proteínas (p < 0,05 ­ Kruskal­Wallis). 
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4.  DISCUSSÃO GERAL 

A  hibridação  é  um  processo  complexo,  com  consequências  ecológicas  e 

evolutivas para os animais envolvidos e frequentemente leva a alterações morfológicas 

nos híbridos (Shimizu et al. 1997; Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Piva et al. 2018). 

Além disso, os eventos de hibridação natural  ainda deixam muitas perguntas a  serem 

respondidas, especialmente sobre a sua ocorrência, predisposição de grupos zoológicos 

ou  regiões  biogeográficas,  influência  das  mudanças  climáticas,  bem  como  sobre  os 

mecanismos celulares e  fisiológicos envolvidos na biologia dos híbridos  (Trigo et  al., 

2008; Yoshikawa et al., 2018; Larson et al., 2019). A principal consequência morfológica 

da hibridação está relacionada à gametogênese, que muitas vezes é interrompida nesses 

animais, gerando infertilidade. Embora seja bem aceito que a interrupção da meiose seja 

o principal causador da  infertilidade de híbridos (Bartley et al., 2001; Fishelson, 2003; 

Yoshikawa  et  al.,  2018),  as  vias  de  sinalização  celular  envolvidas  no  processo  de 

infertilidade ainda não foram  totalmente elucidadas. Neste sentido, o presente trabalho 

foi dividido em duas etapas: na primeira nós investigamos a ocorrência de um processo 

de hibridação natural entre as espécies de lambaris A. fasciatus e A. paranae na cabeceira 

do  Rio  Grande  utilizando  uma  abordagem  multidisciplinar.  Na  segunda  etapa  nós 

investigamos as consequências da hibridação sobre a morfologia gonadal dos híbridos, 

utilizando  as  vias  autofágica,  lisossomal  e  apoptótica,  além  da  dinâmica  de 

remodelamento tecidual influenciada pelas proteínas de matriz extracelular Fibronectina 

e Colágeno tipo I. 

No primeiro capítulo, nós reportamos a ocorrência de hibridação natural entre as 

espécies de lambaris A. fasciatus e A. paranae. Primeiramente, a análise de PCA com 

dados anatômicos dos animais mostrou que as espécies utilizadas neste estudo são grupos 

distintos, que não se sobrepõem, enquanto a população dos potenciais híbridos apresentou 

caracteres  morfológicos  intermediários  entre  estas  duas  espécies,  como  demonstrado 

anteriormente  para  peixes  híbridos  (Hubbs,  1955;  Scribner  et  al.,  2001).  As  análises 

genéticas, por sua vez, também confirmaram A. fasciatus e A. paranae deste estudo como 

espécies  distintas,  com  divergência  genética  maior  que  2%,  conforme  definido  para 

peixes  (Ward,  2009).    Além  disso,  essas  análises  mostraram  que  os  lambaris  com 

morfótipo intermediário não apresentaram variação nas sequências de DNA suficientes 

para serem definidos como uma terceira espécie de peixe. Ao contrário, foi observado 

que esses animais apresentaram sequências de DNA mitocondrial e nuclear específicas 

de cada uma das espécies, sugerindo a ocorrência de hibridação. 
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Com  as  sequências  obtidas  pela  técnica  de  DNA  barcoding,  uma  rede  de 

haplótipos foi construída. Um haplótipo é uma sequência única de DNA, que se distingue 

dos demais pela mutação de pelo menos um par de base (sítios polimórficos), e que pode 

ser compartilhado por diferentes indivíduos (indivíduos com sequências ou parte do DNA 

idênticas). A rede de haplótipos apresentada neste estudo (Figura 5, capítulo I) considera 

os passos mutacionais  (pares de bases distintos em uma mesma posição)  acumulados 

pelos  haplótipos  amostrados  separando­os  de  acordo  com  essa  característica.  Dessa 

forma, quanto mais geneticamente distantes são as amostras, mais longe estarão na rede 

de haplótipos. Nesta rede, cada círculo representa um haplótipo e as cores indicam qual 

morfótipo, dos três estabelecidos pela análise morfométrica e merística, compartilha este 

haplótipo. O tamanho do círculo é proporcional ao número de amostras que compartilham 

o mesmo haplótipo. Os pontos pretos representam haplótipos não amostrados que foram 

utilizados pelo programa para conectar os dois grupos genéticos distintos observados. O 

fato  de  um  morfótipo  único  (morfótipo  intermediário  neste  estudo)  compartilhar 

haplótipos de duas espécies distintas é indício de hibridação, uma vez que os haplótipos 

apresentam  herança  uniparental  (Yu  et  al.,  2014).  Esses  dados  sugeriram  que  os 

exemplares com morfótipo intermediário definido pelas análises anatômicas são híbridos 

resultantes  do  cruzamento  entre  as  espécies  de  lambari  A.  paranae  e  A.  fasciatus. 

Considerando  que  o  COI  é  um  gene  mitocondrial  e  sua  herança  é  materna,  esse 

cruzamento pode ser do tipo: fêmeas de A. paranae x machos de A. fasciatus ou machos 

de A. paranae x fêmeas de A. fasciatus, uma vez que a herança mitocondrial observada 

foi  associada  a  ambas  as  espécies  neste  estudo.  A  confirmação  final  do  processo  de 

hibridação  ocorreu  com  o  sequenciamento  de  um  fragmento  do  gene  da  proteína 

ribossomal S7, utilizada em estudos anteriores para confirmação das contribuições de 

cada espécie parental em estudos de hibridação (Yaakub et al., 2006; Wallis, et al., 2017). 

Neste estudo, este marcador se mostrou efetivo para diagnóstico da hibridação, uma vez 

que ele não mostrou variações dentro de cada espécie, mas apresentou diferenças fixas 

entre as duas espécies de lambaris, permitindo a observação de heterozigose nos híbridos, 

através dos picos duplos evidenciados nos cromatogramas desses animais.  

Além das análises genéticas, que foram necessárias para confirmação do processo 

de  hibridação,  o  estudo  da  biologia  e  morfologia  reprodutivas  dos  lambaris  forneceu 

evidências da ocorrência natural desse processo na cabeceira do Rio Grande. Os lambaris 

foram  observados  coabitando  um  poço  de  cachoeira,  com  sobreposição  de  período 

reprodutivo, semelhanças morfológicas de gametas, gônadas e estratégias reprodutivas. 
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Esses  dados  compõem  o  conjunto  de  características  ecofisiológicas  reportadas  como 

favorecedoras do processo de hibridação (Bassin et al., 2011). Além disso a análise dos 

híbridos  mostrou  que  mesmo  com  grandes  tamanhos,  nos  quais  as  outras  espécies  já 

apresentavam  atividade  reprodutiva,  os  híbridos  não  apresentaram  sinais  macro  e 

microscópicos de maturação gonadal. A infertilidade de animais híbridos é comumente 

reportada na literatura (Shimizu et al. 1997; Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Piva et al. 

2018) e essas características nos levaram a hipotetizar que os animais deste estudo são 

híbridos  inférteis  resultantes  do  cruzamento  das  espécies  A.  fasciatus  e  A.  paranae. 

Corroborando esta hipótese, a análise microscópica qualitativa e quantitativa das gônadas 

dos híbridos mostrou diversas alterações como: vacuolização e degeneração e células 

germinativas, aumento do tecido intersticial, presença de infiltrado inflamatório, células 

com  características  morfológicas  de  apoptose,  além  da  ausência  de  espermátides  e 

espermatozides e ovócitos pré­vitelogênicos e vitelogênicos nas análises morfométricas. 

A infertilidade de híbridos é frequentemente associada à interrupção da meiose, 

devido à presença de cromossomos extras provenientes de espécies parentais com número 

total de cromossomos diferentes. Embora as espécies  A.  fasciatus e A. paranae  sejam 

reconhecidas  por  serem  filogeneticamente  próximas,  apresentando  baixos  valores  de 

distância genética e radiação recente (Rossini et al., 2016), essas espécies provavelmente 

apresentam  cariótipos  com  diferentes  quantidades  de  cromossomos.  De  fato,  estudos 

mostram que A. paranae apresenta 2n = 50 cromossomos, enquanto A. fasciatus apresenta 

variação de 2n = 46­48 (Morelli et al., 1983; Pazza et al., 2006; Nishiyama et al., 2016), 

o que indica que neste estudo a infertilidade dos híbridos é causada por incompatibilidade 

genética, impedindo a progressão da meiose. Frequentemente, a interrupção da meiose é 

acompanhada por várias alterações morfológicas gonadais. Neste  sentido, no  segundo 

capítulo desta tese, buscamos investigar as vias de sinalização celular nas gônadas dos 

híbridos capazes de justificar a intensa degeneração tecidual observada nesses animais. 

Os  dados  mostraram  a  presença  de  autofagossomos,  autolisossomos  e  corpos 

multilamelares, principais estruturas utilizadas no diagnóstico morfológico de autofagia 

(Hariri  et  al.,  2000;  Kishi­Itakura  et  al.,  2014).  Além  disso,  a  imunolocalização  de 

Beclin1, CatepsinaD e Caspase3 nas gônadas dos peixes, com aumento dessas proteínas 

nos  híbridos  em  comparação  com  as  espécies  parentais,  mostrou  relação  das  vias 

autofágica  e  apoptótica  com  as  alterações  morfológicas  previamente  observadas  nas 

gônadas  dos  híbridos.  De  fato,  alterações  das  vias  autofágica  e  apoptótica,  que 

aparentemente atuam em cooperação,  já  foram associadas à  redução da  fertilidade em 
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camundongos e peixes (Xue et al. 1999; Bursch 2001; Sales et al. 2020), o que parece 

também estar acontecendo com os híbridos do presente estudo. Embora alguns estudos 

tenham buscado avaliar a interação entre essas duas vias (Morais et al., 2012; Cassel et 

al., 2017; Sales et al., 2019), o conhecimento sobre a via autofágica de morte celular ainda 

é limitado, mas indica que degradação proteolítica do volume celular ou a alta degradação 

de fatores de sobrevivência celular causadas pela autofagia podem promover a indução 

de um programa alternativo de morte celular (Nezis et al., 2010; Nikoletopoulou et al., 

2013; Denton & Kumar, 2019). Uma vez que a autofagia é um processo catabólico de 

degradação  lisossomal,  a  CatepsinaD,  que  é  uma  enzima  hidrolítica  dos  lisossomos, 

também apresenta papel importante nesta via,  atuando na degradação de componentes 

celulares (Yue et al. 2003; Kourtis e Tavernarakis 2009). Além deste papel na autofagia, 

a CatepsinaD pode influenciar o processo de morte celular, por meio da degradação de 

proteínas  anti­apoptóticas  e  permeabilização  da  membrana  mitocondrial  quando  esta 

hidrolase ácida é liberada no citosol (Gómez­Sintes et al. 2016).  

A análise histológica das gônadas dos híbridos mostrou que alguns  indivíduos 

apresentam  a  gônada  morfologicamente  mais  alterada  do  que  outros,  assim  como 

demonstrado  por  Wills  et  al.  (2000)  em  híbridos  de  peixe­sol  (Lepomis  cyanellus  x 

Lepomis  macrochirus).  Isso  pode  indicar  que  as  alterações  morfológicas  observadas 

seguem uma dinâmica, onde o indivíduo aparentemente menos alterado possivelmente 

teria  algumas  células  capazes  de  progredir  ligeiramente  na  meiose.  Assim,  algumas 

fêmeas híbridas apresentaram estrutura gonadal contendo poucos ninhos de ovogônias 

normais  e  escassos  ovócitos  perinucleolares.  Outros  indivíduos  apresentaram  uma 

condição  intermediária  de  alterações  gonadais,  na  qual  a  maior  parte  das  células 

observadas apresentaram características apoptóticas e a gônada não apresenta o padrão 

de organização de células germinativas em cistos em machos e ninhos em fêmeas. Por 

fim, os animais mais alterados apresentaram grande predominância de tecido conjuntivo, 

células  em  processo  final  de  degeneração  (sem  núcleo)  e  regiões  de  espaços  brancos 

mostrando  ausência  de  células  do  parênquima  e  apenas  células  intersticiais  e  matriz 

extracelular. Neste sentido, a correlação da expressão das proteínas autofágica (Beclin1), 

lisossomal  (CatepsinaD)  e  apoptótica  (Caspase3)  com  as  alterações  morfológicas 

observadas nas gônadas dos híbridos sugere que em um primeiro momento a autofagia 

pode estar agindo a favor da sobrevivência das células para manutenção da gônada em 

funcionamento. Em um segundo momento, com muitas células germinativas em processo 

de  interrupção  da  meiose,  configurando  o  estado  de  infertilidade  das  gônadas  dos 



75 
 

híbridos,  a  autofagia  pode  ter  atuado  na  ativação  da  apoptose,  com  participação  dos 

lisossomos  neste  processo.  Finalmente,  nossos  achados  em  relação  à  expressão  de 

proteínas da matriz extracelular Fibronectina e Colágeno tipo I indicam que após grande 

quantidade de células germinativas passarem pelo processo de morte por apoptose, uma 

remodelação do tecido gonadal é feita para substituição da área de parênquima por tecido 

conjuntivo, em um processo de cicatrização fibrótica. 

Juntos, os dados do presente trabalho contribuem para o avanço no entendimento 

do processo de hibridação natural, mostrando que as evidências desse processo refletem 

em diferentes níveis de organização gonadal e em alterações de parâmetros reprodutivos; 

e  que  a  autofagia  e  apoptose  podem  estar  envolvidas  na  degeneração  das  gônadas, 

remodelação e fibrose decorrentes da infertilidade em peixes híbridos.  

Além disso, este estudo explora indiretamente o potencial evolutivo e ecológico 

do processo de hibridação entre os lambaris. Considerando que o gênero Astyanax é muito 

diversificado e pouco compreendido, principalmente do ponto de vista da identificação 

de  espécies  e  relação  filogenética  entre  elas,  os  dados  desta  tese  contribuem  para  a 

Biologia da Conservação, a qual deve considerar o nível de incerteza taxonômica devido 

à  hibridação,  para  proteger  a  biodiversidade  como  um  sistema  dinâmico.  A  visão  da 

Biologia da Conservação sobre o contexto deste trabalho é de grande importância, devido 

ao  impacto  antrópico  causado  pelo  grande  número  de  barramentos  na  bacia  do  Rio 

Grande, que possui grande potencial hidrelétrico. Ademais, outras influências antrópicas, 

como  introdução  intencional ou acidental de espécies e mudanças climáticas que que 

alteram  a  dinâmica  hídrica  dos  rios,  podem  interferir  nos  processos  de  hibridação  e 

consequentemente  afetar  a  diversidade  de  lambaris,  que  apresentam  importância 

comercial e ecológica no Rio Grande. 

Considerando, ainda, a visão da Aquacultura sobre o contexto deste trabalho, é 

importante citar o potencial de utilização do híbrido resultante do cruzamento entre as 

espécies A. fasciatus e A. paranae como ferramenta para fins comerciais em processos de 

hibridação  induzida  artificialmente,  uma  vez  que  lambaris  são  peixes  de  interesse 

econômico e as características de comprimento e peso dos híbridos, e/ou sua infertilidade 

podem ser vantajosas na psicultura.  
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5.  CONCLUSÕES 

 

•  As  espécies  A.  fasciatus  e  A.  paranae  apresentam  várias  similaridades  em  suas 

características  ecofisiológicas  reprodutivas,  favorecendo  a  ocorrência  de 

hibridação; 

•  As espécies A. fasciatus e A. paranae são capazes de se intercruzar na cabeceira do 

Rio Grande, gerando híbridos; 

•  A.  fasciatus  e  A.  paranae  são  geneticamente  distintas  e  os  exemplares  híbridos 

compartilham  similaridades  com  ambas  espécies;  porém,  não  apresentam 

divergências  suficientes  para  serem  considerados  uma  outra  espécie  pela 

abordagem taxonômica filogenética; 

•  Os híbridos são inférteis e a infertilidade provavelmente é causada pela interrupção 

da meiose no momento do pareamento de cromossomos homólogos; 

•  Os híbridos apresentam várias alterações morfológicas gonadais; 

•  As alterações gonadais observadas nos híbridos são influenciadas pela ativação das 

vias autofágica e apoptótica, com participação lisossomal; 

•  Nas gônadas dos híbridos, a ativação da apoptose culmina em intenso processo de 

morte de células germinativas; 

•  A fibrose é uma alteração observada nas gônadas dos híbridos, que ocorre devido 

ao remodelamento do tecido, com deposição das proteínas de matriz extracelular 

Fibronectina e Colágeno tipo I. 
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