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1. INTRODUCAO

A producdo aquicola brasileira tem apresentado crescimento consistente nos ultimos anos,
consolidando-se como uma atividade em plena expansédo no pais. Em 2023, a producéo de peixes
cultivados atingiu 888.029 toneladas, representando um aumento de 55% em relacdo a 2022
(PEIXE BR 2023). A tilapia (Oreochromis niloticus), uma espécie exdtica, segue como principal
espécie produzida, com producdo de 592.978 toneladas, correspondendo a 66,8% da produgéo
nacional e apresentando um crescimento de 7,4% (PEIXE BR 2023). Notadamente a producao
de tilapia em cativeiro é o carro-chefe da piscicultura nacional com grande importancia para
desenvolvimento do setor. J& a producdo de peixes nativos representou 27,7% do total, atingindo
246.004 toneladas em 2023, com um recuo de 2,2% em relacdo a 2022 (PEIXE BR 2023). Porém,
esta atividade apresentou recuo de 5,85% em relacdo a producdo de 2020 (278.671t) (PEIXE BR
2020), a qual, por sua vez, ja havia recuado 3,2% em relacdo a 2019 (287.930 t) (PEIXE BR
2021). Portanto, inversamente a producdo de tilapias, apesar de sua importancia para a
piscicultura nacional, a producdo de peixes nativos vem tendo seu espaco reduzido. O cenario
atual (ou seja, declinio na producao de espécies nativas e expanséo da criacdo de tilapias) pode
acarretar reducdo da diversidade de espécies cultivadas no Brasil, 0 que afeta a sustentabilidade
da aquicultura nacional (CAI et al., 2022). Notavelmente, a falha na ovulacéo foi identificada
como um dos trés principais desafios na piscicultura global (BOBE & LABBE, 2010),
impactando significativamente espécies que requerem indugdo hormonal para a desova, como a
maioria das espécies nativas brasileiras. Alcancar o controle sobre a maturacdo sexual, a desova
e a producdo de juvenis de alta qualidade é considerado essencial para o desenvolvimento da
aquicultura (MIGAUD et al., 2013). Portanto, abordar essas questes deve ser uma prioridade
para aumentar a producédo de peixes nativos no Brasil.

O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) pertencente a ordem dos
Characiformes, € utilizado como isca viva para pesca esportiva (SABBAG et al., 2011,
VALLADAO, GALLANI & PILARSKI, 2018). Ademais, os lambaris séo de facil manipulaco
por serem de pequeno porte e de facil manuseio (SABBAG et al., 2011; VALLADAO et al.,
2018), alcangam um comprimento de aproximadamente 20 cm e possuem massa maxima de 40

gramas, sendo amarelas as nadadeiras, escamas com reflexos prateadas e com mancha alongada
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que vai até a ponta dos raios caudais medianos. (BRITSKI et al., 1988; CEMIG/CETEC, 2000),
e possuem um ciclo de producédo de quatro meses (VALENTI et al.,2021). Nos ultimos anos, a
criacdo de lambari tem apresentado crescimento significativo, impulsionada pela expansdo do
mercado, tanto para o segmento de isca quanto para consumo em escala regional (FONSECA et
al., 2022). Atualmente, sua producéo nacional ultrapassa mil toneladas anuais (VELENTI et al.,
2021) e ocorre em mais de 23.000 propriedades aquicolas no Brasil (PEIXE BR, 2020).

A reproducdo de peixes € influenciada por estimulos ambientais captados por receptores
sensoriais no hipotalamo, o qual esta conectado a hip6fise, um importante 6rgao endécrino, por
meio de um peddnculo composto de fibras neurosecretoras (BALDISSEROTTO, 2013; ZOHAR
etal., 2010). A hipofise é regulada por diversos neuropeptidios que sdo produzidos por neurénios
especificos (ZOHAR et al., 2010), desempenhando um papel essencial na producéo e regulacédo
das gonadotrofinas, como o horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH)
(PETER & YU, 1997; LEVAVI- SIVAN et al., 2010, YARON & LEVAVI-SIVAN; 2011). De
acordo com MEHDI e EHSAN (2011), o eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas possibilita a
sincronizacao de todos os processos associados ao ciclo reprodutivo dos peixes. O FSH atua nas
células da teca, convertendo colesterol em testosterona, que se difunde para as células foliculares,
onde ¢ transformada em 17B-estradiol (E2) pela acdo da enzima aromatase P450
(BALDISSEROTTO, 2013). O E2 entdo age no figado, estimulando a sintese de vitelogenina
(NAGAHAMA & YAMASHITA, 2008). Por sua vez, o LH atua nas células foliculares,
promovendo a produ¢ao de 17a-20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP), sendo este hormdnio
fundamental para a maturacdo final dos ovdcitos e, consequentemente, para 0 processo de
ovulacdo (CRESPO et al., 2013; TAKAHASHI et al., 2016).

O DHP atua diretamente na retomada da meiose dos ovocitos, ligando-se a receptores
especificos presentes na membrana plasmatica do ovocito e ativando uma cascata molecular que
envolve os fatores promotores da maturagdo, especialmente o complexo (cdc2-quinase e a
ciclina-B) (NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008). Essa ativacdo desencadeia uma série de
eventos morfoldgicos, como a migracdo da vesicula germinativa (nicleo) em direcdo ao polo
animal, seguida pela ruptura da membrana nuclear — fendmeno conhecido como ruptura da
vesicula germinativa (GVBD) -, além da condensagdo cromossémica, montagem do fuso
meiotico e emissao do primeiro corpusculo polar, eventos que sdo essenciais para a competéncia
do ovocito a fertilizagdo (NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008). Além de seu papel crucial na
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maturacdo final, o DHP também participa do processo de ovulacdo, atuando por meio de sua
interacdo com receptores nucleares, o que leva a inducdo de genes responsaveis pela sintese e
expressao de receptores de prostaglandinas (PGF2a). Essa prostaglandina desempenha um papel
chave na contracdo das células da teca e do foliculo, promovendo a ruptura folicular e,
consequentemente, a liberagdo do ovécito (TAKAHASHI et al., 2013).

2. OBJETIVO

Desenvolvemos anteriormente um experimento para avaliar o efeito de duas substancias
potentes indutoras de ovulagao in vitro do lambari: o 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP)
e a prostaglandina F2a (PGF2a). Observamos anteriormente que todos os tratamentos que
incluiam 1ug DHP mL com ou sem associa¢do com distintas doses de PGF2a apresentaram
ovulacdo bem-sucedida; mas de forma surpreendente, o tratamento com 5000ng PGF2o mL foi
capaz de induzir a ovulacdo independentemente do uso de DHP. Estes resultados foram
analisados anteriormente pela visualizacdo da posicéo e integridade do nucleo por meio de uso
liquido de Serra e analise em estereomicroscépio. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
histologicamente, por meio de MEV e MET as caracteristicas dos ovocitos de cada tratamento,
com o objetivo de confirmar com uma técnica de maior resolucdo se estes ovicitos estavam
realmente ovulados e qual era seu aspecto.

3. REVISAO DA LITERATURA

O desenvolvimento ovocitario em peixes tem sido amplamente estudado por diversos
pesquisadores (BEGOVAC & WALLACE, 1988; BAZZOLI & RIZZO, 1990; TYLER &
SUMPTER, 1996; GRIER, 2000 e 2002). Similarmente ao observado em outros animais, 0
desenvolvimento dos ovdcitos segue as fases pré-meiotica, pré-vitelogénico, vitelogénico e de
maturacdo final. Essas etapas ocorrem de acordo com o ciclo reprodutivo do animal, durante o
qual os ovocitos passam por diferentes estadgios de crescimento, diferenciagdo e maturagdo
(WALLACE & SELMAN, 1981). Tais fases acontecem no interior de foliculos onde a parede é
formada pela zona radiata, camada folicular, membrana basal e teca (GRIER, 2000).

Os ovarios de teledsteos consistem em oogonias, odcitos e células foliculares
circundantes, tecido de suporte ou estroma e tecido vascular e nervoso (NAGAHAMA, 1994). O

desenvolvimento ovariano pode ser analisado macroscopicamente com as alteracfes de forma,
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tamanho, cor e textura das génadas (VAZZOLER,1996; WALLACE & SELLMAN, 1981). Com
o0 crescimento dos ovocitos, as células foliculares se multiplicam e formam uma camada folicular
continua (camada de células da granulosa). Simultaneamente, os elementos do tecido conjuntivo
estromal circundante também se organizam para formar a camada externa distinta do envelope
folicular (a camada tecal). Portanto, os o6citos vitelogénicos, como os de outros vertebrados, sao
compostos de duas camadas celulares principais, uma camada externa de células da teca e uma
camada interna de células da granulosa, separadas uma da outra por uma membrana basal distinta
(NAGAHAMA, 1994).

Desde a década de 1970, cientistas de diversos paises que reproduzem espécies em
cativeiro (JALABERT et al., 1977; JALABERT & SZOLLOSI, 1975; FUJIMORI et al., 2011;
TANG et al., 2016 e 2017) tém investigado sistemas in vitro para compreender tanto as causas
de falhas na ovulagdo quanto 0s mecanismos que regulam esse processo.

Uma das principais vantagens dos estudos in vitro é a possibilidade de testar, de forma
eficiente e em um curto periodo, uma ampla variedade de hormonios e dosagens. Os sistemas de
cultivo celular permitem gerar dados em uma escala mais reduzida e controlada (in vitro),
contribuindo para a reducdo no uso de peixes e horménios. A aplicacdo direta de agentes
hormonais em culturas in vitro, que aparentam desempenhar um papel relevante na maturagéo
final dos odcitos e na ovulagdo, tem sido amplamente empregada. Essa abordagem possibilitou
o desenvolvimento de protocolos precisos para diversas espécies cultivadas globalmente
(JALABERT & SZOLLOSI, 1975; HAGIWARA et al., 2014; TANG et al., 2016 e 2017).

Uma forma de avaliar a viabilidade de odcitos e células foliculares seria a analise
morfoldgica e ultraestrutural e métodos de coloracdo especificos associados a histologia cléssica
(GORDON, 1994). Dessa forma, a caracterizagdo histologica das células foliculares de lambari
requer técnicas mais avangadas, como a microscopia eletronica de varredura (MEV), que permite
a visualizacdo detalhada da superficie celular em alta resolucéo. Essa técnica é fundamental para
a observacdo das caracteristicas morfoldgicas externas das células, possibilitando a anélise da
topografia, textura e integridade da superficie celular (DE CASTRO, 2002) sendo importante
para entender a fisiologia reprodutiva do lambari e podendo contribuir para o desenvolvimento
de estratégias de manejo e conservacao da espécie.

Além do MEV, o microscopio eletrénico de transmissdo (MET) desempenha um papel

fundamental na analise de materiais biolégicos, permitindo a obtencao de imagens detalhadas do
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interior celular. Essa técnica viabiliza investigaces aprofundadas sobre a morfologia das células
e a estrutura de suas organelas. Um MET moderno é composto por cinco a seis lentes magnéticas,
além de bobinas eletromagnéticas de deflexdo e aberturas estrategicamente posicionadas ao
longo do percurso do feixe eletrénico. Entre esses elementos, destacam-se trés componentes
essenciais para os fendmenos de difragéo eletronica: a lente objetiva, a abertura objetiva e a
abertura seletiva de difracdo. As lentes projetoras, por sua vez, tem a funcéo de direcionar o feixe
de elétrons de maneira paralela, garantindo intensidade suficiente para a incidéncia sobre a
amostra (GRIMSTONE, 1980; GALLETI, 2003).

A formacdo das imagens ocorre a partir da interagdo inicial do feixe de elétrons com a
amostra, que precisa ser mantida sob alto vacuo. Tanto a exposi¢do ao vacuo guanto a irradiacdo
eletrénica durante a analise podem comprometer a integridade da amostra, 0 que representa um
desafio significativo, especialmente para materiais bioldgicos, conhecidos por sua fragilidade e
delicadeza (FARINA, 1998; KITAJIMA, 1998). No contexto da reproducdo, a MET € importante
para entender a fisiologia reprodutiva do Astyanax altiparanae, possibilitando uma analise
minuciosa das células foliculares e podendo contribuir para o desenvolvimento de estratégias de

manejo e conservacao da espécie’

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

O projeto foi submetido e aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
sob 0 n® 1578/21, de acordo com os preceitos de lei e normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e, depositado no Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN sob o
cadastro ADF2D24.



4.2 Delineamento experimental

Para o desenvolvimento do projeto, foram utilizadas fémeas adultas e maduras de A.
altiparanae, os peixes foram mantidos em viveiros de 200m? com densidade de 50 peixes por m?
com abastecimento de agua de aproximadamente, 20L min.

Para a selecdo das fémeas maduras, foram analisados aspectos morfoldgicos externos, tais
como: auséncia de espicula na nadadeira anal, ventre abaulado e macio, papila urogenital
proeminente e avermelhada. Apos a selecdo, as fémeas foram alocadas em baldes com aeradores,
levados para o laboratorio e eutanasiadas por excesso de anestésico (benzocaina 0,5g/L). Apds
esta etapa, foi feita uma incis@o abdominal lateral para a retirada dos ovarios.

Para a indugdo hormonal in vitro, foram utilizadas 5 fémeas maduras para retirada dos
fragmentos ovarianos, esses fragmentos passaram por dissociagdo mecénica, a fim de separar 0s
odcitos. Tal dissociacdo mecénica foi realizada no estereomicroscépio com o auxilio de duas
seringas acopladas a agulhas (0,8 x 25mm). Apds a dissociacdo mecéanica, os foliculos ovarianos
com ovdcitos vitelogénicos completos foram mantidos em meio de cultura Leibovitz L-15
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a 25°C. Posteriormente foram transferidos para placa de Petri
(35 X 10 mm) e cultivados em 4 mL de Leibovitz L-15 suplementado com 100 pg/mL de
gentamicina (pH 7,5). Para isto, cada unidade experimental (placa de 3 ml com
aproximadamente 30 foliculos) foi mantida por 7 horas em leve agitacdo em Shaker de bancada
(45 rpm) (Imagem 1) com temperatura controlada entre 26-28°C fazendo troca de 1,5 ml de meio
de cultura a cada 30 minutos.

Todos os tratamentos (Figura 1) tiveram a primeira dose hormonal in vivo e a segunda
dose in vitro (o grupo controle ndo recebeu a segunda dose, seus foliculos foram mantidos apenas

no meio de cultura Leibovitz L-15). Os tratamentos foram assim constituidos:

° Controle - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg EBHC - Extrato bruto de hipéfise de carpa).

Incubacdo in vitro somente com meio de cultura.

° 1ng DHP - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg-1 EBHC). Incubagéo in vitro com lug
DHP/mL de meio de cultura L-15



° 1pg DHP + 50ng PGF2a - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg/ EBHC). Incubagéo in vitro
com lug DHP/mL e 50ng de PGF2a /mL de meio de cultura L-15

° 1ug DHP + 500ng PGF2a - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg/ EBHC). Incubacéo in
vitro com lug DHP/mL e 500 ng de PGF2a /mL de meio de cultura L-15

° 1ug DHP + 5000ng PGF2a. - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg/ EBHC). Incubacédo in
vitro com 1ug DHP/mL e 5000 ng de PGF2a /mL de meio de cultura L-15

° 50ng PGF2a - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg/ EBHC). Incubacéo in vitro com 50ng
de PGF2a/mL de meio de cultura L-15

° 500ng PGF2a - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg/ EBHC). Incubacéo in vitro com 500ng
de PGF2a /mL de meio de cultura L-15

° 5000ng PGF2a - 12 dose in vivo (0.6 mg.Kg/ EBHC). Incubagéo in vitro com
5000ng de PGF2a /mL de meio de cultura L-15



Figura 1.Design experimental dos tratamentos in vitro de foliculos ovarianos de Astyanax altiparanae.
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Imagem 1. Shaker de agitacédo

(Fonte: Arquivo pessoal)

Para as analises histoldgicas dos foliculos pos-tratamento, o pellet obtido contendo os
foliculos de cada tratamento foram processados para histologia convencional para descricdo de
suas caracteristicas morfologicas em cada tratamento.

No procedimento histologico a amostra foi fixada 24 horas em solucdo Karnovsky
modificada (4% paraformaldeido e 2% glutaraldeido em tampdo fosfato de Sorensen, 0,1 M, pH
7,2) passando por alcool em ordem crescente de concentracdo (alcool 70% até 95%). Apds a
infiltracdo, a amostra foi incluida em Historesina (Technovit 7100, Kulzer Histo-Technik) e
deixada para solidificar em temperatura ambiente. Com a amostra polimerizada, cortes finos

entre 3 a Sum foram feitos com micrétomo (Imagem 2A), que permite observar a amostra em



laminas de microscopia. Os cortes foram entdo corados pelo método de Hematoxilina e Eosina

(H.E) (Imagem 2B), que permite a visualizacdo das estruturas celulares.

Imagem 2. Micrétomo e Lamina corada (H.E)

(Fonte: Arquivo pessoal)

Foram selecionadas um total de 20 amostras (Imagem 3A) dos tratamentos: controle; 1ug
DHP; 1ug DHP + 50ng PGF2a; 1pg DHP + 500ng PGF2a; 1pg DHP + 5000ng PGF2a; 50ng
PGF2a; 500ng PGF2a e 5000ng PGF2a para o processamento de MEV e logo em seguida foram
preparadas as seguintes solugdes: tampéao fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,2), solugdes desidratantes
alcodlicas a 30%, 50%, 70%, 80% e 90%, e solugdo de tetroxido de 6smio a 1% em tampdo
fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,2).

Ap0s a remocao da solucdo fixadora de Karnovsky, as amostras foram lavadas trés vezes
com tampao fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,2). Em seguida, o tampéao foi descartado, e as amostras
foram fixadas em solucdo de tetréxido de ésmio a 1% (Imagem 3B). Os tubos Eppendorf
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contendo as amostras foram mantidos em capela de exaustdo a temperatura ambiente por 24
horas.

Apos o tempo de fixacdo, a solucdo de tetréxido de 6smio foi removida, e as amostras
foram lavadas novamente trés vezes com tampédo fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,2).
Posteriormente, iniciou-se o processo de desidratacdo (Imagem 4A) utilizando a série crescente
de solucdes alcodlicas a 30%, 50%, 70%, 80% e 90%, com imersdo por 15 minutos em cada
concentracdo, mantendo as amostras refrigeradas durante os intervalos. Finalmente, as amostras
foram submetidas ao processo de metalizacdo (Imagem 4B) e, em seguida, analisadas no
microscépio eletrénico de varredura para obtencdo das micrografias (Imagem 5A-B).

Imagem 3. Amostras

(Fonte: Arquivo pessoal)
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Imagem 4. Amostras desidratadas e metalizacao

(Fonte: Arquivo pessoal)

Imagem 5. Obtencao das micrografias em MEV

(Fonte: Arquivo pessoal)
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Foram selecionadas 8 amostras submetidas & MET. Inicialmente, as amostras foram
lavadas trés vezes, por 10 minutos cada, em tampao 0,1 M correspondente ao fixador Karnovsky.
Posteriormente, realizou-se a p6s-fixacdo com tetréxido de ésmio a 1% por 2 horas, seguida de
nova lavagem em tampé&o 0,1 M (trés vezes por 10 minutos). As amostras foram entéo submetidas
a impregnacgdo com acetato de uranila a 1%, sendo deixadas em incubagdo na geladeira por um
periodo de 12 a 18 horas ("overnight™).

Em seguida, procedeu-se a desidratacdo em séries crescentes de acetona (Merck), com
intervalos de 10 minutos em concentragdes de 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%. A
infiltracdo foi realizada com uma mistura 1:1 de resina (epon/eraldite) e acetona, por um periodo
minimo de 4 horas. Apds essa etapa, as amostras foram colocadas em estufa a 70°C por 3 dias
para a infiltracdo da resina (Imagem 6A). Por fim, os blocos foram desemblocados e submetidos
a microtomia para obtencdo dos cortes ultrafinos (Imagem 6B), em seguida, analisadas no MET
(Imagem 7A-B-C-D) para obtencdo das micrografias.

Imagem 6. Infiltracdo de resina e cortes ultrafinos

(Fonte: Arquivo pessoal)
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Imagem 7. Amostras para analise em MET

(Fonte: Arquivo Pessoal)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

As observacdes por histologia e MEV confirmaram os resultados obtidos por analise em
liquido de Serra e permitiram conclusdes mais aprofundadas. Por meio de analises histoldgicas
observamos que no tratamento controle, os foliculos apresentaram predominantemente nucleos
centrais e integros, no citoplasma os granulos de vitelo apresentavam padrdo homogéneo e
externamente tanto por microscopia de luz como por varredura se observa ondulacdes na camada
folicular (Figura 2A) que correspondiam as ranhuras encontradas nestes ovocitos (Figura 2C).
No tratamento controle, as micropilas estavam predominantemente fechadas (Figura 2B), uma
caracteristica associada a ovocitos em estagio imaturo, visto que durante a fase folicular o que se
observa € a célula precursora da micropila, que sé se tornara a micrdpila funcional apos a
ovulagdo, quando ocorre a perda da camada folicular (JALABERT; SZOLLOSI, 1975;
HAGIWARA et al., 2020).

Os resultados obtidos por MET corroboram esses achados, revelando uma zona radiata
(ZR) com aspecto eletrodenso, sem formacgdo de poros ou sinais de modificacdo estrutural
(Figura 3D). Essa morfologia € compativel com ovdcitos que ndo retomaram a meiose e
permanecem na fase vitelogénica final, sem os eventos celulares caracteristicos da maturagao
final (WALLACE; SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1994; TYLER; SUMPTER, 1996).

Nos ovocitos submetidos ao tratamento com 1 pg de DHP/mL, observaram-se padrdes
morfoldgicos compativeis com ovdcitos em processo de maturacdo final e ovulacdo. A MEV
evidenciou descontinuidade na camada folicular e micropilas abertas (Figura 2G), enquanto a
MET revelou heterogeneidade na organizacgdo da ZR, indicando uma possivel variacao individual
na resposta dos ovocitos ao estimulo hormonal (HAGIWARA et al., 2020). Essa variagdo intra-
grupo € comum em teledsteos, sendo atribuida tanto a heterogeneidade intrinseca do lote
ovocitario quanto as diferencas na sensibilidade das células foliculares a indugdo hormonal
(NAGAHAMA, 1994).
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Figura 2. Analise in vitro de foliculos ovarianos de Astyanax altiparanae. Micrografias obtidas por
histologia (A, D, E) e por MEV (B, C, F, G,H) de foliculos ovarianos submetidos a distintos tratamentos: A,
B e C: controles. D, F, G: 1ug DHP/mL. E, H: 5000ng PGF2a/mL. Barra de escala: (A)500um. (B, F,)20um.
(C, G)10um. (D, E)500um. (H)2um. NC: nlcleo central. SN: sem nlcleo. MC: micrdpila. CR: c6rion

De forma semelhante, nos ovdcitos tratados com 5000 ng de PGF2o/mL (Figura 2E e 2H)
e 1 png de DHP/mL (Figura 2F) a MEV mostrou ruptura da camada folicular e exposicdo do
corion, indicando ovdcitos em estagio avancado de maturacdo. A MET complementou essa
analise ao revelar uma ZR com poros bem definidos (Figura 3A e 3B), evidenciando aumento na
permeabilidade da membrana vitelinica. A ZR — também conhecida como envelope vitelinico
devido ao seu padrédo de organizacdo em feixes radiais, formado por proteinas do dominio ZP,
que conferem resisténcia mecanica e seletividade durante a fertilizacdo (WASSARMAN; LIU,
2018) — apresentou modificacdes estruturais que sdo indicativas da maturacdo final. A formacéo
de poros na ZR é um evento bem documentado, estando relacionada ao aumento da
permeabilidade, essencial tanto para os processos de digestdo da camada folicular quanto para a
posterior fertilizacdo (WASSARMAN; LIU, 2018; TYLER; SUMPTER, 1996; NAGAHAMA,
YAMASHITA, 2008). Esse padrao estrutural confirma a eficacia da PGF2a, em altas
concentracdes, na inducdo dos eventos celulares associados tanto a maturacdo final quanto a
ovulacdo (HAGIWARA et al., 2020; TAKAHASHI et al., 2013).

Por outro lado, o tratamento com 500ng de PGF2o/mL apresentou discrepancias
importantes entre as andlises realizadas pelas duas técnicas. A MEV revelou uma superficie
folicular aparentemente integra, sem sinais de ruptura, enquanto a MET demonstrou uma ZR lisa,
sem 0s poros caracteristicos dos ovocitos em maturacdo avancada (Figura 3C). Esses achados
indicam que, apesar de algumas alteracdes externas, 0s ovocitos ndo atingiram completamente o
estagio final da maturacdo, permanecendo em uma fase intermediaria, sem ocorréncia de eventos
como a ruptura da vesicula germinativa e a reorganizacdo da zona radiata (WALLACE;
SELMAN, 1981; TYLER; SUMPTER, 1996; NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008)Ja no grupo
controle (Figura 3D), a ZR manteve-se estruturalmente intacta e eletrodenso (EL), caracterizando
ovécitos ainda imaturos, uma vez que a auséncia de poros na zona radiata, a integridade da
camada folicular e o aspecto eletrodenso sdo caracteristicas tipicas de ovécitos que permanecem
na fase vitelogénica final, sem retomada da meiose (WALLACE; SELMAN, 1981,
NAGAHAMA, 1994; TYLER; SUMPTER, 1996).
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Ja no tratamento de 1ug DHP/mL+5000ng PGF2o/mL (Figura 3E) revelou uma ZR com
poros evidentes e uma mitocondria (MI), sugerindo que a associacdo dos hormonios
potencializou a resposta de maturagéo. Por outro lado, no tratamento 50ng PGF2a/mL (Figura
3F), a ZR apresentou-se semelhante ao controle, indicando que essa dose ndo foi suficiente para
induzir modificagOes estruturais significativas.

No tratamento com Ipug DHP/mL, foram observadas variacdes estruturais dentro do
mesmo grupo experimental. Enquanto na (Figura 3G) a ZR apresentava poros bem evidentes, ja
na (Figura 3H) ela se mostrou mais lisa, sem perfuracdes. Isso sugere que pode ocorrer diferencas
individuais na resposta dos ovécitos a inducdo hormonal, associadas a diferencas fisioldgicas

entre as réplicas.
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Figura 3. Analise in vitro de foliculos ovarianos de Astyanax altiparanae. Micrografias obtidas por MET (A, B,
C, D, E, F, G, H) de foliculos ovarianos submetidos a distintos tratamentos: A, B: 5000ng PGF2a/mL. C: 500ng
PGF2a/mL. D: Controle. E: 1pg DHP/mL+5000ng PGF2a/mL. F: 50ng PGF2o/mL. G, H: 1pg DHP/mL. EL:
eletrodenso; MI: mitocondria; ZR: zona radiata. Barra de escala: (A, B, E, G) 5um. (C, H) 2um. (D, F) 10pum.

A comparacdo entre MEV e MET permitiu compreender de maneira abrangente os efeitos
dos hormoénios DHP e PGF2a sobre a maturagdo ovocitaria de A. altiparanae. As alteragdes
observadas na zona radiata, na camada folicular e na formacdo ou abertura da micropila sdo
consistentes com os processos fisioldgicos descritos para a maturacdo final e ovulacdo em
teledsteos (JALABERT etal., 1977; HAGIWARA et al., 2020; TAKAHASH I et al., 2013). Esses
resultados confirmam que tanto o DHP quanto a PGF2a, especialmente em concentragdes mais
elevadas, séo capazes de promover alterac@es estruturais compativeis com a retomada da meiose
e 0 preparo para a ovulagédo, engquanto a auséncia de estimulo ou doses mais baixas resultam na
manutencao dos ovocitos em estagio imaturo. Além disso, os dados reforcam achados ja descritos
na literatura, como no estudo de Joy e Singh (2013), que evidenciaram a capacidade da PGF2a
em induzir GVBD e ovulagdo in vitro na espécie Heteropneustes fossilis, sugerindo que, sob
determinadas condicdes, essa prostaglandina pode atuar de maneira independente dos esteroides

maturacionais tradicionais, como o DHP.
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6. CONCLUSAO:

Os resultados deste estudo demonstraram que as analises ultraestruturais realizadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) foram fundamentais para
corroborar os dados obtidos previamente na avaliagdo do liquido de Serra, permitindo confirmar,
com técnicas de maior resolucdo, o real estagio dos ovocitos submetidos aos diferentes
tratamentos hormonais. Dessa forma, foi possivel avaliar de maneira detalhada as caracteristicas
morfoldgicas associadas a maturacdo final e a ovulacdo dos ovdcitos de Astyanax altiparanae

em condigdes in vitro, atendendo plenamente ao objetivo proposto.

Os achados ultraestruturais refor¢am, ainda, a hipétese de que a PGF2a pode exercer um
papel direto na inducdo da maturacéo final e da ovulacao, de forma independente do DHP, desde
que em dosagens adequadas. Diante desses resultados, este trabalho oferece uma contribuicdo
relevante para o desenvolvimento de protocolos de reproducdo induzida e para o avango das
biotecnologias reprodutivas aplicadas a espécie A. altiparanae. As evidéncias obtidas indicam
que a utilizagdo de PGF2a, isoladamente ou em associagdo com DHP, pode ser uma estratégia
eficiente para promover a maturacdo final dos ovocitos, representando uma alternativa
promissora para a reproducdo controlada em sistemas de cultivo. Para consolidar essas
estratégias, futuros estudos deverdo abordar a influéncia do tempo de exposi¢do hormonal, a
interacdo com outros compostos indutores e, sobretudo, avaliar a viabilidade e o potencial de
fertilizacdo dos ovdcitos submetidos a maturacdo in vitro, visando ampliar as ferramentas

disponiveis para 0 manejo reprodutivo sustentavel dessa espécie.
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7. RESUMO

A aquicultura sé é possivel gracas aos métodos de producdo de formas jovens em
cativeiro. Para as espécies nativas, que representam cerca de 30% da producdo piscicola nacional,
a hipofisacdo (método mais usado) apresenta muitas falhas e o uso de produtos sintéticos esta
longe de ser uma realidade nos empreendimentos que produzem alevinos. As raz0es para estas
falhas estdo em inicio de elucidacdo e uma forma de avancar neste tema seria o desenvolvimento
de estudos in vitro isolando variaveis e usando 0os mesmos indutores hormonais usados in vivo.
Neste contexto, desenvolvemos anteriormente um experimento para avaliar o efeito de duas
substancias potentes indutoras de ovulagdo: o 170,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) e a
prostaglandina F2a (PGF2a). Observamos que todos os tratamentos que incluiam 1ug DHP mL
com ou sem associagdo com distintas doses de PGF2a apresentaram ovula¢do bem-sucedida;
mas de forma surpreendente, o tratamento com 5000ng PGF2a mL foi capaz de induzir a
ovulacdo independentemente do uso de DHP. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar
histologicamente e por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) as caracteristicas dos ovoécitos de cada tratamento. Neste
experimento, foram utilizados fragmentos de ovario de cinco fémeas maduras e tratadas com
diferentes doses de DHP e PGF20 em meio de cultura Leibovitz L-15. Todos 0s grupos, incluindo
os controles, receberam a 12 dose convencional in vivo de extrato bruto de hipofise de carpa
EBHC (0.6 mg. Kg'EBHC) e os foliculos ovarianos foram processados para analise histoldgica,
MEV e MET. As observacdes por histologia, MEV e MET confirmaram os achados obtidos por
analise em liquido de Serra e permitiram conclusdes mais aprofundadas. Nos tratamentos que
envolveram o uso de DHP, os ovdcitos eram predominantemente do tipo GVBD, com vesicula
germinativa migrada e rompida, 0 mesmo sendo observado no tratamento que envolveu 5000ng
PGF2a mL. O presente estudo confirmou a eficiéncia dos tratamentos com DHP associado com
distintas doses de PGF2a mL ou 5000ng PGF2a mL foram capazes de induzir a maturagao final
e ovulacdo em foliculos de a. altiparanae. Enquanto os controles ¢ as doses de PGF2a mL

inferiores a 500ng mL foram incapazes de induzir estes processos

Palavras-chave: in vitro; reproducdo; reproducdo induzida; sustentabilidade; lambari
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8. ABSTRACT

Aquaculture is only possible thanks to methods for producing juvenile forms in captivity.
For native species, which account for about 30% of national fish production, hypophysation (the
most widely used method) presents many failures, and the use of synthetic products is still far
from becoming a reality in hatchery enterprises. The reasons for these failures are just beginning
to be elucidated, and one way to advance this topic would be through in vitro studies that isolate
variables and use the same hormonal inducers applied in vivo. In this context, we previously
developed an experiment to evaluate the effect of two potent ovulation-inducing substances:
17a,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) and prostaglandin F2a (PGF2a). We observed that
all treatments including 1 pg DHP/mL, with or without association with different doses of
PGF20, showed successful ovulation; however, surprisingly, the treatment with 5000 ng
PGF2a/mL was able to induce ovulation independently of DHP. Thus, the objective of this study
was to evaluate histologically and through scanning electron microscopy (SEM) and transmission
electron microscopy (TEM) the characteristics of oocytes from each treatment. In this
experiment, ovarian fragments from five mature females were treated with different doses of
DHP and PGF2a in Leibovitz L-15 culture medium. All groups, including controls, received the
first conventional in vivo dose of crude carp pituitary extract (CPE) (0.6 mg-kg CPE), and
ovarian follicles were processed for histological, SEM, and TEM analyses. Observations by
histology, SEM, and TEM confirmed the findings obtained through Serra's fluid analysis and
provided more in-depth conclusions. In treatments involving DHP, oocytes were predominantly
of the GVBD type, with migrated and broken germinal vesicles, the same being observed in the
treatment with 5000 ng PGF2a/mL. This study confirmed the effectiveness of treatments with
DHP associated with different doses of PGF2a or 5000 ng PGF2a/mL in inducing final
maturation and ovulation in a. altiparanae follicles, while controls and PGF2a doses below 500

ng/mL were unable to induce these processes.

Keywords: in vitro; induced reproduction; reproduction induced; sustainability; lambari
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