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Resumo

No estuario amazénico A espécie Crassostrea gasar vem sendo cultivado por pescadores locais
da regido. PCNA e Caspase- 3 sdao marcadores celulares envolvidos na proliferacdo e morte
celular, dois processos bioldgicos essenciais para homeostasia tecidual. Porém pouco se sabe a
respeito de suas atividades sob influéncias de fatores abioticos em gdnada masculina de ostra.
Devido a importancia socioeconémica e ecoldgica da espécie Crassostrea gasar, este estudo
teve como objetivo avaliar se as variacdes dos fatores abidticos sdo determinantes para o
equilibrio do processo de proliferacdo e de morte das células germinativas de C. gasar. Foram
obtidos um total de 227 exemplares de ostras, que foram capturadas de duas localidades. Area
1,119 individuos (Vila de Nova Olinda -Pa) e area 2, 108 idividuos (Curuca -Pa), entre junho/
2009 a maio/2010. O estudo foi dividido em quatro periodos sazonais: transicional chuvoso-
seco, seco, transicional seco-chuvoso e chuvoso. Salinidade, pH, temperatura e concentracdo
de oxigénio dissolvido na 4gua foram medidos in situ por uma sonda multiparametros durante
a coleta dos espécimes. Uma média de 20 exemplares foi coletada mensalmente em cada area
de cultivo. Apoés a coleta os exemplares foram anestesiados e eutanasiados para retirada das
gbnadas que foram submetidas as técnicas histologicas de rotina para caracterizagdo e
determinacdo dos estadios de maturacao. Réplicas das laminas previamente identificadas foram
submetidas a imunolocalizagdo para PCNA e para Capase-3. Pela morfometria foram
determinados indices tubulares de proliferacéo celular (IPT) e de apoptose (IAT) pela contagem
das células com imunolocalizacéo positiva por estadio de maturacao das duas areas. Dos fatores
abioticos analisados, a salinidade e a precipitacdo foram os parametros que mais variaram, e
diferiram significativamente entre as areas, ao longo de todo o estudo. Constatou-se diferengas
nos diametros dos tdbulos durante o desenvolvimento gonadal. Foram encontradas variagdes
nas atividades proliferativa e apoptética na linhagem germinativa das ostras das duas
localidades, visto que area 1, onde a média de salinidade foi maior, apresentou indices similares
de atividade de Caspase- 3 e de PCNA, diferentemente da area 2, onde apresentou mais células
em apoptose do que em proliferacdo. Essas informacdes podem contribuir para o manejo
reprodutivo de C. gasar na regido amazoénica, pois o a area 1 apresenta melhores condic6es para
desenvolvimento e reproducdo da espécie. Este estudo pode servir como modelo de estudo para
futuros trabalho cujo ambiente sofre acdo de poluentes organicos e inorganicos.

Palavras-chaves: Bivalve, Reproducéo, Salinidade, Apoptose, Proliferacao Celular



Introducéo Geral

A malacocultura é uma das atividades aquicolas mais promissoras e o conhecimento dos
processos reprodutivos sdo necessarios, visto que a reproducao € um dos processos fisioldgicos
mais importantes no ciclo de vida de qualquer espécie de bivalve (Alvarez, 1991; Franco et al.,
2008; Enriquez-diaz et al., 2009).

O ciclo reprodutivo € um conjunto de eventos que ocorre a partir da ativacdo do
desenvolvimento do tecido gonadal até a producdo das células sexuais maduras e posterior
liberacdo do gameta no ambiente para que ocorra a fecundagdo. Este processo bioldgico é
influenciado por fatores externos como salinidade, temperatura, oxigénio e pH, bem como
fatores internos como hormonios e a dinamica celular (Cheng et al.; 2002; Gosling, 2003;
Franco, 2008 (Paixdo et al., 2013; Sampaio, et al., 2017).

No estuario amazénico a pluviometria e a variacdo da salinidade sdo determinantes na
reproducéo de C. gasar, diferentemente de outras regides de clima temperado que a temperatura
é o fator limitante para a reproducédo de C. gigas, (Chavez-Villalba et al., 2007; Enrique-Diaz
et al. 2009), em C. virginica (Lango-Reynoso, 2006), em C. corteziensis (Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008).

A ostra do mangue, Crassostrea gasar (Fig. 1), é a espécie nativa que ocorre na costa
amazonica (Lapégue et al., 2002, Melo et al., 2010) que vem sendo tradicionalmente explorada
para consumo local e comercializacdo regional. Essa espécie habita ambientes lodosos ou
rochosos formando bancos naturais no leito dos rios, permanecendo submersas ou
alternadamente emersas pelas variagdes da maré (Varela et al., 2007). Devido ao intenso
consumo na regido, a ostreicultura pode ser uma alternativa para atender as demandas de
mercado e deve ser desenvolvida de forma responsavel através do estabelecimento de cultivos
controlados (Borghetti et al., 2003) com metodologias adequadas as condicdes locais e dessa
forma evitar que a exploragé@o do recurso possa atingir seu limite biologico de renovacao.

C.gasar € euralina, como as demais ostras do seu género. Contudo apesar da grande
tolerancia destes bivalves a salinidade, a duracéo das variacGes e dos altos valores da salinidade
podem ocasionar alteragdes no crescimento, desenvolvimento fisiologico e morfoldgico,
afetando a sobrevivéncia desses animais no cultivo (Cheng et al., 2002; Taylor et al., 2004;
Christo & Absher, 2006).



10

Figura 1- Exemplares de Crassostrea gasar

O Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular- (PCNA) € uma proteina eucaridtica
nuclear altamente conservada que apresenta uma participacdo neste processo, sendo este
observado nos nucleos das células em divisdo, que se acumulam na fase G1 do ciclo celular,
atingindo seu nivel mais elevado durante a fase S (Ueda et. al., 2013). Em espécies de moluscos,
o PCNA também tem sido utilizada para identificar a proliferacdo das células do epitélio
germinativo e dos hemacitos de C. gigas (Hanselmann et al., 2000; Franco et al., 2010 ), para
estabelecer a distribuicdo de proliferagdo celular na glandula digestiva do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis (Motta, et. al., 2013), em bivalves para identificar células em proliferacéo nas
células da linhagem espermatica, pois esta proteina também esta envolvida na manutencédo da
homeostase do tecido, auxiliando na regeneracdo dos tubulos seminiferos (Maga & Hubscher,
2003; Franco et al., 2010).

Apoptose € o processo de morte celular programada essencial nos diversos processos
bioldgicos tais como metamorfose, morfogénese embrionaria, e remodelamento tecidual. E
também um importante mecanismo de defesa do organismo vertebrados para remogédo de
células danificadas (Gupta, 2003; Grivicich, et al., 2007; Ueda et. al., 2013).

Os estudos comparativos do mecanismo apoptético entre os organismos de vertebrados
e invertebrados levou ao conhecimento de que este € um processo multifuncional altamente
conservado evolutivamente e desempenha um papel crucial na homeostase celular, no
desenvolvimento embrionario e na defesa imunologica em organismos multicelulares
(Sokolova et al., 2004; Buckland-nicks & Tompkins, 2005).
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As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a familia das
cisteinas proteases (possuem uma cisteina no sitio ativo) que tém a capacidade de reconhecer e
clivar substratos que possuam residuos de aspartato. As caspases sinalizam para a apoptose e
clivam esses substratos levando a condensacdo e fragmentacdo nuclear, exposicdo de
fosfolipidios na membrana que irdo sinalizar para estas células.

Especificamente a Caspase 3 desempenha um papel central das proteases que clivam
substratos citoplasmicos e nucleares, agindo como efetoras na fragmentacéo celular, reforcando
a seletividade e a especificidade de apoptose (Buckland & Tompkins, 2005). Conhecer 0s
efeitos da interacdo entre ostras e o ambiente pode promover melhorias ao cultivo em larga
escala (Funo et al., 2015), especialmente em regies onde ndo ha producao de sementes de ostra
em laboratdrio e o cultivo depende exclusivamente da captacdo artesanal em ambiente natural
(Legat et al., 2017).

Em fungdo da importancia socioeconémica dos moluscos bivalves, em especial ao
género Crassostrea, é fundamental o desenvolvimento de técnicas que permitam melhorar a
qualidade reprodutiva desses animais, sendo este, um dos processos fisioldgicos mais
importantes no ciclo de vida de qualquer ser vivo. Diante disso, o presente estudo propGe avaliar
se as variacdes dos fatores abidticos sdo determinantes para o equilibrio do processo de
proliferacdo e de apoptose das células da linhagem espermatica de C. gasar cultivada ambiente

natural em duas localidades estuario amazonico, Augusto Correa e Curuca.

Objetivos
Geral

Avaliar o efeito dos fatores ambientais sobre atividades de PCNA e de Caspase- 3
durante a maturacdo testicular de ostra do mangue Crassostrea gasar, Mollusca, Bivalve
(adanson, 1757)

Especificos
e Quantificar as células que sofrem apoptose e proliferacdo durante o desenvolvimento
gonadal nas duas localidades de estudo;
e Relacionar a marcacao das proteinas Caspase-3 e PCNA com os fatores abioticos nas duas
areas de estudo;
e Quantificar pela morfometria 0 tamanho dos tubulos espermaticos durante os estadios

gonadais.
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Resumo

PCNA e Caspase- 3 sdo marcadores celulares envolvidos na proliferacdo e morte celular, dois
processos bioldgicos essenciais para homeostasia tecidual. Porém pouco se sabe a respeito de
suas atividades sob influencias de fatores abidticos em génada masculina de ostra. Devido a
importancia socioeconémica e ecoldgica da espécie Crassostrea gasar, este estudo teve como
objetivo avaliar se as variacOes dos fatores abidticos sdo determinantes para o equilibrio do
processo de proliferacdo e de morte das células germinativas de C. gasar. Foram obtidos um
total de 227 exemplares de ostras, que foram capturadas de duas localidades. Area 1, 119
individuos (Vila de Nova Olinda -Pa) e Area 2,108 individuos (Curuca -Pa), entre junho/ 2009
a maio/2010. O estudo foi dividido em quatro periodos sazonais: transicional chuvoso-seco,
seco, transicional seco-chuvoso e chuvoso. Salinidade, pH, temperatura e concentragdo de
oxigénio dissolvido na agua foram medidos in situ por uma sonda multiparametros durante a
coleta dos espécimes. Uma média de 20 exemplares foi coletada mensalmente em cada area de
cultivo. Apos a coleta os exemplares foram anestesiados e eutanasiados para retirada das
gbnadas que foram submetidas as técnicas histoldgicas de rotina para caracterizacdo e
determinacéo dos estadios de maturacao. Réplicas das laminas previamente identificadas foram
submetidas a imunolocalizagdo para PCNA e para Capase-3. Pela morfometria foram
determinados indices tubulares de proliferacéo celular (IPT) e de apoptose (IAT) pela contagem
das celulas com imunolocalizacéo positiva por estadio de maturacdo das duas areas. Dos fatores
abioticos analisados, a salinidade e a precipitacdo foram os parametros que mais variaram, e
diferiram significativamente entre as areas, ao longo de todo o estudo. Constatou-se diferencas
nos didmetros dos tdbulos durante o desenvolvimento gonadal. Foram encontradas variagdes
nas atividades proliferativa e apoptotica na linhagem germinativa das ostras das duas
localidades, visto que area 1, onde a média de salinidade foi maior, apresentou indices similares
de atividade de Caspase- 3 e de PCNA, diferentemente da &rea 2, onde apresentou mais células
em apoptose do que em proliferacdo. Essas informacGes podem contribuir para 0 manejo
reprodutivo de C. gasar na regido amazonica, pois 0 a area 1 apresenta melhores condigdes para
desenvolvimento e reproducdo da espécie. Esses achados estabelecem que nos ambientes
estuarinos, salinidade e precipitacdo interferem na atividade das células testiculares de C. gasar
e No sucesso reprodutivo da espécie

Palavras Chaves: Bivalve, Reproducdo, PCNA, Caspase- 3
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1. Introdugéo

Em moluscos, as mudangas morfoldgicas e fisiologicas que ocorre durante o
desenvolvimento testicular para a producao de gametas, exige um equilibrio entre os processos
de proliferacdo e morte de células (Kellner et al., 2010). Neste contexto, destaca-se 0 Antigeno
Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA), uma proteina eucariética nuclear altamente
conservada utilizada como marcador em diversos estudos envolvendo a atividade mitdtica,
dentre eles a caracterizacdo do epitélio germinativo (Motta, Frezza & Simoniello, 2013) e em
hemacitos em C. gigas (Franco et al., 2010).

No controle celular é ativado um mecanismo apoptético, que pode ser desencadeada
por fatores abidticos ou por estimulos internos como a sinalizagdo hormonal. Ambas as vias
levam a ativacdo de uma cascata proteolitica, que envolve a sinalizacdo de proteinas iniciadoras
e efetoras desse processo (Aravind, Dixit & Koonin, 2001; Garcia-Gasca et al., 2012). Dentre
essas proteinas, destaca-se Caspase- 3, uma via efetora que age na fragmentacdo nuclear e
seletividade celular (Fesus et al., 1991; Clem et al., 1996; Yeretssian, Labbe & Saleh, 2008).

Durante a maturacdo testicular, ambos os processos celulares, desempenham um papel
crucial na espermatogénese (Baum et al., 2005; Thripathi et al., 2009) e sdo controlados tanto
pela genética quanto pelos hormdnios em resposta as condi¢des ambientais (Schulz & Nobrega,
2011).

Zonas entre marés com exposi¢do das ostras ao ar e insolagdo podem ocasionar um
aumento da temperatura interna, em especial nas marés baixas, 0 que pode ser um fator de
inducdo da desova nessas areas (Gosling, 2003). No estudrio amazonico, durante a estacdo
chuvosa, as descargas de agua doce dos rios influenciam diretamente nos niveis de salinidade
(Paixao et al., 2013), e a reducdo da salinidade durante a estacdo chuvosa pode ter um efeito
estressante nas ostras, diminuindo a energia disponivel para a reproducdo (Souza-Filho et al.,
2009).

As ostras possuem extrema sensibilidade em ambientes diferentes, modificagcdes nos
periodos reprodutivos, na morfologia das valvas e sobrevivéncia (Brown, 1988; Pereira et al.,
2001; Galvéo et al., 2012; Lopes et al., 2013; Sampaio et al., 2017).

O género Crassostrea, compreende ostras de grande importancia econémica no cenario
mundial, em destaque a espécie Crassostrea gigas (FAO, 2017) no entanto, essa espécie tem
sua sobrevivéncia e crescimento limitados em diversas regifes estuarinas, cujas condicoes
superam sua capacidade de tolerancia, tendo as temperaturas elevadas como fator limitante. Na
regido amazodnica, Crassostrea gasar (Adanson, 1757) é uma espécie nativa que vem sendo

cultivada em ambiente natural, que destaca- se, por apresentar desempenho satisfatorio nesse
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tipo de cultivo e é mais tolerante as variagdes de salinidade e temperatura (Christo & Absher,
2006; Baldan & Bendhack, 2009; Galvao et al., 2009; Lopes et al., 2013; Yang et al., 2016).
Porém, populacdes de uma mesma espécie cultivada em condicdes adversas, podem apresentar
diferentes respostas aos estressores ambientais, estas podem determinam a variacdo na
producdo e crescimento dessa espécie (Brown, 1988; Lopes et al., 2013; Sampaio et al., 2017).

Desse modo, tendo em vista que ndo h& conhecimento na relagéo entre o ambiente e a
dindmica celular durante os estagios de maturacdo da gbnada masculina, este trabalho tem como
objetivo investigar a presenca de PCNA e Caspase-3 durante a maturacao testicular de C. gasar,

de acordo com a salinidade e precipitacdo em dois ambientes estuarinos.

2. Material e Métodos
2.1 Coleta dos Espécimes e Variaveis Ambiemtais

A area de estudo esté localizada na porcdo estuarina a leste do Rio Amazonas, formada
por um conjunto de inUmeras baias e estuarios (Mendes, 2005). A dinamica hidrologica é
determinada pela interface rio-oceano, sazonalidade e pelas descargas maximas dos rios que
ocorrem na estacdo chuvosa e diminuem na estacao seca (Rosario et al., 2009; Souza-Filho et
al., 2009). O clima é quente e tmido, com temperatura média em torno dos 26°C, que é regulada
pelas mudancas sazonais na posicdo da Zona de Convergéncia Inter-Tropical (ZCIT), que é
responsavel pela formacdo de chuvas préximo a costa litoranea (Fisch et al., 1998). A regido
apresenta precipitacdo anual é superior a 2.000 mm, aumenta continuamente de fevereiro a
outubro e decresce de novembro a janeiro (Berrédo et al., 2008; Moraes et al., 2005; Souza-
Filho et al., 2009).

Estas caracteristicas ambientais sdo favoraveis a implementacao de diversas técnicas de
cultivo, especialmente a malacocultura (Miranda, 2002; Pinto-Coelho & Havens, 2015). Dessa
forma, véarias comunidades locais desenvolvem o cultivo de ostras em diversas areas de estuario
Amazonico. Mediante este cenario, foram selecionadas duas areas de cultivo, e o critério
utilizado para a selecdo das areas foi a distancia entre o cultivo e o oceano. Area 1: Rio Emborai
Velho, no municipio de Augusto Corréa (S 00° 52° 54 / W 046° 26° 54”) (menor distancia do
mar - aproximadamente 5km); Area 2: Rio Tijoca, no Municipio de Curuca (S 00°51' 04,0" / W
047°53'21,2") (maior distancia do mar - aproximadamente 25 km) (Figura 2). Nas trés areas o
cultivo e realizado em sistema de mesa-fixa — modelo muito semelhante aos sistemas de
tabuleiros (Pereira et al., 2001), que sdo construidas com madeira retirada do manguezal e
mantidas dentro do rio sujeitas as variagGes diarias de marés. As ostras sdo armazenadas huma

espécie de “travesseiro” (artefato de cultivo confeccionado com material a base de policloreto
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de vinila (PVC)). Este estudo foi realizado no periodo de um ano, entre 0s meses de junho de
2009 a maio de 2010.
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Figura 2 — Mapa de localizagdo das éreas de estudo. 1- Estuario do Rio Emborai Velho (municipio
de Augusto Corréa); 2- Estuario do Rio Tijoca (municipio de Curuca).

2.2 Microscopia de Luz e Morfometria

ApOs a crioanestesia, as ostras eram abertas, os fragmentos de tecido gonadal eram
removidos, fixados em solucdo de Bouin por 24 horas e processados histologicamente para
incluséo de parafina de acordo com protocolo de rotina (Prophet et al., 1995). Sec¢6es de 5pum
foram obtidos em micrétomo e corados em hematoxilina-eosina para identificar o sexo. A
classificacdo dos estadios gonadais foi adotada de Paix&o et al. (2013). Com auxilio de um
fotomicroscopio modelo Eclipse Ci-S (NIKON, Japan) conectado a uma camera digital DS-Ril
(NIKON, Japan) foi realizada a analise morfometrica a partir da sele¢do de 10 animais de cada
estagio. Em cada estagio houve analise de 10 laminas, de cada lamina foram analisadas seis
areas, onde foi realizado a medida de 20 tabulos seminiferos. Em cada tabulo foi mensurado

tamanho das espermatogdnias, espermatocitos e espermatide.
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2.3 Imunohistoquimica

Réplicas de laminas contendo cortes de testiculo, cujo estagio de maturacdo era
previamente identificado, foram desparafinizadas e hidratada. Em seguida as laminas eram
imersas em peroxido de hidrogénio 3% em metanol por 30 minutos, lavados em PBS e
incubadas em tampao citrato de s6dio 0.1 M pH 6.0 por 25 minutos. Posteriormente as laminas
eram bloqueadas em soro normal de cabra (16210072, Invitrogen, Burlington, ONT, Canada)
a 10% por 1 hora e incubados em anticorpo primario: policlonal anti-Caspase-3 clivada anti-
coelho (AB3623, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) 1: 200 e anti-PCNA anti-coelho (ab
18197, Abcam, Cambridge, MA, USA), 1:500 overnight a 4° C. As dilui¢fes foram feitas em
PBS contendo BSA 1% e Tween-20 0.5% por 2hs. Posteriormente as ldminas foram incubadas
em anticorpo secundario anti coelho conjugado com peroxidase, 1: 500 em PBS e revelado com
DAB (3,3 'diaminobenzidina) (750118, Invitrogen, Burlington, ONT, Canada) durante 5
minutos e contra-corado com hematoxilina. Os controles negativos foram realizados pela

substituicdo do anticorpo primario por PBS.

2.4 Indice Proliferativo (IPT) e indice Apoptético (IAT)

Nos cortes de testiculos em diferentes estadios de maturidade, as células que
demonstraram imunomarcacgéo positiva para anti-PCNA e anti-Caspase-3 foram quantificadas.
Utilizando uma ferramenta do programa NIS-Elements Microscope Imaging Software (Nikon
Corporation, Téquio, Japdo) foram selecionadas 10 laminas de cada estagio de maturacédo por
periodo sazonal de ambas as &reas, dessas laminas foram escolhidos 10 campos visuais
aleatoriamente e as células marcadas foram contadas. Posteriormente, seguindo a proposta
modificada de Garcia-Gascé et al. (2012) foi calculado a frequéncia de ocorréncia de marcacéo
positiva: para anti PCNA através do Indice de Proliferacdo Tubular (IPT)= Numero de células
positivas / numero de tabulos seminiferos contados X 100; e para anti-Caspase 3 através do
indice Apoptético Tubular (IAT) = NGmero de células positivas / nimero de tdbulos

seminiferos contados X 100

2.5 Analises Estatitica

A variacéo dos dados ambientais em cada area de cultivo foi verificada pela Anélise
de Componentes Principais (PCA) (Legendre & Legendre, 2012). Como os dados ambientais
foram mensurados em diferentes unidades de medidas, as variaveis foram padronizadas. Como

critério de parada de selecdo do numero de eixo foi usado o Broken stick. Para avaliar se a
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variacdo observada no gréfico era significativa foi usado analise de Permutacdo (Permanova)
(Anderson, 2001).

Os dados morfométricos e os indices de prolifecdo e caspase-3 das células das
linhagens espermatica de C. gasar foram avaliados pela analise de variancia ANOVA Two-
way, seguindo os pressupostos de normalidade e homocedasticidade, e as diferengas entre as
areas foram verificadas posteriormente pelo teste Tukey. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software BioEstat 5.0 (IDSM, MCT, CNPq, Belém, Par4, Brasil).

3. Resultados
3.1 Variaveis Ambientais

As variaveis ambientais apresentaram diferencas significativas (Pseudo F: 9.462; p=
0.001) entre as areas de cultivo foram apenas precipitacdo e salinidades. Os eixos da PCA
explicaram 74,2% dessa variacdo (Figura 2; Tabela 1). O eixol explicou 54,2% da variagéo, e
as variaveis que mais contribuiram para sua formacdo foi precipitacdo (positivamente
relacionada ao eixo) e a salinidade (negativamente relacionada ao eixo). O eixo 2 explicou
20,0% da variacao restante. A area 1 apresentou maiores valores de salinidade, enquanto a area

2 teve 0s maiores valores de precipitacao.

Tabela 1 — Contribuicdo das varidveis abidticas da dgua das areas de cultivo aos eixos 1 e 2 da
Analise de Componentes Principais

Eixol Eixo?2
Precipitacéo 0.839 -0.318
Salinidade -0.923  0.066
Temperatura -0.554  -0.607
oD 0.573 -0.579
pH -0.580 -0.558
Broken stick 2.283 1.283
Autovalor 2.710 0.998

% de explicacdo  0.542  0.200
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Figura 3 — Variagdo ambiental nos cultivos de C. gasar ordenadas de acordo com as areas
pela Analise de Componentes Principais (PCA).

3.2 Microscopia de Luz e Morfometria dos Tubulos

As médias dos didmetros dos tubulos seminiferos foi crescente de acordo com a
maturacao gonadal, nos animais de ambas as areas de coleta. Na area 1 os diametros dos tubulos
variaram de 22.8 um (5.2) no estadio imaturo até 64.1um (£8.7) no estadio maduro. Enquanto
na area 2 os diametros médios dos tubulos variaram de 13.6 pum (x 2.9) a 41.4 pm (£ 11.2) no
estddio maduro. Nos dois sitios houve redugcdo no didametro médio tubular nos estadios
espermiado. Observamos ha diferenca significativa nos diametros celulares entre os estadios de
maturacgdo, as células acompanham um crescimento decrescente de acordo com o0 avanco de
maturacdo da gonada e devido a modificagbes celulares. Porém ndo houve diferenca

significativa nos didmetros das células entre as areas (Tabela 2).
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Tabela 2. Média (+ SD) diametros (um) of spermatic tubule and stem cell lines in four stages

of testis maturation in C. gasar in Curucé and Nova Olinda.

Area 1l Area 2
Estadios IMT EMT MAD ESP IMT EMT MAD ESP
228 51.1 64.1 412 13.6 3835 414 203
TS (£5.24)  (+13.340) (+8.74) (£9.249) [ (2 2.982)  (x15.0Bv) (311.2Bc) (& 15.0B9)
n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
4.0 32 32 3.1 39 32 3.1 3.1
SG (£ 1.3%4)  (+0.840) (2 0.740) (2 0.74cd) [ (£ 1.34) (£ 0.847) (x0.74Bc) (& 0.84B9)
n= 100 n= 100 n= 100 n= 100 n=100 n=100 n= 100 n= 100
2.6 22 25 22
ST np (+ 0.340)  (+0.349) np np (+ 0.340) (4 0.3Bac) np
n= 100 n= 100 n= 100 n= 100
1.1 1.2 1.2 1.1
SP np (£0.1%%)  (z 0.1BY) np np (£0.1%%) (% 0.1BY) np
n= 100 n= 100 n= 100 n= 100

A-D na mesma linha indica diferenca estatistica significativa entre sitios e a-d na mesma linha
indica diferenca estatistica significativa entre estadios (p<0,05). Legenda: espermatogdnia
(SG), espermatdcito (ST), espermatide (SP), espermatozoide (SZ), auséncia da célula (np).

3.3 Morfologia Gonadal e Imunolocalizacdo dos Marcadores de PCNA e Caspase- 3 nos
Testiculos

O parénquima testicular em ambas em &reas foi caracterizado pela presenca de tubulos
seminiferos delgados e irregular envolvido por tecido conjuntivo. Durante a maturacéo sexual
foram identificados quatro estadios gonadais: imaturo (Fig.4 A,E- I,M) caracterizado pela
abundancia de tecido conjuntivo envolvendo os tabulos espermaticos, com espermatogdnias
com citoplasma volumoso, ndcleo arredondado com tamanhos e formato irregular aderidas a
parede do tabulo. Estas células apresentaram imunomarcagdo para ambas proteinas (PCNA e
Caspase- 3). Estadio em maturacdo foi observado uma reducdo na quantidade de tecido
conjuntivo, o interior dos tubulos apresentou todos os tipos celulares de linhagem
espermatogénica: espermatogbnias, espermatdcitos com citoplasma reduzido e ndcleo
elipsoide; espermatides, células com escassez de citoplasma e nucleo de cromatina condensada;
e alguns espermatozoides. Neste estadio foi observado a imunomarcacao em todas as células

da linhagem germinativa em ambas as areas (Fig.4 B,F-J,F). No estddio maduro apresentou
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escassez de tecido conjuntivo com os tibulos espermaéticos repletos de espermatozoides. Nesse
estadio a imunomarcacdo pra Caspase -3 foi reduzida em ambas as areas, sendo evidente em
algumas espermatogonias e espermatozoides, enquanto o PCNA foi maior nos espermatozoides
(Fig.4 C,G-K,0). No estadio espermiado os tubulos espermaticos apresentaram a presenca de
espermatogonias e espermatozoides residuais no limen. Houve maior imunomarcacap de
Caspase- 3 e PCNA nos testiculos de ambas as areas (Fig.4 D,H-L,P).

Tabela 3. Avaliacdo da atividade de imuomarcacéo das protéinas PNCA e Caspase- 3 em
testiculo de C.gasar.

Imunomarcacio de acordo com estagio de maturacio

Area l
PCNA Caspase- 3
IMT EMT MAD ESP IMT EMT MAD ESP
SG ++ + ++ +++ + + + +
ST np +++ + np np ++ + np
SP np +++ ++ np np ++ - np
SZ np + +++ - np + + +++
Imunomarcagio de acordo com estagio de maturagio
Area 2
PCNA Caspase- 3
IMT EMT MAT ESP IMT EMT MAT ESP
SG +++ + + ++ + + + ++
ST np +++ + np np ++ ++ np
SP np +++ +++ np np ++ - np
SZ np + +++ - np + + +++

Legenda: Estadio: Imaturo (IMT), Em maturacdo (EMT), Maturo (MAD), Espermiado (ESP);
Tipo celular: espermatogonia (SG), espermatocito (ST), espermatide (SP), espermatozoide
(S2), auséncia da célula (np). Intensidade da reacgdo: ausente (-), leve (+), moderada (++),
acentuada (+++).
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Imaturo Em maturacao Maduro Espermiado

2

PCNA

CASPASE- 3

Figura 4. Imunolocalizacéo da proteina PCNA e Caspase- 3 no testiculo de C. gasar em diferentes
estadios de maturagdo em duas &reas de cultivo natural. AE- I,M. Génada no estadio imaturo. B,F-J,F.
Go6nada no estadio em maturacdo. C,G-K,0. Gonada no estadio maduro. D,H-L,P. Génada no estadio
espermiado. AbreviacBes: m, manto; sg, espermatogOnia; st, espermatocito; sp, espermatide; sz,
espermatozoide. Escala das barras: A-P = 25um
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3.4 Indice de Proliferativo Tubular (IPT) e Apoptético Tubular (IAT)

Foi observado a ocorréncia de PCNA e Caspase- 3 em todos os estadios durante o0s
periodos sazonais na area 1 e na area 2. Contudo a Caspase-3 apresentou imunomarcacdo mais
elevadas, exceto no estadio maduro na area 1 (Fig.5).

Na area 1 houve intensa atividade tanto de PCNA quanto de Caspase- 3, em propor¢oes
semelhantes em todos os estadios e periodos, se destacando nos periodos seco e o transicional
seco-chuvoso, onde tiveram maior imuomarcacdo para ambas proteinas (Fig. 5 A-D).
Comportamento diferente foi observado na area 2, pois a ocorréncia de Caspase-3 foi superior
que do PCNA em todos os estadios e periodos (Fig.5 E-H). Apresentando seu apice nos

periodos seco e seco-chuvoso como na area 1.
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Figura 5. Indice da Imunomarcagdo de Caspase-3 e PCNA Celular em diferentes estadios de
maturacao gonadal de C. gasar nos quatros periodos sazonais em duas localidades nos periodos

de 2009-2010. Area 1: A-D; Area 2: E-H
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4. Discusséo

A maturacéo testicular envolve atividades coordenadas entre proliferacdo e apoptose,
gue SA0 processos essenciais para a organogénese e manutencdo da homeostase tecidual nos
animais, sendo importantes mecanismos para o controle da populacéo celular (Franco et al.,
2010). As mudancas morfologicas nas gonadas de C. gasar seguem as mudancas sazonais, que
no estuario amazonico é determinado pelo indice pluviométrico e pela salinidade. A
pluviometria atua na regulagéo da salinidade e culminam no controle da producéo e liberacéo
dos gametas no ambiente (Paixdo et al., 2013).

No presente estudo a relacdo entre os fatores abidticos e a dindmica dos processos de
proliferacdo e morte celular durante a maturacdo gonadal de C. gasar foi relacionada com as
localidades de cultivo, verificamos que area 1 apresentou media de salinidade maior e
precipitacdo menor em relacdo a area 2. De acordo com a localizacdo das areas de cultivos
observamos que a area 1 sofre mais influéncia do mar, pois ela estd mais préxima da costa
litoranea. Diferentemente area 2 que esta mais distante da costa, sofre influéncia maior da agua
doce do rio. Sugerindo que a baixa concentracao de salinidade esta influenciando o desempenho
das atividades metabdlicas que foi confirmado pelos menores diametros médios de tabulos
espermaticos durante o desenvolvimento gonadal.

A morfometria nos mostrou que na area 1, onde foi observado variacdo de 24,3 a 33.5,
os tlbulos seminiferos sdo maiores em relacdo aos da area 2. Acreditamos que a salinidade
contribuiu para a proliferacdo das células espermaticas, com essa alta atividade os tabulos
encontram-se mais expandidos. Sabendo- se que em ambientes tropicais a salinidade é apontada
como um dos principais fatores que influenciam na atividade reprodutiva das ostras. Segundo
Paix&o et al., (2013) o estresse salino é necessario para induzir a desova em C. gasar.

Diferentemente na area 2, que a salinidade varia de 14.2 4 19.2, esta regido apresentou
individuos com os didmetros dos tabulos menores. Que sugerimos que ha menos proliferagdo
de células, que pode estar relacionada a baixa salinidade, que de acordo com Santerre e
colaboradores (2013), pode ocasionar um atraso na maturacdo dos gametas, bem como na
liberacdo dos mesmos. Em contrapartida, ndo houve diferenca nos didmetros das células
espermatogénicas entre os sitios.

As mudancs morfologicas quanto a proliferacdo e crescimento tecidual observadas
neste trabalho, foram semelhantes aos achados de Franco e colaboradores em seu estudo com a
reproducdo de C. gigas (Franco et al., 2010) e também em estudos feitos por Motta e
colaboradores (2013) nas gonadas de outras espécies de moluscos.
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Acreditamos que esse cendrio pode estar relacionado as condi¢des nutricionais do
ambiente que favorece a energia as células e por consequéncia interfere no crescimento dos
tubulos seminiferos de C. gasar. Esté hipdtese é confirmada pelo estudo de Sampaio, Tagliaro,
Schneider & Beasley (2017), onde comprova que entre os niveis de 30 e 35 de salinidade
favorece o crescimento e sobrevivéncia de C.gasar, assim como Franco e colaboradores
observaram que os tubulos espermaticos de C. gigas se expandem com o aumento da atividade
do PCNA.

As diferencas de variacdes de salinidade refletiram no comportamento dos indices de
atividade de PCNA e Caspase- 3. Na area 1 houve equivaléncia entre as proteinas. Exceto no
estadio maduro e espermiado. Onde o estadio maduro, que encontra-se predominantemente no
periodo chuvoso e transicional chuvoso-seco, , porém apesar de se encontra na baixa salinada
(24,3) observamos que neste momento houve reducdo da atividade Caspase-3 e maior para
PCNA, Acreditamos que aumento do PCNA na area area 1 ocorra devido a sua proximidade ao
mar, isto proporciona uma descarga maior de nutriente ao ambiente., logo essas condigcOes
nutricionais favoraveis podem permitir a intensa proliferacdo celular e o0 amadurecimento da
gbnada de C. gasar. Alguns autores estabeleceram que o fitoplancton é a fonte alimentar e
energética dos moluscos bivalves (Devakie & Ali, 2000; Deng et al., 2013).

Diferentemente da area 2, onde no mesmo periodo sazonal a menor salinidade é 14.2,
podemos observar que a atividade da Caspse-3 permanece superior em comparacao a atividade
do PCNA. Esses comportamentos distintos reforcam nossa hipdtese que areas com indices
salinos altos e recursos nutricionais proporcionam um ambiente saudavel para as ostras
cultivadas.

Em contrapartida, nos periodos seco e no transicional seco-chuvoso, com salinidade
elevada, onde encontramos predominantemente os individuos no estadio espermiado,
observamos a equivaléncia dos IPT e IAT para as atividades de PCNA e Caspase-3 da area 1,
onde a maxima da saline foi 33.2, o que leva a credita a salinidade pode influenciar nesse
processo. Entdo, acreditamos que a salinidade e interfere diretamente no proliferacdo e
desenvolvimento das células, favorecendo a mortalidade das células defeituosas durante as
fases iniciais da espermatogénese e residuais ap0s a espermiacdo. Esses argumentos sdo
reforcados pelas observacdes feitas por Franco et al., (2008) em Crassotrea gigas e Huo e
colaboradores (2014) em Crassostrea hongkongensis, onde foi verificado o papel dessas
proteinas na manutencdo da homeostase do tecido, auxiliando na regeneracdo dos tubulos

seminiferos.
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O mesmo ndo ocorre na area 2, onde no mesmo periodo, a méaxima faixa salina de
19,2 ndo foi suficiente para que ocorresse e essa equivaléncia entre os indices, pois observamos
a prevaleceu atividade da Caspase-3 em relacdo ao PCNA. Com isso sugerimos que a baixa
salinidade pode interferir na producdo de gametas, sabendo- se que segundo Bane e
colaboradores 2007 e Urian, Hatle & Gilg (2011) relatam impactos negativos na taxa de
filtracdo, aumento no metabolismo anaerdbio e a mortalidade do animal provocados pela baixa
salinidade.

Concluimos que salinidade e precipitacdo foram o0s parametros que mais se
diferenciaram significativamente entre as areas, ao longo de todo o estudo. Constatou-se que
estas variagdes interferem tanto no desenvolvimento da gonada do animal quanto na maturagédo
dos gametas. Essas informacgdes podem contribuir para 0 manejo reprodutivo de C. gasar na
regido amazonica, pois 0 a area 1 apresenta melhores condi¢cdes para desenvolvimento e
reproducdo da espécie. Esses achados estabelecem que nos ambientes estuarinos, salinidade e
precipitagdo interferem na atividade das células testiculares de C. gasar e no sucesso

reprodutivo da espécie.
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