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Resumo geral

Steindachneridion parahybae (Siluriformes) é um bagre de dgua doce, endémico da Bacia do
Rio Paraiba do Sul (Brasil), e seriamente ameacado de extincdo. Fémeas de S. parahybae
quando criadas em cativeiro apresentam uma falha na maturacdo final, ovulacdo e desova.
Este trabalho teve como objetivo analisar o eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadas, responsdvel
pelo controle neuroenddcrino da reproducdo de forma a aumentar o conhecimento deste
sistema em animais de cativeiro. Fémeas adultas foram amostradas mensalmente (exceto nos
meses de inverno) entre janeiro/2008 e marco/2009 na piscicultura da Companhia Energética
de Sao Paulo. As andlises macroscépicas e microscopicas dos ovarios permitiram classificar o
desenvolvimento ovariano em trés estddios de maturacdo: pré-vitelogénico (crescimento
primério), vitelogénico (crescimento secunddrio) e regressdo; e cinco fases de
desenvolvimento oocitario foram identificadas: oogdnia, odcito perinucleolar, odcito alvéolo
cortical, odcito vitelogénico e odcito atrésico. Apds a indugdo a reproducdo artificial, a
maturagdo final foi alcancada e os foliculos pds-ovulatérios foram identificados. Em S.
parahybae, o periodo reprodutivo foi evidente entre novembro e fevereiro e o
desenvolvimento oocitdrio foi do tipo sincronio em grupo, sugerindo-se que esta espécie
apresenta multiplas desovas durante este periodo. Os perfis plasméticos de 17B-estradiol (E,)
e testosterona (T) foram fundamentais no desenvolvimento oocitdrio, € a produgdo destes
esterdides sexuais parece ndo ser afetada no bloqueio da reprodugdo em cativeiro. Entretanto,
as concentragdes de 17a-hidroxiprogesterona (170-OHP), durante o ciclo reprodutivo e apés a
inducdo a reproducdo, sugerem que a falha reprodutiva de S. parahybae esteja relacionada
com uma disfunc@o nos progestagenos, principalmente na conversdo do 17a-OHP em /70,
20p-dihydroxy-4-pregnen-3-one (Maturation-Inducing Steroid, MIS), este dltimo considerado
como hormoénio da maturacdo final e ovulagdo em teledsteos. O andrégeno 11-
cetotestosterona (11-KT) apresentou maior concentragao no estadio vitelogénico e nas fémeas
induzidas a reproducdo, sugerindo um envolvimento deste andrégeno na reprodugdo de S.
parahybae. No entanto, o sitio de sintese e acdo, assim como, as possiveis fungdes de 11-KT
ainda permanecem pouco investigadas em fémeas. No sistema encefdlico foram
caracterizadas duas formas do hormdnio-liberador de gonadotropinas (GnRH), catfish GnRH
(cfGnRH) e chicken-II GnRH (cGnRH-II). cfGnRH foi identificado em toda regiao ventral do
telencéfalo e em vdrias regides ventrais do diencéfalo, e o cGnRH-II foi observado na regido

do tegumento do cérebro médio, proximo ao terceiro ventriculo. O cfGnRH esta intimamente
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relacionado com a modulacdo da atividade da hipdfise, e ao contrario, o cGnRH-II (que ndo
inerva a hipdfise), provavelmente estd relacionado com a neuromodulagdo e/ou
comportamento reprodutivo em S. parahybae. A hipdfise € composta pela neuro-hipéfise
(NH) e adeno-hipéfise (ADH), sendo que, a ADH € subdividida em: “rostral pars distalis”
(RPD), “proximal pars distalis” (PPD) e “pars intermedia” (PI). Nestas sub-regides da ADH
foi caracterizado o hormonio foliculo estimulante (FSH-18KDa), o hormdnio luteinizante
(LH-19KDa), o hormdnio de crescimento (GH-21KDa), a prolactina (PRL-22KDa) e a
somatolactina (SL-26KDa). Os resultados semiquantitativos de GH, PRL e SL sugerem que
estes hormoOnios estejam envolvidos indiretamente na reprodug¢do e podem ter um papel
fisiologico na regulacdo e/ou na modulacdo de mecanismos associados a reproducdo de S.
parahybae. O padrdo de sintese/liberacdo de FSH durante o ciclo reprodutivo foi adequado
para estimular a sintese/liberacdo de E, para promover a vitelogénese, que foi constatada nos
ovdrios, pela presenca de odcitos vitelogénicos. Desta forma, sugere-se que a falha na
reproducdo em fémeas de S. parahybae quando mantidas em cativeiro, provavelmente foi
devido as disfuncdes na sintese/liberacao dos progestagenos, modulado pelo LH, e/ou falhas
na conversdo de 170-OHP em MIS em fémeas vitelogénicas. Do mesmo modo, 0s nossos
dados indicam que o cfGnRH, responsdvel pela modulacdo de LH, € sintetizado no estadio
vitelogénico, mas como diminuiu nas fémeas induzidas a reprodugdo, sugere-se que O
cfGnRH também nio foi sintetizado/liberado em quantidade suficiente. Esses dados, somados
ao conhecimento dos eventos que acompanham o desenvolvimento larval, fornecem subsidios
para aperfeicoar o método de reproducdo induzida e larvicultura de S. parahybae em
pisciculturas de conservacgdo, contribuindo para um melhor desempenho reprodutivo dessa
espécie em cativeiro, o que auxiliard no programa de repovoamento na Bacia do Rio Paraiba

do Sul.
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General abstract

Steindachneridion parahybae (Siluriformes) is a freshwater catfish, endemic to the Paraiba do
Sul River Basin (Brazil), and seriously threatened. S. parahybae females, when reared in
captivity, exhibit failures in final maturation, ovulation and spawning. This study aimed to
analyze the hypothalamus-pituitary-gonads axis, responsible for the neuroendocrine control of
reproduction, with the goal to increase the knowledge of this system in domesticated animals.
Adult females were sampled monthly (except in winter months) from January/2008 to
March/2009 in the Companhia Energética de Sao Paulo fish farm. The macroscopic and
microscopic analyses of the ovaries allowed classifying the ovarian development in three
maturation stages: pre-vitellogenic (primary growth), vitellogenic (secondary growth) and
regression; and five oocyte development phases: oogonia, perinucleolar oocyte, cortical
alveolar oocyte, vitellogenic oocyte and atretic oocyte. After the artificial induction to
reproduction, the final maturation was achieved and the post-ovulatory follicles were
identified. In S. parahybae, the reproductive period was evidenced from November to
February and the oocyte development was synchronic in group, suggesting that this species
shows multiple spawns during this period. The plasma profiles of 17B-estradiol (E;) and
testosterone (T) were essential in oocytes development, and the production of these sexual
steroids seems not to be the cause of reproduction failure in captivity. However, the 17a-
hydroxyprogesterone (17a-OHP) concentration profile during the reproductive cycle and after
the induced spawning, suggests that reproductive failure of S. parahybae can be related to
progestogens dysfunction, mainly in the conversion of 17a-OHP in 17a, 20B-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (Maturation-Inducing Steroid, MIS), the latter considered as the final
maturation and ovulation hormone in teleosts. The androgen 11-ketotestosterone (11-KT)
level was higher in the vitellogenic stage and in the females induced to spawn, suggesting an
involvement of this androgen in S. parahybae reproduction. However, the site of synthesis
and action, and the possible role of 11-KT remain unknown in females. In the brain system,
two forms of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) were characterized, catfish GnRH
(cfGnRH) and chicken-II GnRH (cGnRH-II). cfGnRH was identified throughout the ventral
forebrain and cGnRH-II was observed in the midbrain tegument, close to the third ventricle.
cfGnRH is closely related to the modulation of the pituitary activity, unlike that, cGnRH-II
(which does not innervate the pituitary gland), is probably related to neuromodulation and/or

reproductive behavior in S. parahybae. The pituitary is composed by the neurohypophysis
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(NH) and the adenohypophysis (ADH), whereas, the ADH is subdivided into: "rostral pars
distal" (RPD), "proximal pars distal" (PPD) and "pars intermedia" (PI). In these ADH sub
regions the following hormones were characterized: the follicle-stimulating hormone (FSH-
18KDa), the luteinizing hormone (LH-19KDa), the growth hormone (GH-21KDa), the
prolactin (PRL-22KDa), and the somatolactin (SL-26KDa). The semi-quantitative data of GH,
PRL and SL suggest that these hormones are indirectly involved in reproduction and may
have a physiological role in regulating and/or modulation of the mechanisms associated with
reproduction of S. parahybae. The pattern of synthesis/release of FSH during the reproductive
cycle was adequate to stimulate the synthesis/release of E, to promote the vitellogenesis,
which was confirmed in the ovaries, due to the presence of vitellogenic oocytes. Therefore, it
is suggested that the reproductive failure in S. parahybae females when reared in captivity,
was probably due to dysfunctions in progestogens synthesis/release, modulated by LH, and/or
failure in the conversion of 170-OHP in MIS in vitellogenic females. Likewise, our data
proposed that cfGnRH, responsible for the modulation of LH, is synthesized in the
vitellogenic stage, but, as decreased in females induced to spawn, it is suggested that cfGnRH
was also not synthesized/released sufficiently. These data, together with the knowledge of the
events that followed the larvae development, subsidies the improvement of the artificial
reproduction method of S. parahybae in conservation fish farms, contributing to a better
reproductive performance of this species in captivity, which will allow the establishment of a

more effective re-introduction program in the Paraiba do Sul River Basin.
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Capitulo 1 )

1. Introducao geral e Revisao bibliografica

1.1. Endocrinologia e neuroendocrinologia: um pouco de histéria

A endocrinologia € uma drea especifica de uma das disciplinas mais amplas da biologia,
conhecida como fisiologia. Considerando que a fisiologia € o estudo dos processos biolégicos
que permitem a vida existir e funcionar, a fisiologia animal comparada tem um foco nas
comparacdes e contrastes dos mecanismos, processos ou respostas fisioldgicas de diferentes
animais (evolutivamente), ou de uma simples espécie, que estdo submetidas a diferentes
condigdes sejam elas: naturais ou artificiais (Withers, 1992; Norris, 2007). Ja a
neuroendocrinologia pode ser caracterizada pela interseccdo entre a neurobiologia e a
endocrinologia, ou seja, ¢ o estudo da modulagdo exercida pelo cérebro sobre o sistema
enddcrino e vice-versa, o estudo dos efeitos exercido pelo sistema enddcrino sobre o cérebro
(Zohar et al., 2010).

As glandulas enddcrinas, ou glandulas de ‘“‘secrecdo interna” secretam os produtos
sintetizados em seu interior na corrente sanguinea e essas moléculas funcionam como sinais
quimicos nos organismos. Esses produtos de secre¢do, também denominados de hormonios,
assim como os estudos das glandulas enddcrinas, comecaram a ser pesquisados ha cerca de
100 anos atras (Norris, 2007). Inicialmente, as atividades das glandulas eram evidenciadas
através de cortes histologicos, e que estavam relacionadas com um determinado processo
fisiolégico em um dado animal, e que, a remocdo e/ou destruicdo deste tecido, interromperia
ou modificaria este processo fisioldgico, que posteriormente, era restaurado quando se
reimplantava o tecido ou quando era injetado um extrato da mesma glandula (Guyton & Hall,
2006).

O estudo da neuroendocrinologia em mamiferos, especialmente em relacdo ao
conceito de que o encéfalo controla as funcdes hipofisdrias, estdi bem estabelecido na
literatura (Somoza et al., 2002a; Guyton & Hall, 2006). Segundo Zohar et al. (2010), este
conceito foi estabelecido depois da Segunda Guerra Mundial, com os estudos propondo que
fatores liberados pelo encéfalo eram transportados pela corrente sanguinea até a glandula
hipofisdria (conhecida também como pituitdria) e estimularia a liberacdo de substincias por
esta glandula (Donovan & Harris, 1954). Primeiramente, as substincias sintetizadas pelo
sistema nervoso eram denominadas de fatores, até que, sua estrutura quimica especifica fosse
conhecida e passaram a ser denominadas de hormoénios ou neuro-horménios (Guyton & Hall,

2006; Norris, 2007). Este conceito de que neurdnios possuiam atividade secretora, foi
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denominado de neurossecrec¢io na década de 30 (Scharrer, 1932).

No grupo dos peixes, o tema neuroendocrinologia € um assunto mais recente, € as
primeiras informagdes sobre a relacdo do hipotdlamo e hip6fise neste grupo de animais, foram
obtidas em experimentos de laboratérios, observando-se apenas a atividade das células
hipofisarias isoladamente, ou seja, analisando essas atividades celulares da glandula
hipofisaria, desconectadas do encéfalo (Olivereau & Ball, 1966). Outros estudos posteriores a
esta época, apresentaram pela primeira vez, em peixes, que extratos encefdlicos estimulavam
as células hipofisdrias em carpas (Cyprinus carpio) (Breton & Weil, 1973). Estes estudos
foram considerados os pioneiros em neuroendocrinologia da reprodugcdo em peixes, sendo
que, passados aproximadamente 35 anos, apesar de grandes progressos na drea de

neuroendocrinologia em peixes, varios tépicos ainda permanecem incertos.

1.2. Neuroendocrinologia e reprodugdo em peixes teledsteos

Como abordado anteriormente, em geral, a neuroendocrinologia em peixes, € um assunto
recente se compararmos este tema com outros vertebrados (especificamente com os
mamiferos). Neste sentido, uma abordagem geral em peixes se faz necessdria para
posteriormente entendermos a fisiologia do eixo hipotadlamo-hipéfise-gonadas em teledsteos.

Levando em consideracdo apenas a diversidade de vertebrados (aproximadamente
54711 espécies), temos respectivamente (Pough et al., 2003): ~9% mamiferos, ~14% répteis,
~18% aves, ~8% anfibios e ~51% peixes. Como podemos observar, os peixes sao oOs
representantes mais numerosos e diversos entre os vertebrados, englobando mais de 50%
deste grupo (Moyle & Cech, 2003; Nelson, 2006). Segundo Nelson (2006), sdo conhecidas
27977 espécies viventes de peixes que ocupam os mais diversos ambientes aquaticos,
ocorrendo desde as altas altitudes até as fossas submarinas dos oceanos. Em relacdo a sua
distribuicdo, 58% sdo marinhos, 41% sdo dulciaquicolas e 1% vive entre esses dois
ambientes, ou seja, essas espécies realizam migracdes entre o ambiente marinho e o ambiente
de 4gua doce (Wooton, 1990).

Atualmente, duas linhagens de peixes viventes sdo identificadas (Fig. 1), os chamados
Sarcopterygii e os Actinopterygii (Nelson, 1994, 2006). O grupo Sarcopterygii compreende
poucas espécies (Subclasses: Coelacanthimorpha e Dipnotetrapodomorpha), entretanto,
possuem muita importancia em estudos evolutivos, pois, apresentam relagdo com a histéria da
origem dos vertebrados, especificamente com os tetrdpodas e seus descendentes (Pough et al.,
2003). O grupo Actinopterygii engloba a maioria dos peixes 6sseos, e é predominante desde a

era Paleozdica (Fig. 1) (Pough et al., 2003; Nelson, 2006). Dentro deste grupo, cerca de 98%
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sdo peixes da infraclasse Teleostei (teledsteos), que constitui um dos grupos mais abundante e
diversificado dentre os chamados peixes (Fig. 2) (Nelson, 1994, 2006). Adicionalmente,
dentro dos teledsteos, os Osteoglossomorpha (Osteoglossiformes), os Clupeomorpha
(Clupeiformes), os Ostariophysi  (principalmente:  Siluriformes, Cypriniformes e
Characiformes), os Protacanthopterygii  (principalmente:  Salmoniformes), e o0s
Acanthopterygii (principalmente: Mugiliformes, Atheriniformes, Cyprinodontiformes e
Perciformes) (Nelson, 1994, 2006), sdo os grupos de peixes de maiores interesses em
pesquisas dentro dos teledsteos, tanto em relac@o aos aspectos bioldgicos como evolutivos.

O sucesso do grupo dos peixes € atribuido a duplicacdo do genoma, um evento que
possivelmente ocorreu em um ancestral do grupo (Venkatesh, 2003), e como resultado,
acarretou em uma série de adaptacdes fisiologicas, anatdbmicas, morfolédgicas,
comportamentais entre outras caracteristicas relacionadas aos processos de respiragao,
nutri¢do, osmorregulacdo, flutuacdo, percepcao sensorial e reprodugdo (Hoar, 1969; Wooton,
1990; Moyle & Cech, 2003; Zavala-Camin, 2004). No que diz respeito apenas a reproducao,
os peixes sdo 6timos exemplos de complexidade reprodutiva e apresentam as mais variadas
estratégias, como as diferentes formas anatdmicas observadas nas gonadas entre as espécies e
entre as diferentes ordens; as diferentes formas de liberacdo dos gametas para a fertilizacao
externa, como por exemplo, sincronico e assincronico; desenvolvimento de diferentes 6rgaos
especializados para a fertilizacdo interna (como por exemplo: gonopddios e clasperes); as
diferentes formas de cuidado com a prole (guardadores e nao guardadores de ovos e larvas);
além das diferentes formas de constru¢des de ninhos (Wooton, 1990; Vazzoler, 1996; Lowe-
McConnell, 1999; Hochachka & Somero, 2002; Moyle & Cech, 2003; Zavala-Camin, 2004);
e a migragcdo reprodutiva, seja ela, nas formas de “piracema” ou naquelas longas migracdes
observadas nas espécies de salmdo do pacifico (género Oncorhynchus spp.)
(aproximadamente, 1500 km, Ueda, 2010) e nas enguias (gé€nero Anguilla spp.)
(aproximadamente, 6000 km, Bruijs & Durif, 2009), ou seja, entre os mares € 0s rios e/ou
vice-versa, que sdo acompanhadas por grandes alteracdes osmoticas e metabdlicas, além das
alteracdes reprodutivas.

Por conseguinte, os estudos com reproducdo em peixes sempre apresentaram um
desafio especial para os pesquisadores, devido a esse grande nimero de espécies viventes, as
constantes descobertas de novas espécies, a distribuicio mundial, e a enorme variedade de
estratégias reprodutivas, no entanto, a reproducdo sexuada em peixes, até mesmo em
vertebrados, ¢ um processo muito conservado e estd ao mesmo tempo adaptado a diferentes

condig¢des (naturais e/ou artificiais). Apesar desta grande variedade de habitat e ciclos de vida
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especializados que os peixes apresentam, a reproducdo estd regulada por fatores nervosos e
enddcrinos, e que podem apresentar acdes diferentes ou interagir uns com outros de maneiras
distintas ou até mesmo em diferentes periodos de tempo (Norris, 2007). Além disso, a
coordenagdo destes fatores nervosos e enddcrinos com os sinais ambientais externos permite a
sincronizagdo dos reprodutores aptos a este processo com as condi¢des ambientais adequadas
para o momento propicio a reproducdo, e consequentemente, garantindo uma maior
sobrevivéncia da prole (Trudeau, 2006).

De uma forma geral, cada individuo de uma popula¢do dispde de um sistema que
recebe as informacOes procedentes do ambiente externo (sinais ambientais) e internos do
organismo (eventos fisioldgicos), as integram, regulam, e resultam em um estado enddcrino
6timo, que por sua vez, desencadeiam todos os eventos fisioldgicos que conduzird a uma
reprodugdo bem sucedida (Trudeau, 2006). A grande maioria dos peixes apresenta 0 processo
reprodutivo modulado pelos fatores ambientais, como por exemplo, a temperatura, o
fotoperiodo, a pluviosidade, entre outros parametros. No entanto, as multiplas e complexas
interacdes hormonais entre os 6rgaos sensoriais e os reprodutivos, associados ao evento da
reprodugdo, sdo proporcionadas endogenamente por um sistema enddcrino, envolvendo
fundamentalmente a participacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas (Fig. 3), que sintetiza
e libera, os hormodnios liberadores de gonadotropinas (GnRHs), as gonadotropinas (GtHs),
hormonio foliculo estimulante (FSH) e/ou hormdnio luteinizante (LH), os esterdides gonadais
(andrégenos, progestigenos e estrogenos), além de neuromoduladores do processo
reprodutivo que podem estimular e/ou inibir este processo (como por exemplo: dopamina,
horménio inibidor de gonadotropinas, 4dcido gama-aminobutirico, fator de crescimento
semelhante a insulina, neuropeptideo Y), entre outras substancias (Blazquez & Somoza, 2010;
Bobe & Labbé, 2010; Guiguen et al., 2010; Levavi-Sivan et al., 2010; Luckenbach et al.,
2010; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010). Em condi¢des adequadas para os animais,
todo este processo ocorre naturalmente, com o desenvolvimento das gonadas, maturagdo,
liberacao e fertilizagdo dos gametas, sendo que em geral, em peixes, a desova e a fertilizacdo
ocorrem no ambiente externo (Rocha & Rocha, 2006). Os ovos fertilizados originam
embrides e posteriormente larvas, que crescem e se tornam adultos, reiniciando o ciclo.

Neste contexto € sabido que o eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadas apresenta véarios
processos fundamentais para a perpetuacdo das espécies, € neste caso, uma revisao na
literatura se faz necessdria sobre o funcionamento fisioldgico basico deste eixo (Fig. 3). A

fisiologia da reproducdo em fémeas de peixes teledsteos pode ser sintetizada da seguinte

forma (Blazquez et al., 1998; Somoza et al., 2002a; Weltzien et al., 2004; Levavi-Sivan et al.,
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2010; Lubzens et al., 2010; Zohar et al., 2010): a partir do momento em que a idade e o peso
minimo sdo atingidos para o inicio da reproducdo, os estimulos sociais (densidade da
populacdo, propor¢ao de sexo, presenca de ambos os sexos) e as alteragdes ambientais como o
fotoperiodo, a temperatura e, possivelmente as chuvas nas espécies neotropicais, sdo captadas
pelos sistemas sensoriais (através dos olhos, pineal, narinas, receptores cutianeos, entre
outros), analisadas e convertidas em sinais eletroquimicos e sdo transmitidos via neur6nios
sensoriais até o hipotdlamo. Este dltimo, por sua vez, por meio de distintos circuitos neuronais
libera neuro-hormonios especificos na hipdfise, regulando a atividade desta glandula. Em
teledsteos, devido a auséncia de um sistema porta-hipofisdrio (como identificado em
mamiferos), os neuro-horménios chegam a hipéfise através de inervagdo direta. Estes fatores
ambientais citados acima estimulam especificamente o hipotdlamo a sintetizar e liberar o
GnRH, que estimula as células gonadotrépicas na hipdfise a sintetizar e liberar o FSH, que via
corrente sanguinea chega aos foliculos ovarianos em desenvolvimento, e nas células da teca,
converte o colesterol em testosterona (etapa que envolvem vdrias vias enzimdticas).
Posteriormente, a testosterona (T) € transportada as células foliculares, na qual € aromatizada
a 17B-estradiol (E,) pela enzima aromatase, também sob influéncia do FSH. O E, age no
figado (via corrente sanguinea), estimulando a sintese da glicolipofosfoproteina (vitelogenina)
que, também via corrente sanguinea, € ‘“‘sequestrada” pelo odcito por micropinocitose
(processo dependente de FSH), promovendo o crescimento do odcito e incorporagdo de vitelo.

Assim, na fase de vitelogénese, que € um processo pelo qual o citoplasma do odcito
acumula substancias de reservas para posterior utiliza¢do pela larva, ocorre um aumento nos
niveis plasmaticos de E, e T e esse aumento inibe a sintese de FSH (feedback negativo) e
juntamente com a acdo do GnRH estimulam a secrecdo do LH nas fases finais da
vitelogénese. O LH estimula as células da teca do foliculo ovariano a produzir 17a-
hidroxiprogesterona (17a-OHP), que € transportada as células foliculares e convertida a 17a,
20B-dihidroxy-4-pregnen-3-one (17a, 20p-DHP) ou 170, 20B-21-trihidroxy-4-pregnen-3-one
(17a, 20B-21-DHP) pela enzima 20B-hidroxiesteréide-desidrogenase (203-HSD), dependendo
da espécie considerada (Nagahama, 1997; Peter & Yu, 1997; Nagahama & Yamashita, 2008;
Lubzens et al., 2010). O hormdnio 17a, 208-DHP é conhecido como o hormonio indutor da
maturagdo final e da ovulacdo (do inglés: Maturation-Inducing Steroid, MI1S) na maioria dos
peixes. A figura 04 apresenta um resumo esquemadtico da via esteroidogénica, indicando os

principais esterdides (estrégenos ou C;g, andrégenos ou Cjg, progestagenos ou C,;) e enzimas
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envolvidas durante a maturacdo oocitdria, vitelogénese e maturacdo final, nas camadas
foliculares dos odcitos, em resposta a cada tipo de GtHs (FSH ou LH).

Além do mais, como demonstrado anteriormente, hd uma permanente comunicagao
entre o complexo eixo hipotdlamo-hipdfise com os 6érgaos periféricos (particularmente as
gbnadas), permitindo assim, a sincroniza¢do de todos os passos do ciclo de vida (Fig. 3).
Neste caso, de particular importancia na comunicagio entre o eixo hipotdlamo-hipéfise com
as gonadas, s@o os esterdides sexuais (andrégenos, progestigenos e estrégenos), pois sao
indicadores do status sexual de qualquer vertebrado (Zohar et al., 2010). Estes esterdides
gonadais podem atuar em vdérios tecidos (como por exemplo: figado, hipdfise, encéfalo e na
propria gonada), alterando a expressdo de neuro-hormonios e/ou neurotransmissores e/ou
outras substancias, bem como 0s seus respectivos receptores (via feedback), além de serem
importantes no comportamento sexual e no momento da desova ou liberacdo dos
espermatozdides pelos peixes teledsteos (Munakata & Kobayashi, 2010). Apesar disso, os
efeitos precisos deste feedback dos esterdides sexuais no sistema enddcrino, principalmente
nos neurdnios hipotalamicos (no GnRH e na kisspeptina) e/ou no 6rgio pineal e/ou nas
células da hipofise, estdo longe de ser totalmente decifrados (Zohar et al., 2010).

Neuromoduladores do processo reprodutivo podem estimular e/ou inibir este processo,
atuando principalmente no hipotdlamo e secundariamente na hipéfise (Zohar et al., 2010). Um
dos candidatos a inibicdo da liberacdo de GtHs em vdrias espécies de peixes (mas ndo em
todas) € a dopamina (Dufour et al., 2005). Este pequeno neurotransmissor pode interagir com
receptores de dopamina presentes nos neurdnios produtores de GnRH, diminuindo a
estimulacdo de GtHs através do GnRH e/ou diretamente na hipdfise, como demonstrado em
Carassius auratus, espécie na qual foi evidenciado que as GtHs apresentam receptores
dopaminérgicos (Dufour et al., 2005; Zohar et al., 2010). Adicionalmente, foi identificado
mais recentemente em aves € posteriormente em peixes, outro neuro-hormonio com acao
inibitéria na sintese e liberacdo de GtHs, denominado de hormoénio inibidor de
gonadotropinas (GnlH) (Tsutsui et al., 2007; Tsutsui & Osugi, 2009; Zohar et al., 2010). O
GnlH atua diretamente na hipdfise, no entanto, pode exercer uma acdo modulatéria nos
neurdnios de GnRH, pois foram observadas fibras de GnIH emitidas na direcdo de neur6nios
de GnRH (Zohar et al., 2010). Além disso, a sintese de GnIH ¢ modulada por fatores
ambientais, principalmente pelo fotoperiodo (influéncia dos fatores ambientais no eixo
reprodutivo serd apresentado a seguir), sugerindo também o papel deste neuromodulador na
transdu¢do de sinais externos para os centros enddcrinos envolvidos no controle da

reproducio.
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O 4cido gama-aminobutirico (GABA) € um neurotransmissor que provavelmente inibe
a acdo da dopamina e estimula a sintese/liberacdo de GnRH e também na sintese/liberacdo de
LH (Trudeau et al., 1993; Zohar et al., 2010). No entanto, a sintese e liberacdo de GABA,
possivelmente sdo dependentes dos niveis dos esteréides gonadais, e consequentemente do
estagio do ciclo reprodutivo do animal (Zohar et al., 2010). Além deste neurotransmissor que
atua estimulando a sintese e liberagdo de LH e GnRH, outro fator que interage de maneira
dose-dependente com o estdgio e periodo do ciclo reprodutivo, com o GnRH, com as GtHs e
com os niveis circulantes de esterdides gonadais, € o IGF-1 (fator de crescimento semelhante
a insulina), sugerindo também que o IGF-1 esta envolvido com o desenvolvimento gonadal e
elevacdo da atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas (Onuma et al., 2009; Reinecke,
2010).

Outro neuromodulador com foco em fisiologia de peixes relacionado com a
reproducdo é o neuropeptideo Y (NPY). Apesar de o NPY estar diretamente relacionado com
a regulacdo da alimentagdo, este mesmo neuropeptideo estd envolvido com a modulacido de
GtHs, e também na liberacdo de GnRH e, portanto, o NPY estd relacionado com o
crescimento, com a alimentacdo e com o eixo reprodutivo. Neste contexto, muitas espécies de
peixes, reduzem o consumo de alimento durante o periodo reprodutivo (Mazumdar et al.,
2007; Zohar et al., 2010). Adicionalmente, os esterdides sexuais (especificamente o E; e a T)
estimulam a expressdao de mRNA em neurdnios da drea pré-optica que codificam o NPY em
C. auratus, indicando desta forma, um efeito de feedback positivo dos esterdides sexuais em
regides especificas do encéfalo, além dos efeitos diretos sobre a hipéfise (Trudeau, 1997). Em
peixes teledsteos, estes sdo alguns neuromoduladores do ciclo reprodutivo, no entanto, ha
outros fatores, como a leptina (Bluher & Mantzoros, 2007), os corticosterdides (Milla et al.,
2009), hormonio anti-Miilleriano (AMH) e também outros fatores de crescimento (i.e., IGF-3)
(Noébrega, 2011), interagindo com o sistema enddcrino e modulando também a reproducao,
nao obstante hd um déficit de dados sobre estes alvos.

No que diz respeito a influéncia dos fatores ambientais neste eixo (Fig. 3), o papel do
fotoperiodo na influéncia sazonal do ciclo reprodutivo em peixes teledsteos € bem
estabelecido na literatura, entretanto, os mecanismos fisiolégicos envolvidos nesta modulacao
ainda ndo sdo bem compreendidos. Em vérias espécies de teledsteos, foram registrados que os
sinais de fotoperiodo sdo capazes de modificar o comportamento e o sistema reprodutivo,
principalmente alterando a sensibilidade dos neuronios de GnRH, que sdo os neurdnios do
sistema nervoso central que controlam o comportamento e a fisiologia reprodutiva em todos

os vertebrados como apresentado anteriormente (Fiszbein et al., 2010). Todavia, os resultados
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de estudos da influéncia do fotoperiodo em peixes apresentaram efeitos positivos, negativos e
nenhum efeito deste fator sobre a maturacdo gonadal (Falcén et al., 2007, 2010). Por outro
lado, sabe-se também, que a glandula pineal, ¢ um dos componentes centrais do sistema
circadiano, que € influenciado pelo ciclo de claro e escuro ambiental, e que estd
principalmente relacionado com o controle do ritmo circadiano e circuanual em todos os
grupos de vertebrados (Falcon et al., 2007, 2010). Este 6rgao € responsavel pela secrecao da
melatonina  (N-acetyl-5-methoxytryptamine), sendo que, esta producdo € realizada
exclusivamente durante a fase escura do dia e acredita-se que este hormdnio seja um dos
principais responsdveis pelos efeitos do fotoperiodo sobre o sistema enddcrino, agindo em
diferentes niveis do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadas e, portanto, fornecendo informagdes
cruciais sobre a sinalizacdo ambiental e controle enddcrino, especialmente na atividade
reprodutiva (Kah et al., 1999; Falcén et al., 2007, 2010).

Adicionalmente, em 2003, foi descoberto mais um componente do sistema
neuroenddcrino que possui intima relagdo com a regulacdo da reproducdo e da puberdade em
vertebrados, o chamado sistema kisspeptina e seu receptor kisslr (denominado antigamente
de Gpr54) (Taranger et al., 2010; Zohar et al., 2010). Os neurdnios produtores de kisspeptina
foram encontrados principalmente na regido do telencéfalo e bulbo olfatério, mesma regido
que se localizam os neurdnios de GnRH (Akazome et al., 2010; Migaud et al., 2010). Além
desta mesma localizacdo, o receptor kisslr estd presente em neurdnios produtores de GnRH,
indicando fortemente a influéncia deste sistema sobre o eixo reprodutivo (Zohar et al., 2010).
Enquanto isso sabe-se também, que a melatonina esta relacionada com a modulacao da sintese
e liberacdo de kisspeptina e, portanto, dar-se a entender, que o fator fotoperiodo modula o
eixo reprodutivo em diferentes niveis. Este preciso link entre as mensagens do fotoperiodo
(principalmente em relacdo a neuromodulacdo da melatonina), e os efeitos sobre o sistema
neuroenddcrino em peixes, precisam ser investigados mais profundamente em teledsteos.

Outro fator ambiental com influéncia na reproducdo € a temperatura (Fig. 3), pois
pequenas mudancgas na temperatura podem causar alteracdes no ciclo reprodutivo, na sintese
hormonal, gametogénese, aptidio reprodutiva, entre outras caracteristicas (Ospina-Alvarez &
Piferrer, 2008; Blazquez & Somoza, 2010). Além disso, uma das a¢des diretas da temperatura
na fisiologia dos animais € a modula¢do na determinacdo do sexo, conhecida como “sexo
dependente de temperatura” (TSD), relatada primeiramente em répteis, grupo em que este
processo € conhecido (Lance, 2009). Nos peixes, alguns autores sugerem que véarias espécies
apresentam o fendomeno de TSD, que pode ser considerado como indicador seguro de

impactos bioldgicos relacionados ao aquecimento global, desde que, as mudangas na



Capitulo 1 10

proporcao sexual, induzida pela temperatura, constituem uma resposta direta relacionada com
as flutuagdes térmicas ambientais (Blazquez & Somoza, 2010). Entretanto, os mecanismos
fisiolégicos envolvidos neste fendmeno (TSD) ainda ndo s@o bem compreendidos.

Elevacdes na vazao dos rios em regides neotropicais decorrentes do periodo de chuvas
(aumento da pluviosidade) resultam em pouca alteracdo sazonal na temperatura da dgua
(Lucas & Baras, 2001). No entanto, este aumento na vazdo dos rios neotropicais durante este
periodo, induz a grandes altera¢des neste ecossistema, como por exemplo, disponibilidade de
ambiente favordvel, nivel de d4gua, corrente, transparéncia, condutividade, oxigénio
dissolvido, entre outros parametros e, portanto, torna-se dificil de determinar qual (is) deste
(s) fator (es) € (sdo) o (s) que prevalece (m) na influéncia da pluviosidade no eixo reprodutivo.
Adicionalmente, em muitos casos, o aumento da pluviosidade e consequentemente a vazao
dos rios, definem os padrdes migratorios das espécies de peixes, influenciando principalmente
as espécies reofilicas neotropicais (Lucas & Baras, 2001). Nao obstante, para as espécies
neotropicais, estes fatores ambientais apresentados acima, sdo claramente os sinais ambientais
que mais alteram o eixo hipotdlamo-hip6fise-gonadas em peixes, no entanto, outros fatores,
como por exemplo: qualidade da &4gua, disponibilidade de alimento, entre outros fatores
participam também desta modulacdo do ciclo reprodutivo (Lucas & Baras, 2001; Trudeau,
2006), demonstrando assim grande importincia dos fatores externos na modula¢do do ciclo
reprodutivo em peixes teledsteos.

De uma forma em geral, sabe-se que todo esse controle ocorre quando os peixes
encontram-se no ambiente natural, mas altera-se de alguma forma, ainda pouco esclarecida,
quando espécies reofilicas migradoras sdo transferidas para o cativeiro, em operacdes de
cultivo (produgdo animal) e/ou na conservagdo de espécies em extingdo (piscicultura de
conservagao), pois, neste ambiente confinado, os peixes migradores nao conseguem eliminar
os seus gametas de forma natural. Neste caso, intervengdes hormonais exdgenas em diferentes
niveis do eixo hipotdlamo-hipé6fise-gonadas (Fig. 3) sdo necessdrias para dar continuidade ao
processo de maturacdo gonadal (Mylonas et al., 2010), procedimento necessdrio para a
maioria das espécies icticas neotropicais, por serem reofilicas migradoras. O entendimento do
eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas nas espécies migradoras neotropicais foi pouco
compreendido até o momento, devido principalmente ao grande niimero de espécies que
apresentam esta disfuncdo enddcrina em cativeiro, além do mais, pouco investimento de
estudos neste tema € realizado atualmente. Esse fato € ainda mais preocupante quando
considera-se uma espécie ameacada de extincdo, como a proposta neste trabalho (breve

descricdo do modelo bioldgico, anexo 1), haja vista de que o sucesso reprodutivo € a premissa
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basica para o restabelecimento de uma espécie (Pough et al., 2003), e para um futuro trabalho
de repovoamento e/ou conservagao.

Duas das maiores ameacas a ictiofauna neotropical, € a constru¢ao de barragens nos
rios e os niveis elevados de degradacao ambiental, que é particularmente muito severo na
Bacia do Rio Paraiba do Sul (Caneppele et al., 2008). Adicionalmente, deve-se destacar que
esta Bacia merece especial atencdo devido a agdo antrépica causada pela instalacdo da
Companhia Siderurgica Nacional de Volta Redonda (RJ). Este impacto € destacado como um
dos principais fatores que levaram algumas espécies endémicas, como Steindachneridion
parahybae (Honji et al., 2009) e Brycon insignis (Brasil, 2004), a Lista de Espécies
Ameagadas. Além do mais, um desastre ecoldgico ocorreu no ano de 2008 (CRBio2, 2009),
no qual, foi constatado o despejo de 8 mil litros de um poderoso pesticida (endosulfan), o que
contaminou grande parte do Rio Pirapetinga, que desigua no rio Paraiba do Sul e
consequentemente a mortalidade de fracdo importante da ictiofauna local. Este fato contribui
para uma acao urgente de conhecimento da biologia reprodutiva de espécies ameacadas, para
que, principalmente no caso de S. parahybae e B. insignis ndo corram o risco de extin¢do. Por
fim, para melhor compreensdo dos objetivos do presente estudo, a seguir, serdo descritos os
principais hormdnios neuroenddcrinos responsaveis pelo controle endégeno da reproducdo em

peixes teledsteos.

1.3. Horménio liberador de gonadotropinas (GnRH)
O GnRH ¢é um neuropeptideo sintetizado no hipotdlamo, representando um dos primeiros
passos na cascata de hormonios que coordena os processos fisiologicos reprodutivos em todos
os vertebrados (Weltzien et al., 2004; Guilgur et al., 2006; Zohar et al., 2010). Como
apresentado anteriormente, este neuropeptideo em teledsteos € liberado na hipdfise, via
inervacao direta nas células gonadotrdpicas, que por sua vez, estimula a sintese e liberacao
das GtHs hipofisdrias, que estimulam a esteroidogénesis € o desenvolvimento gonadal (Fig.
3), ou seja, 0 GnRH € um dos links essenciais na integracdao dos estimulos externos e internos
que controlam a reprodu¢ao em todos os vertebrados (Dubois et al., 2002; Lethimonier et al.,
2004; Guilgur et al., 2006). E importante salientar, que muitos dos avancos na compreensdo
do sistema de GnRH em mamiferos tem a sua origem em pesquisas realizadas em peixes
teledsteos (Guilgur, 2008).

Atualmente, sabe-se que a maioria das espécies de vertebrados possuem mais de uma
forma molecular de GnRH (Weltzien et al., 2004; Zohar et al., 2010), no entanto, em um

unico animal, a presenca de multiplas formas deste neuropeptideo, originou um dos maiores
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problemas para o entendimento fisiolégico do papel das diferentes formas de GnRH na
reproducdo de uma unica espécie. Além disso, este problema ainda € mais complexo, quando
foram identificadas 3 diferentes formas no encéfalo de peixes teledsteos (Gonzalez-Martinez
et al., 2001, 2002, 2004; Servili et al., 2010; Zohar et al., 2010).

Segundo Sherwood & Adams (2005), Guilgur et al. (2006), Kah et al. (2007) e Zhang
et al. (2008), sdo caracterizadas 25 diferentes formas moleculares de GnRH em vdrias
espécies de vertebrados e invertebrados (14 formas em vertebrados e 11 formas em
invertebrados), entretanto, todas estas diferentes formas moleculares sdo decapeptideos,
exceto em Octopus vulgaris (Iwakoshi et al., 2002) e Aplysia californica (Zhang et al., 2008),
que possuem doze aminodcidos. Adicionalmente, os aminodcidos nimero 01, 04, 09 e 10 sdo
perfeitamente conservados ao longo da evolugdo (Tabela 1). Além disso, tradicionalmente, as
diferentes formas de GnRH sao comumente conhecidas pelo nome da espécie em que foi
primeiramente isolada (Weltzien et al., 2004; Guilgur et al., 2006; Tsai, 2006), no entanto,
diferentes nomenclaturas tém sido propostas, o que serd discutido posteriormente (Muske,
1997; Fernald & White, 1999; Dubois et al., 2002).

Com esta diversidade de diferentes formas moleculares de GnRH somado com a
maioria das espécies expressando mais de uma forma de GnRH (Fig. 5), a presenca de
variantes moleculares de GnRH no encéfalo de cada grupo de vertebrados t€ém sido
identificadas: mamiferos (White et al., 1998), aves (Stevenson et al., 2007), répteis (Lovejoy
et al., 1991a), anfibios (Conlon et al., 1993), peixes teledsteos (Sherwood & Adams, 2005),
elasmobranquios (Lovejoy et al., 1991b), e em peixes ndo mandibulados (agnatas) (Sower et
al., 1993, 2009). Atualmente, pode-se afirmar que todas as espécies de vertebrados expressam
2 ou 3 formas moleculares distintas de GnRH (Sherwood & Adams, 2005; Guilgur et al.,
2006; Zohar et al., 2010). Com a excecdo das lampréias, em que foram identificadas apenas
duas formas de GnRH (lamprey-GnRH-I e lamprey-GnRH-II), todas as outras espécies de
vertebrados apresentam um padrio caracteristico, no qual, a forma molecular chicken GnRH-
IT (cGnRH-II), foi detectada no encéfalo (mais especificamente no cérebro médio), e uma ou
duas formas na por¢cdo mais ventral do encéfalo, especialmente na drea pré-Optica € no
hipotdlamo, além de estar presente na hipéfise (Sherwood & Adams, 2005; Guilgur et al.,
2006; Kavanaugh et al., 2008; Zohar et al., 2010). Assim sendo, cGnRH-II é a forma mais
conservada e presente em todos os vertebrados mandibulados (Gnathostomata), incluindo os
mamiferos (inclusive também no homem, White et al., 1998).

Desta forma, nos vertebrados que expressam duas formas moleculares de GnRH, o

c¢GnRH-II € a segunda forma (sempre identificada no cérebro médio), e uma primeira forma,
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“especifica da espécie”, localizada na regido mais ventral do encéfalo (Sherwood & Adams,
2005; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Zohar et al., 2010). A maioria dos mamiferos,
anfibios e peixes ndo Actinopterygii e Actinopterygii mais basais (Chondrostei,
Polypteriformes e Lepisosteiformes) apresentam o mammalian-GnRH (mGnRH). Por outro
lado, algumas espécies de anfibios e em alguns teledsteos considerados mais basais, ndo
apresentam o mGnRH, como por exemplo, o anfibio Rana dybowskii que expressa o rana-
GnRH (rGnRH) (Yoo et al., 2000), e em salmdes (Oncorhynchus spp.) € em C. auratus, que
apresentam o salmon-GnRH (sGnRH) (Kobayashi et al., 1997). Adicionalmente, em
Siluriformes (Ostaryophisi), foram identificados apenas o cfGnRH (catfish), além da forma
conservada de GnRH (cGnRH-II) (Bogerd et al., 1994; Zandbergen et al., 1995; Dubois et al.,
2002). Em aves, foram identificados o cGnRH-II (forma conservada) e o cGnRH-I (chicken-
GnRH-I), assim como em répteis (expressam cGnRH-I e cGnRH-II) (Tsai & Licht, 1993;
Millam et al., 1998).

Para os Actinopterygii, considerados mais derivados, a grande maioria das espécies
apresentam 3 distintas formas moleculares de GnRH, sendo expresso sempre o cGnRH-II e o
sGnRH, além de, uma terceira forma que pode ser considerada especifica (Weltzien et al.,
2004; Guilgur et al., 2006; Zohar et al., 2010). Em geral para Characiformes (Characidae) a
terceira forma de GnRH encontrada foi o sbGnRH (seabream) (Powell et al., 1997), para
Cyprinidontiformes (Atherinopsidae) o pjGnRH (pejerrey) (Montaner et al., 2001), para
Perciformes (Cichlidae) o sbGnRH (Pandolfi et al., 2005), entre outras formas (Fig. 5)
(Lethimonier et al., 2004; Sherwood & Adams, 2005; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007).
A presenca destas diferentes formas de GnRH identificadas em varias espécies de teledsteos
levantam a questdo sobre a precisa funcdo das multiplas formas de GnRH no controle da
reproducdao e de outros processos fisiolégicos, como por exemplo, no comportamento
reprodutivo.

Ainda em relacdo as diferentes formas de GnRH em peixes teledsteos, os neurdnios
sintetizadores deste hormonio apresentam distribuicdo neuro-anatomica diferenciada, como
por exemplo, o sGnRH € expresso por neuronios do ganglio nervoso terminal, principalmente
na jungdo dos bulbos olfatérios com o telencéfalo ventral, o cGnRH-II expresso pelos
neuronios localizados no tegumento do mesencéfalo (anterior, o “midbrain” ou cérebro
médio) e na regido posterior do diencéfalo (o sinencéfalo), e a terceira forma que € expressa
principalmente pelos neur6nios pré-opticos (telencéfalo ventral mais posterior), hipotdlamo
basal e glandula hipofisaria (para revisdo veja: Guilgur et al., 2006; Zohar et al., 2010). Com

isto, as diferentes formas de GnRH sdo identificadas em diferentes regides do encéfalo
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(Dubois et al., 2002; Gonzalez-Martinez et al., 2004; Pandolfi et al., 2005), e as diferentes
funcdes destas diversas formas de GnRHs encontradas em diferentes regides, ainda sdo
discutidas na literatura especializada. Sugere-se que o c¢GnRH-II atue como um
neuromodulador e/ou possui um papel fundamental no comportamento reprodutivo. Ja a
segunda ou terceira forma, estd relacionada especificamente com a reprodugdo, ou seja,
sugere-se que esteja relacionada com a liberagdo das GtHs na hipéfise dependendo da espécie
a ser considerada (Dubois et al., 2002; Sherwood & Adams, 2005; Pandolfi et al., 2005).

Em peixes teledsteos ndo € observado um sistema porta hipotdlamo-hipofisario (como
bem caracterizado em vertebrados tetridpodas), com isso, as fibras nervosas de GnRH
terminam proximas as células gonadotrépicas na hipéfise e como consequéncia, os GnRHs
estdo presentes nos extratos de encéfalo e da hipodfise. Entretanto, em varios peixes teledsteos,
pelo menos uma das formas moleculares de GnRH encontrada no encéfalo nao foi detectavel
na hipoéfise, levantando-se outra questdo a respeito de qual (ou quais) formas estdo presentes
na hipéfise e qual (is) estimula (m) a produ¢cdo de GtHs na hipéfise (Powell et al., 1994;
Somoza et al., 1994; Goos et al., 1997). Neste sentido, alguns estudos apontam que, apenas o
c¢GnRH-II foi identificado no encéfalo e ndo foi observado na hipédfise (é importante lembrar
que o cGnRH-II € identificado em todas as espécies de teledsteos) e com isso, a distribuicao
diferencial das diferentes formas de GnRHs sugerem diferentes fun¢des para estes diferentes
peptideos (Goos et al., 1997). Neste contexto, a identificagdo exata das diferentes formas
moleculares de GnRH e a sua distribuicdo € de suma importancia para entender os primeiros
passos no controle da reprodugdo de peixes teledsteos.

Adicionalmente, como apresentado anteriormente, o GnRH é um neuropeptideo
hipotalamico que é composto por poucos aminodcidos (10 aminodcidos no total), € com isso
os anticorpos para GnRH apesar de serem mais ou menos especificos, apresentam reacoes
cruzadas entre as diferentes formas de GnRH dependendo da espécie em questdo. Em vérias
espécies de peixes teledsteos estudados, foi observado que os cDNAs que codificam os
GnRHs apresentam peptideos associados ao GnRH (os chamados — GAP), estes GAP
conferem maior especificidade do que os préprios GnRHs por serem oligopeptideos maiores
do que os GnRHs (Fig. 6). Além do mais, estes GAPs sdo produzidos a partir de moléculas
precursoras de GnRH e estdo co-localizados dentro das células que expressam o GnRH
(Dubois et al., 2001; Gonzalez-Martinez et al., 2001, 2002, 2004; Pandolfi et al., 2005).

A caracteristica mais importante destes peptideos, é que os diferentes GAPs estdo
associados a diferentes GnRHs, assim, os diferentes anticorpos para GAP podem ser

utilizados para reagcdes de imuno-histoquimicas como para hibridizacdo in situ (Pandolfi et al.,
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2005), assim, podem ser utilizados para identificar as diferentes formas de GnRH (Pandolfi et
al., 2005). Gonzélez-Martinez et al. (2002) demonstraram que em seabass (Dicentrarchus
labrax), os peptideos de GnRH e GAP sao co-expressos na mesma célula e confirmam que o
anticorpo para GAP representa uma ferramenta valiosa para localizar especificamente as
células que expressam as diferentes formas de GnRH, evitando o problema da reacio cruzada,
que eventualmente ocorre quando se utiliza os anticorpos para GnRH. Além do mais, a funcdo
fisiolégica dos diferentes GAPs ainda ndo é completamente conhecida, no entanto, foi
demonstrado em ratos, que o GAP € necessdrio para o funcionamento correto do GnRH
(Seeburg et al., 1987).

No que diz respeito as espécies da ordem Siluriformes, apenas, Clarias gariepinus
(catfish africano), Ictalurus punctatus (catfish americano), e C. macrocephalus (thai catfish),
sdo as espécies mais estudadas em relagdo a fisiologia da reproducao (Ngamvongchon et al.,
1992; Dubois et al., 2001; Ballenger, 2007). Todas estas espécies sdo exdticas e nenhuma
espécie neotropical foi estudada sob este aspecto até o momento. As espécies da ordem
Siluriformes sao bons modelos bioldgicos por apresentarem diferencas dentro deste grupo de
peixes teledsteos em relagdo aos demais grupos, como por exemplo, em C. gariepinus, apenas
duas formas de GnRH foram identificadas, como mencionado anteriormente (cGnRH-II e
cfGnRH) (Zandbergen et al., 1995; Dubois et al., 2001), além de apresentarem muitas
dificuldades na caracterizacdo de FSH e LH, assim sendo, ndo estdo claramente identificadas
as GtHs neste grupo de peixes teledsteos (Koide et al., 1992; Schulz et al., 1995; Agulleiro et
al., 2006). Ainda em relacdo as diferencas observadas neste grupo, em extratos de hipdfise
(Schulz et al., 1993) e de encéfalo (Bogerd et al., 1992) de C. gariepinus, foram identificadas
estas duas formas de GnRH, entretanto, ndo necessariamente as duas formas de GnRH sdo
liberadas na hipdfise e controlam a sintese e liberacdao de GtHs.

Do mesmo modo, em estudos pioneiros com C. gariepinus, segundo Schulz et al.
(1993), aparentemente, duas formas de GnRH (cGnRH-II e cfGnRH) foram identificadas na
hipdfise, levantando a questdo de como estas duas formas de GnRH em bagres estdo
envolvidas com a liberagdao de GtHs? Esta pergunta foi pertinente, pois, em experimentos in
vitro e in vivo, ambas as formas de GnRHs estimularam a liberacdo de GtHs (Goos et al.,
1997). Neste sentido, se reveste de suma importancia os estudos sobre as diferentes formas de
GnRHs e das GtHs em peixes teledsteos. Como foram observadas as duas formas de GnRH
em extratos de encéfalo e de hipdfise de bagres (cfGnRH e cGnRH-II), outras andlises foram
realizadas para verificar as possiveis fungdes dos diferentes GnRH na fisiologia dos

Siluriformes. Neste caso, estudos com imuno-histoquimica (anti-GAP) e hibridizacao in situ
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mostraram que apenas os neurénios de cfGnRH projetam os ax6nios para a regido da hipoéfise,
e que o cGnRH-II estd limitado ao tegumento do cérebro médio, e que apenas poucos
neuronios de cGnRH-II sdo observados ao longo do terceiro ventriculo, assim sendo, ndo sao
observadas fibras desta forma molecular de GnRH na hipdfise (Goos et al., 1997). Por
conseguinte, a co-localizacdo de GnRHs (cfGnRH e ¢GnRH-II) encontrada em bagres em
estudos anteriores (Schulz et al., 1993), utilizando anticorpos para GnRH, provavelmente
pode ser reflexo de uma reacdo cruzada do cGnRH-II com a alta concentragdao de cfGnRH.
Assim sendo, ainda ndo é bem compreendido o eixo hipotdlamo-hip6fise em Siluriformes.
Diante do que foi exposto sobre a diversidade de GnRHs, algumas consideragdes
evolutivas a respeito dos vertebrados que apresentam 2 ou 3 formas de GnRH, também podem
ser sugeridas (Montaner et al., 2002; Somoza et al., 2002a, b; Pandolfi, 2005; Okubo &
Nagahama, 2008). Seguindo o cladograma dos Actinopterygii apresentado por Nelson (1994),
Clupea harengus (Clupeiformes), é considerado um teledsteo basal e foram identificadas 3
formas de GnRH nesta espécie, o cGnRH-II, o sGnRH e a terceira forma especifica, o
hrGnRH (herring-GnRH) (Carolsfeld et al., 2000); nas espécies de salmdes
(Protacanthopterygii), que também pode ser considerado um grupo basal, no entanto, os
Salmoniformes, que aparentemente evoluiram depois dos Clupeiformes, foram identificadas
apenas 2 formas de GnRH (cGnRH-II e sGnRH) (Kobayashi et al., 1997). Piaractus
mesopotamicus (Characidae) e C. gariepinus (Pimelodidae), ambos Ostaryophysi,
considerado um grupo entre os Clupeiformes e Protacanthopterygii, expressam
respectivamente 3 formas de GnRH (cGnRH-II, sGnRH e sbGnRH em P. mesopotamicus)
(Powell et al.,, 1997) e 2 formas de GnRH (cGnRH-II e cfGnRH em C. gariepinus)
(Zandbergen et al., 1995) e, portanto, os Actinopterygii provavelmente as espécies que
apresentam 2 ou 3 formas de GnRH (dependendo da espécie a ser considerada); neste caso,
indicam 3 possibilidades evolutivas: 1) a terceira forma de GnRH pode ter sido perdida
durante a evolucao dos Salmoniformes e em alguns grupos dentro dos Ostaryophysi; 2) os
Salmoniformes e os grupos dentro dos Ostariophysi que apresentam duas formas de GnRH
(i.e., Siluriformes) possuem uma terceira forma ainda ndo identificada; 3) a presenca de 3
formas de GnRH possa ter surgido de 3 linhagens diferentes (Clupeiformes, Ostariophysi e
Acanthopterygii). Além disso, estudos recentes apontam que a presenca de 3 formas
moleculares de GnRH néo € um carater exclusivo de peixes teledsteos, ou seja, em porquinho-
da-India, Cavia aperea e em capivaras, Hydrochaerus hydrochaerus, ambos mamiferos,
expressam 3 formas moleculares de GnRH, o cGnRH-II, mGnRH e guinea-pig-GnRH

(gpGnRH), portanto, sugere-se que provavelmente todas as espécies de vertebrados que
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apresentam apenas 2 formas diferentes de GnRH, apresentam uma terceira variante ainda ndo

identidicada (Montaner et al., 2002; Pandolfi, 2005).

1.3.1. Acerca da nomenclatura das diferentes formas moleculares de GnRH
Tradicionalmente, se aceita que os peptideos das diferentes formas de GnRH recebam o nome
da espécie em que foram primeiramente isolados (Weltzien et al., 2004; Guilgur et al., 2006;
Tsai, 2006), no entanto, diferentes nomenclaturas t€ém sido propostas, e que apresentam suas
vantagens e desvantagens (Muske, 1997; Fernald & White, 1999; Dubois et al., 2002).

A nomenclatura tradicional, apesar de ser utilizada com mais frequéncia, também
apresenta as suas desvantagens, pois, dois grupos distintos de pesquisadores demonstraram
em diferentes espécies a mesma sequéncia de GnRH, o medaka-GnRH (mdGnRH), por
sequenciamento do cDNA (Okubo et al., 2000), e o pjGnRH, por isolamento e
sequenciamento do peptideo maduro (Montaner et al., 2001). Neste caso, as duas espécies
distintas apresentam a mesma sequencia de GnRH (pGLU-His-Trp-Ser-Phe-Gly-Leu-Ser-Pro-
Gly-NH,), entretanto, a mesma forma molecular recebeu dois nomes distintos (mdGnRH e
pjGnRH).

Miyamoto et al. (1983) também sugerem outra nomenclatura com base em
informagdes da estrutura primaria da molécula, e tem sido aplicada desde as primeiras
variantes moleculares. Esta nomenclatura utiliza como padrao o mGnRH, que € referido como
GnRH, e as outras variantes, sao nomeadas de acordo com os aminodcidos que se diferenciam
do mGnRH, ou seja, para o ¢cGnRH-II seria [His>-Trp’-Tyr*|GnRH; para o gpGnRH seria
conhecido como [Tyrz—Va17]GnRH, entre outros (Tabela 01).

Muske (1997) propde a existéncia de 2 sistemas neuronais de GnRH, com base em
critérios embrioldgicos e funcionais, ou seja, o sistema do cérebro-anterior ou sistema do
nervo-terminal-septo-pré-optico, e o sistema do cérebro médio ou sistema cGnRH-II. Neste
caso, este autor nao considera as diferentes formas moleculares identificadas na regido ventral
do encéfalo (nas espécies que apresentam 3 formas, sendo 2 delas, na regido ventral do
encéfalo). Além dessa nomenclatura de Muske (1997), Dubois et al. (2002), com base na
localizac@o anatomica e funcional, sugeriram a seguinte nomenclatura: MBGnRH (midbrain
GnRH), correspondente ao ¢cGnRH-1I; VFGnRH (ventral forebrain GnRH), a variante com
funcdo hipofisiotrdpica, ou seja, com funcdo fisioldgica na liberacao de GtHs; e a TNGnRH
(terminal-nerve GnRH), correspondente a variante que se localiza no nervo terminal, que
neste caso, seria 0 sSGnRH para as espécies que apresentam 3 formas moleculares de GnRH.

Entretanto, como esta nomenclatura se aplicaria em uma espécie que apresenta apenas 2
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formas de GnRH? A variante hipofisiotropica (VFGnRH) e a variante TNGnRH (nervo
terminal), com a mesma forma molecular, receberiam dois nomes diferentes?

Fernald & White (1999) propuseram a nomenclatura que segue, com base em andlises
filogenéticas e os sitios de expressao dos GnRHs. Neste caso, o GnRH-1, refere-se a forma de
GnRH encontrada na regido do hipotilamo e ligada a funcdo reprodutiva; o GnRH-2,
correspondente ao cGnRH-II identificada na regido do cérebro médio, e provavelmente este
GnRH interage com a glandula pineal, modulando a sintese/liberacio de melatonina
(recentemente proposta por Servili et al., 2010); e o GnRH-3, presente no nervo terminal e
que esta relacionado com a fun¢do neuromodulacdo e comportamento reprodutivo. Todavia,
esta nomenclatura também apresenta 0 mesmo problema da terminologia proposta por Dubois
et al. (2002).

Durante o desenvolvimento desta tese, a nomenclatura tradicional, ou seja, seguindo o
nome da espécie em que foi primeiramente isolada serd utilizada, no entanto, em alguns casos

a terminologia de Fernald & White (1999) podera ser aplicada.

1.3.2. Origem embriologica das diferentes formas moleculares de GnRH
Devido a importincia do sistema de GnRH na reproducdo dos vertebrados, a origem e o
desenvolvimento embrioldgico deste sistema ainda é um dos principais pontos de interesse em
pesquisas. Geralmente € aceito que os neurdnios de GnRH localizados no encéfalo ventral,
incluindo os neurdnios dos bulbos olfatérios, telencéfalo ventral (GnRH-3), drea pré-dptica e
hipotdlamo ventral (GnRH-1), originam-se durante o desenvolvimento embrioldgico do
placéide olfatério em muitas espécies de vertebrados, ou seja, estes neurdnios surgem do
placoide olfatério e migram para o encéfalo ventral durante os primeiros dias de
desenvolvimento (Schwanzel-Fukuda & Pfaff, 1990). Adicionalmente, uma falha nesta
migracdo dos neurdnios de GnRH durante o desenvolvimento embriondrio, resultam em uma
falha na maturacio gonadal, deficiéncia na secrecio de GtHs, e consequentemente no
processo reprodutivo (Okubo et al., 2006). Em seres humanos, a sindrome de Kallman (X-
linked Kallmann syndrome), é uma desordem caracterizada pela auséncia das fungdes
gonadais e do sistema olfatério, sendo sugerido que esta sindrome € causada pela
incapacidade dos neurdnios de GnRH migrarem da regido olfatéria para as principais regides
ventrais do telencéfalo e diencéfalo (MacColl et al., 2002; Okubo et al., 2006; Whitlock et al.,
20006).

O GnRH-2, localizado na regiao do cérebro médio, tem origem diferente do GnRH-1 e

GnRH-3, que originam-se da zona epéndima ventricular e/ou regido germinal préximo ao
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terceiro ventriculo (Dubois et al., 2001; Gonzalez-Martinez et al., 2002; Pandolfi et al., 2002).
Nao obstante, a precisa origem destes neurdnios de GnRH-2 na regido do cérebro médio
continua incerta.

Ainda em relagdo as diferentes origens embrioldgicas do sistema de GnRH em peixes
teledsteos, o surgimento dos neur6nios de GnRH durante a ontogénese neste sistema € distinto
(Dubois et al., 2001; Gonzalez-Martinez et al., 2002; Pandolfi et al., 2002). Para D. labrax
(Perciformes), espécie que apresenta 3 diferentes formas moleculares de GnRH, a primeira
variante expressa durante o desenvolvimento é o GnRH-2, sendo identificada no 4° dia apds a
eclosdo, seguida pelo GnRH-3, sendo detectado no 7° dia apds a eclosdo, e por tultimo, o
GnRH-1, sendo expresso no 30° dia apds a eclosdo (Gonzélez-Martinez et al., 2002). Dentro
desta mesma ordem, para Cichlasoma dimerus, que também apresenta 3 formas de GnRH, o
surgimento dos neurdnios de GnRH foi distinto de D. labrax, sendo expresso o GnRH-3 (3°
dia ap6s a fertilizac@o), o GnRH-2 (5-6° dia ap6s a fertilizacao) e o GnRH-1 (22-30° dia apds
a fertilizacdo) (Pandolfi et al., 2002). Esta sequéncia de surgimento para GnRH em C.
dimerus, também foi semelhante ao identificado para Pagrus major (GnRH-3: 1-5° dia ap6s a
eclosao; GNRH-2: 6° dia ap6s a eclosdo; e GnRH-1: 35° dia apds a eclosdao) (Ookura et al.,
1999).

Para C. gariepinus (Siluriformes), espécie que apresenta apenas 2 diferentes formas de
GnRH, a populacido de neur6nios de cGnRH-II surgiu na segunda semana ap6s eclosdo, assim
como os neurdnios e fibras de cfGnRH, que surgiram respectivamente na regido ventral do
telencéfalo e na hipéfise na mesma segunda semana, e posteriormente na darea pré-optica e
hipotdlamo ventral (entre a 4-6 semana) (Dubois et al., 2001). Em O. nerka e O. keta, ambos
Salmoniformes, e que também apresentam apenas cGnRH-II e sGnRH, sendo esta ultima
forma responsavel pela reproducdo nestas espécies, foram identificadas respectivamente no
16° e 19° dia ap6s a fertilizacdo (Chiba et al., 1994; Parhar et al., 1995).

A importancia do sistema de GnRH no inicio do desenvolvimento embrionario foi
apresentada acima, e anteriormente no controle neuroenddcrino da reproducdo em peixes
teledsteos adultos, entretanto, para a aquicultura comercial e/ou piscicultura de conservagao,
este sistema também € de grande importancia no controle neuroenddcrino da puberdade,
principalmente em relacdo a ativagdo (ou reativacdo) dos neurdnios de GnRH hipofisiotrépico
(Taranger et al., 2010). Por conseguinte, a competéncia reprodutiva € adquirida durante a
puberdade, e envolve o sistema de GnRH que estimula a liberacdo de GtHs e posteriormente

na maturacdo gonadal, demonstrando assim, a complexidade fisioldgica observada nos
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neurdnios produtores de GnRHs. A partir deste ponto, serd abordado, como agem estes neuro-

hormonios quando sdo liberados diretamente na hipéfise de peixes teledsteos.

1.4. Hipdfise, células gonadotropicas (GtHs)

A hipofise em peixes € dividida em duas regides distintas: a adeno-hipofise (ADH, tecido
glandular enddcrino) e a neuro-hipéfise (NH, origem nervosa), identificadas de acordo com os
diferentes tipos celulares (Weltzien et al., 2004; Levavi-Sivan et al., 2010; Zohar et al., 2010).
Em relacdo aos hormdnios hipofisarios, na regido da NH sdo encontradas as terminagdes
axonais dos neurdnios hipotalamicos, que em geral, nos teledsteos, liberam o0s neuro-
hormonios, como por exemplo, a arginina — vasotocina (AVT), a isotocina (IST) e o
hormonio concentrador de melanina (MCH), entre outros neuropeptideos (Acher, 1996;
Batten et al., 1999; Duarte et al., 2001; Weltzien et al., 2004; Kawauchi, 2006). Apesar da NH
estar diretamente relacionada com a reproducdo, os estudos sobre o controle neuroenddcrino
das fungdes hipofisarias em teledsteos requerem o conhecimento da morfologia da hipdfise,
inervagdo dessa glandula e a identificacdo e localizacdo dos diferentes tipos celulares
encontrados na regido da ADH (Weltzien et al., 2004; Levavi-Sivan et al., 2010; Zohar et al.,
2010).

Em geral, a ADH em peixes € subdividida em trés regides distintas, no que diz
respeito ao arranjo e localizagdo topografica das células, caracteristicas tintoriais dessas
células e distribui¢do dos ramos da NH (Cala et al., 2003; Laiz-Carrién et al., 2003; Weltzien
et al., 2004; Cinquetti & Dramis, 2006; Kawauchi & Sower, 2006). Essas regides sao
denominadas de: “pars intermedia”’ (Pl), “rostral pars distalis” (RPD) e “proximal pars
distalis” (PPD). Na PI encontram-se as células produtoras de melanotropina (MSH) e as
células produtoras de somatolactina (SL). Na PPD localizam-se as células produtoras de GtHs
(FSH e LH), as células produtoras de tireotropina (TSH) e as células produtoras de hormdnio
de crescimento (GH), este dltimo, também conhecido hormdnio somatotrépico. Ja a RPD
contém as células produtoras de prolactina (PRL) e as células produtoras de hormdnio
adrenocorticotropico (ACTH). Adicionalmente, segundo Kawauchi & Sower (2006), os
hormonios adeno-hipofisarios podem ser agrupados conforme a sua similaridade estrutural e
funcional em 3 familias: a familia derivada de proopiomelanocortina, que abrange o ACTH e
o MSH; a familia da prolactina/somatotropina, que inclui PRL, GH e SL; e a familia dos
hormonios glicoprotéicos, que contém as GtHs e TSH (Agulleiro et al., 2006; Kawauchi &

Sower, 2006; Takei & Loretz, 2006).
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E importante salientar que todos esses horménios, exceto a SL, estio presentes
também nos outros vertebrados (Ono et al., 1990; Kaneko, 1996). Proopiomelanocortina
(POMC) € um precursor protéico de varios hormdnios, como por exemplo, o ACTH, o MSH e
B-endorfina (Kawauchi & Sower, 2006). O papel fisiolégico de ACTH € estimular a sintese e
liberacao de cortisol no tecido inter-renal de teledsteos (Segura-Noguera et al., 2000), sendo
que, este hormodnio atua em vdrios processos fisiologicos, como por exemplo, no
metabolismo, nos aspectos relacionados ao estresse e na osmorregulaciao (Segura-Noguera et
al., 2000; Kawauchi & Sower, 2006). Em relacdo ao MSH, o papel fisioldgico desse
hormonio em teledsteos € estimular a dispersdo dos granulos de pigmentos nos melandcitos,
produzindo assim uma rpida mudanga de coloragdo em peixes (Cala et al., 2003; Kawauchi
& Sower, 2006).

Sabe-se ainda, que o papel fisiolégico da PRL em teledsteos, estd relacionado
principalmente com a osmorregulacdo (Segura-Noguera et al., 2000; Forsyth & Wallis, 2002;
Cala et al., 2003; Kawauchi & Sower, 2006; Mancera & Fuentes, 2006). Adicionalmente,
alguns estudos indicam que a PRL esteja envolvida também na reproducdo e nos aspectos
relacionados ao estresse (Cala et al., 2003). O GH tem um papel fundamental na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento em teledsteos, além de estar envolvido em outros processos
fisiol6gicos, como por exemplo, osmorregulacdo, reproducdo e metabolismo (Segura-Noguera
et al., 2000; Forsyth & Wallis, 2002; Cala et al., 2003; Agulleiro et al., 2006; Kawauchi &
Sower, 2006).

As células produtoras de SL, também conhecidas como PIPAS-cells, foram
primeiramente descritas por Ono et al. (1990) e Rand-Weaver et al. (1991a, b), e até o
momento este hormonio sé foi encontrado em peixes (Kaneko, 1996; Kawauchi & Sower,
2006). Apesar de ser um hormdnio descoberto hd cerca de 20 anos, o verdadeiro papel
fisiolégico da SL em peixes ainda continua desconhecido. Algumas evidéncias indicam que a
SL esteja envolvida em vérios processos fisiologicos, como por exemplo: no metabolismo, na
regulacdo dcido-bdsica e na osmorregulacio (Kakizawa et al., 1993, 1995a, b; Kaneko, 1996),
no desenvolvimento embriolégico (Laiz-Carrién et al., 2003), nos aspectos relacionados ao
estresse (Rand-Weaver et al., 1993; Kaneko, 1996), na reprodugdo (Olivereau & Rand-
Weaver, 1994; Kaneko, 1996; Johnson et al., 1997; Vissio et al., 1997; Mousa & Mousa,
2000) e na producao de esterdides sexuais (Planas et al., 1992; Mayer et al., 1998).

Em relagdo ao TSH, as possiveis funcdes fisiologicas deste hormonio seriam: na
metamorfose em Pleuronectiformes (Schreiber & Specker, 1999), no desenvolvimento

ontogenético (larval) (Laiz-Carrién et al., 2003) e indiretamente na reproducdo, pois, foi
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observado que o hormoénio tireoidiano (T3) intensifica o efeito estimulatério do GnRH em
Salmo trutta (Mylonas et al., 1994) e outros trabalhos sugerem que os hormonios tireoidianos
agem sinergisticamente com as GtHs (Mylonas et al., 1994).

As GtHs sa@o glicoproteinas responsaveis pela estimulagdo das células foliculares (em
fémeas) e das células de Leydig (em machos), na sintese dos andrégenos, progestigenos e
estrogenos (Kawauchi & Sower, 2006; Lubzens et al., 2010), e consequentemente na
vitelogénese, indu¢do da maturacdo final e na ovulacdo (em fémeas) e na espermatogénese,
espermiacdo e motilidade dos espermatozdides (em machos) (Zohar & Mylonas, 2001;
Levavi-Sivan et al., 2010; Schulz et al., 2010).

E importante salientar que as células gonadotrépicas possuem variacdes de nimero,
tamanho, intensidade de granulos e de vacuoliza¢do durante o ciclo reprodutivo (Kawauchi &
Sower, 2006). O método mais adequado para identificar as células gonadotrépicas € a reacdo
de imuno-histoquimica, entretanto, ao utilizar anticorpos de mamiferos para GtHs em peixes,
observa-se uma marcacdo, em menor intensidade, nas células TSH. Esta reacdo cruzada
ocorre devido a similaridade estrutural das moléculas dos hormdnios gonadotrépicos e
tireotrépicos, pois, essas moléculas constituem-se de duas subunidades, a e B (Yaron et al.,
2001). A subunidade o é comum aos trés hormdnios (FSH, LH e TSH) e a subunidade f varia,
sendo responsével pela atividade bioldgica do hormo6nio (Kawauchi & Sower, 2006; Levavi-
Sivan et al., 2010).

A presenca de duas GtHs foi identificada em varias espécies de peixes (revisao em
Kawauchi & Sower, 2006; Levavi-Sivan et al., 2010), no entanto, o padrdo de distribuicao das
células gonadotrdpicas varia entre os diferentes estddios do ciclo reprodutivo (Nozaki et al.,
1990a, b), como observado em salmonideos, nos quais, em individuos jovens o nimero de
células de FSH ¢ significativamente maior que o nimero de células de LH durante os
primeiros estagios da espermatogénese e vitelogénese. Ja4 nos animais maduros, o nimero de
células de LH excede as células de FSH (Nozaki et al., 1990a, b). Adicionalmente, a presenca
de duas GtHs em Siluriformes foi por muito tempo uma questdo enigmatica, devido a
dificuldade na identificacdo das GtHs nestas espécies (Schulz et al., 1995; Agulleiro et al.,
2006). Todavia, Zmora et al. (2007) foram um dos pioneiros na caracterizacao das GtHs em
espécies de Siluriformes através de um sistema de expressdo de proteinas recombinantes
baseado em células eucaridticas (Drosophila expression systen).

Em relacdo as espécies nacionais, trabalhos que identificaram as células de FSH e de
LH ainda sdo escassos (Borella et al., 1997; Parreira, 1998; Beolchi et al., 2003; Borella et al.,
2003; Antoneli, 2006; Nobrega, 2006; Honji, 2007; Borella et al., 2009). Alguns estudos
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indicam que as GtHs sdo afetadas quando espécies migradoras sdo transferidas para o
cativeiro e consequentemente tém a sua reproducdo boqueada, uma vez que, na cascata de
estimulacdo da sintese dos esterdides gonadais, a produgao de 17a, 20B-DHP (hormonio
indutor da maturagdo final, ovulacdo e desova) é estimulada pelas GtHs (principalmente pelo
LH) (Peter & Yu, 1997; Lubzens et al., 2010), como descrito anteriormente. O LH chega as
células da teca e estimula a conversdao da 17a-OHP, que € transportada as células foliculares e
convertida na 17a, 20B-DHP. Este dltimo € considerado um hormdnio critico na preparacao
do odcito para a fertilizacdo (Peter & Yu, 1997; Nagahama, 1997; Planas et al., 2000;
Lubzens et al., 2010). Apesar da importancia da 17a, 20B-DHP, nenhum estudo em espécies
neotropicais foi realizado até o momento, sendo que, a 170-OHP, € o hormdnio precursor
mais préximo da 17a, 20B-DHP, e que pode ser facilmente obtido em anélises laboratoriais.
Como a conversdo de 170-OHP para 17a, 20B-DHP € potencializada pela a¢do da 203-HSD
(Nagahama, 1994), sugerindo que o confinamento dos animais em cativeiro estaria afetando a
acdo desta enzima (20B-HSD), haja vista de que a atuacdo da 208-HSD (Nagahama, 1994)
depende dos estimulos das GtHs (principalmente do LH). Segundo Amaral et al. (2007), foi
observado que em reprodutores de Salminus hilarii (Ostariophysi: Characiformes) quando
mantidos em cativeiro, as fémeas acumulam a 170-OHP e ndo conseguem converté-la em
170, 20B-DHP, e por isso, talvez estes animais ndo consigam se reproduzir em cativeiro sem a
intervencdo hormonal exdgena. Adicionalmente, estes autores indicam que nesta espécie uma
falha na sintese de LH nos estdgios finais da maturac¢io oocitdria pode ocorrer.

Ainda dentro deste contexto, trés disfungdes reprodutivas em peixes sdo identificadas
quando os reprodutores selvagens sio transferidos para o cativeiro e/ou quando sofrem
condi¢cdes de cultivo: a) completa auséncia do desenvolvimento dos gametas, ou seja, a
espermatogénese e a vitelogénese falham completamente quando os animais sdo mantidos em
cativeiro, este processo pode ser observado em enguias, A. anguilla (Zohar & Mylonas, 2001;
van Ginneken & Maes, 2005); b) apenas auséncia na liberacdo dos odcitos, ou seja, ocorre a
ovulacdo mas ndo a liberacdo dos odcitos, como identificado em cultivo de salmonideos
(Bromage et al., 1992); ¢) falha na maturacdo final, ovulacdo e desova, quando os odcitos
apresentam a vitelogénese completa, ou seja, quando os odcitos estdo completamente
desenvolvidos e aptos para a maturacao final (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010).
Para a maioria das espécies neotropicais, a falha da reprodu¢do em cativeiro indica
principalmente, a falha na maturacdo final, ovulagdo e desova. Além disso, uma baixa

qualidade e/ou quantidade de espermatozodides e de odcitos também podem ser observada nas
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espécies neotropicais (Brooks et al., 1997; Caneppele et al., 2009; Bobe & Labbé, 2010;
Lubzens et al., 2010; Honji et al., 2011).

De uma forma geral, apesar do eixo hipotdlamo-hip6fise-gonadas ser responsavel pelo
controle endécrino da reprodugdo em peixes, o conhecimento da fisiologia deste eixo para as
espécies neotropicais ainda € bastante escasso. Os mecanismos fisioldgicos que levam ao
bloqueio da reprodugdo em peixes reofilicos, quando estes sdo impedidos de migrar como, por
exemplo, em operacdes de cultivo em cativeiro, ainda nao sdo bem compreendidos. Como
apresentado anteriormente, para as espécies nacionais a disfun¢do que ocorre normalmente € a
auséncia da maturacdo final, ovulacdo e desova dos odcitos (i.e., migracdo e “quebra” da
vesicula germinativa) e o seu motivo ainda ndo estd claro. Além disso, segundo Melo (2007)
que comparou a expressao de FSH e LH em S. hilarii, adicionado ao trabalho de Honji (2007)
que analisou as células produtoras de FSH, LH, GH, SL e PRL, através de reacdes de
histoquimica e de imuno-histoquimica nesta mesma espécie, é sugerido que o insucesso na
reproducdo em cativeiro seja devido a alguma disfun¢do na ADH, sugerindo também uma
andlise sobre o0 GnRH.

Em resumo, os estudos relacionando o eixo hipotdlamo-hip6fise-gonadas e a disfuncao
enddcrina de peixes em cativeiro sdo escassos mesmo em espécies de clima temperado, e
raros em peixes de clima tropical. Esta manutencdo dos peixes reofilicos em cativeiro também
¢ acompanhada por uma atresia oocitdria, cuja dindmica morfoldgica € praticamente
desconhecida nas espécies neotropicais. Além disso, as andlises das gonadas, bem como as
modificagdes morfolégicas dos mesmos durante o ciclo reprodutivo e a producdo de
substancias sintetizadas pelas gdnadas, ou seja, o perfil de esterdides gonadais, também sao
alvos do presente estudo. Finalmente, atingir esta meta exigird um enorme esforco de
pesquisadores para gerar conhecimentos importantes para a conservacdo de espécies,

inclusive aquelas ameagadas de extingao.

2. Breve descricao do modelo biolégico e a importancia de Steindachneridion parahybae

No anexo 1 encontra-se uma breve descricdo de S. parahybae, como por exemplo,
identificacdo, distribuicdo geografica (Fig. 7), e alguns aspectos da abundancia, habitat,
ecologia, reproducdo e conservacao (estado de conservacdo, ameacgas, acoes e recomendacdes
para a conservacdo) do surubim do Paraiba. No anexo 2, sdo apresentados os dados da
reproduc¢do induzida dos reprodutores de origem selvagem de S. parahybae (primeira geracao,
F1), que originaram os reprodutores nascidos e criados em cativeiro e que foram utilizados no

presente estudo.
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3. Objetivo geral

Considerando-se todos os pontos que foram expostos sobre o controle enddcrino da
reproducdo de peixes teledsteos, os problemas encontrados por estes animais em condicoes de
confinamento, e finalmente ao total desconhecimento da fisiologia reprodutiva de S.
parahybae, o objetivo geral do presente trabalho foi estudar a fisiologia do eixo hipotdlamo-
hipdfise-gonadas de S. parahybae ao longo do ciclo reprodutivo, assim como, 0s eventos
fisiolégicos e morfoldgicos envolvidos na fase pds-desova dessa espécie. Os resultados
obtidos podem fornecer subsidios para a melhor compreensdo da fisiologia reprodutiva de
peixes reofilicos quando transferidos para o cativeiro, principalmente no caso de S.
parahybae, para que esta espécie ndo corra o risco de ser extinta sem nem mesmo ter a sua
fisiologia reprodutiva compreendida, premissa bdsica para um futuro trabalho de

repovoamento da espécie.

3.1. Objetivos especificos
Para atingir este objetivo geral apresentado acima, foram tragados os seguintes objetivos

especificos:

1) Quantificar as concentracdes plasmaticas dos esterdides gonadais (17B-estradiol,
17a-hidroxiprogesterona, testosterona e 11-cetotestosterona), durante o ciclo reprodutivo e
apés a desova, correlacionando com as mudancas do epitélio germinativo ovariano e o
comprometimento de possiveis alteragdes destes hormonios em peixes privados de migracao

reprodutiva;

2) Identificar, localizar e caracterizar os diferentes tipos celulares da adeno-hipéfise de
S. parahybae, e utilizar estudos de morfologia geral, citoquimica e imunohistoquimica para
verificar a ocorréncia de possiveis alteracdes dessas células durante o ciclo reprodutivo e

desova induzida em cativeiro;

3) Investigar a distribui¢cao neuro-anatdmica do hormonio liberador de gonadotropinas
e suas possiveis isoformas em S. parahybae, correlacionando-o com o ciclo reprodutivo e

desova induzida em cativeiro;
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4) Descrever os aspectos da reproducdo artificial e fertilizacio dos gametas de
reprodutores nascidos e criados em cativeiro de S. parahybae, assim como, analisar e

caracterizar os aspectos macroscopicos das gonadas do surubim do Paraiba;

5) Analisar os eventos morfoldgicos relacionados com o desenvolvimento embriondrio
e larval de S. parahybae induzidos a reproducido em cativeiro, desde a ativacdo do odcito até o

inicio da fase juvenil.

3.2. Capitulos
Os capitulos descritos a seguir sdo esbocos de artigos cientificos que serdo posteriormente

modificados, sintetizados e formatados a fim de atender as exigéncias das revistas cientificas.

3.2.1. Capitulo 2
Desenvolvimento ovariano e perfil de esterdides sexuais plasmdticos em Steindachneridion
parahybae (Siluriformes: Pimelodidae), durante o ciclo reprodutivo e apds a indugdo a

reproducio.

3.2.2. Capitulo 3
Células hipofisarias de fémeas de Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae)

durante a oogénese e a reproducdo induzida em cativeiro.

3.2.3. Capitulo 4

Caracterizagdo, distribuicdo e localizacdo das diferentes formas do hormoénio liberador de
gonadotropinas (GnRH) no encéfalo e na hipdfise de Steindachneridion parahybae
(Siluriformes: Pimelodidae) durante o ciclo reprodutivo e apds a indugdo a reprodugcdo em

cativeiro.

3.2.4. Capitulo 5
Caracterizacdo macroscopica das gonadas e reproducdo induzida em cativeiro de

Steindachneridion parahybae (Teleostei: Siluriformes), uma espécie ameagada de exting¢ao.
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3.2.5. Capitulo 6
Desenvolvimento embriondrio e estadgios larvais de Steindachneridion parahybae
(Siluriformes: Pimelodidae). Implicagdes para a conservagdo e cultivo desta espécie

Neotropical ameacada.

3.2.6. Capitulo 7
Eixo hipotdlamo-hipdfise-gdbnadas de  Steindachneridion parahybae  (Siluriformes:

Pimelodidae). Discussao geral, consideragdes finais e perspectivas futuras.
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Tabela 1. Estrutura das 25 diferentes formas moleculares conhecidas do hormdnio liberador de

gonadotropinas (GnRH). Os aminodcidos grifados em azul s3o as diferentes formas moleculares

de GnRH se comparado com o GnRH de mamiferos. As variantes de GnRH grifadas em cinza,

tem sido identificadas em peixes. Fonte: adaptado de Iwakoshi et al. (2002), Sherwood &

Adams, (2005) e Guilgur et al. (2006).

Aminoacidos

Animal
1 2 3 4 5 B 7 8 89 10
Mammalian pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-NHz
Whitefish pGlu His Trp Ser Tyr Gly Pro Gly-NH;
Salmon pGlu His Trp Ser Gly Pro Gly-NH;
Sea Bream pGlu His Trp Ser Gly Pro Gly-NH;
Pejerrey pGlu His Trp Ser Gly Leu Pro Gly-NHz
Herring pGlu His Trp Ser Gly Pro Gly-NH;
Catfish pGlu His Trp Ser Gly Pro Gly-NH;
Dogfish pGlu His Tip Ser Gly Pro Gly-NHz
Chicken-lI pGlu His Trp Ser Gly Pro Gly-NH;
Lamprey-lll pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH2z
Lamprey-| pGlu His Ser Pro Gly-NH;
Guinea Pig pGlu Trp  Ser Pro Gly-NH;
Chicken- pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Frog pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-1 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-2 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NHz
Tunicate-3 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-4 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-5 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-6 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-7 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-8 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
Tunicate-9 pGlu His Trp Ser Pro Gly-NH;
1 2 3 4 5 B 7 8 89 10 1 12
Octopus vulgars pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp His  Pro Gly-NH;
Aplysia californica pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp  Tyr  Ala Gly-NH;

Asp: écido aspértico; Glu: 4cido glutdmico; Arg: arginina; Lys: lisina;, His: histiding, Asn: asparagina;, Gin:
glutaming, Ser: sering; Thr: treonina;, Tyr: tirosing;, Ala: alanina; Gly: glising;, Wal valina;, Leu; leucing; lle:
isoleucina; Pro: proling; Phe: fenilalanina; Met: metionina; Trp: triptofano; Cys: cisteina.
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Fig. 1. Representacdo esquematica de uma especulativa visdo do tempo de divergéncia dos
maiores grupos de peixes. O tempo aproximado é de milhdes de anos. Fonte: retirado e

adaptado de Nelson (2006).
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Fig. 2. Representacdo esquemadtica de um diagrama de relagdo dos maiores grupos estendido
de peixes, apresentando cada bloco, um nimero representativo da quantidade de espécies em
cada ordem. A partir do grupo “Chondrostei” até os grupos ‘“Tetraodontiformes” e
“Pleuronectiformes” sdo os chamados Actinopterygii. O grupo “Teleostei” (teledsteos) inclui
todos os peixes a partir de “Osteoglossiformes” até os grupos mais derivados

“Tetraodontiformes” e “Pleuronectiformes”. Fonte: retirado e adaptado de Nelson (1994).
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Fig. 3. Representacdo esquemdtica dos principais fatores relacionados com o controle
neuroenddécrino da reproducdo em peixes teledsteos (explicagdes no decorrer do texto).

Imagens: Renato Massaaki Honji, Rafael Henrique Nébrega, Maura Valim Val-Sella e

Leonardo Gaston Guilgur.
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P450scc, P450 side-chain cleavage; P450c17, 17-hydroxylase/C17-C20-lyase; 33-HSD, 3p-
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de Lubzens et al. (2010).
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Fig. 5. Distribuicao das diferentes variantes de GnRH em vertebrados. cl, chicken (cGnRH-I);
cll, chicken (cGnRH-II); cf, catfish (cfGnRH); df, dogfish (dfGnRH); fr, frog (frGnRH); gp,
guinea pig (gpGnRH); hr, herring (hrGnRH); 1-1, lamprey 1GnRH-I); 1-111, lamprey (IGnRH-
II); m, mammalian (mGnRH); md, medaka (mdGnRH) (ou pejerrey, pjGnRH); s, salmon
(sGnRH); sb, seabream (sbGnRH); wh, whitefish (whGnRH). 1R, 2R e 3R: possiveis
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“rounds” de duplicagdo de genoma. ExplicacOes no decorrer do texto. Fonte: retirado e

adaptado de Kah et al. (2007).
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Fig. 6. Representacdo esquematica de todos os genes que codificam o hormdnio liberador de
gonadotropinas (GnRH). Todos os GnRHs possuem a mesma organizacdo estrutural das
diferentes variacdes moleculares, apresentando um peptideo sinal (cinza), o decapeptideo
GnRH (preto), um sitio de clivagem proteolitico (azul) e um peptideo associado ao GnRH

(GAP). Fonte: retirado e adaptado de Gonzalez-Martinez et al. (2001) e Guilgur (2008).
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Fig. 7. Bacia hidrogréifica do Rio Paraiba do Sul. Steindachneridion parahybae é endémico

desta Bacia. Fonte: disponivel em http://www.agevap.org.br
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Threatened fishes of the world: Steindachneridion parahybae
(Steindachner, 1877) (Siluriformes: Pimelodidae)
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Common name: Surubim do Paraiba. Conservation
status: Critically endangered in Brazilian Red List
(Rosa and Lima 2005), and regionally extinct in Sao
Paulo State (Sao Paulo 2008). Steindachneridion
parahybae is a migratory freshwater species and
critically endangered in Paraiba do Sul River Basin.
Identification: maxillary barbel short, reaching or
surpassing origin of pectoral-fin insertion; pectoral
and adipose fins short; pelvic fin very short, never
reaching anus. Ground color in alcohol light grayish,
abdomen whitish, large dark brown blotches irregu-
larly distributed over head and trunk in an irregular,
vermiculated or dotted pattern (Garavello 2005).
Distribution: Endemic to the Paraiba do Sul River
Basin (Garavello 2005). Abundance: In the 1950 s
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there were some records of capture of this specie of
around 1,000 kg/year just in the part of the basin
(Machado and Abreu 1952) and nowadays there are
no capture records in the Sao Paulo State (Sao Paulo
2008). Habitat and ecology: Freshwater benthopela-
gic species, prefers bottoms with sand and stones;
mainly carnivorous (Moraes and Caramaschi 1993).
Reproduction: S. parahybae is a migratory species
ascending the rivers to reproduce during summer.
Threats: (1) Construction of dams in the Paraiba do
Sul River which block the reproductive migration and
act as a barrier to dispersal; (2) riparian habitat
destruction; (3) water pollution, due to the high
industrial development of the region; and (4) fishing.
Conservation action: Since 2003, the Hydrobiology
and Aquaculture Unit of CESP (Paraibuna/SP), has
been supporting a fish restocking program (Caneppele
et al. 2004) and fisheries efforts, funded by a
governmental program (ANEEL 2006) will be impor-
tant to estimate the occurrence and genetic evaluation
of the specie. Conservation recommendation: Estab-
lish habitat protection and monitoring riparian zone;

@ Springer
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avoid new dams construction and stimulate studies on
S. parahybae biology, to support the artificial repro-
duction program, done nowadays only on empirical
basis.
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Scientific Note

Induced spawning of the endangered Neotropical species
Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae)

Danilo Caneppele?!, Renato M. Honji?, Alexandre W. S. Hilsdorf ? and Renata G. Moreira?

The “surubim do Paraiba” (Steindachneridion parahybae) is a freshwater catfish endemic to the Paraiba do Sul River basin,
Brazil. This species has been seriously threatened by environmental disturbances in the last several decades. Wild
Steindachneridion parahybae males and females were collected in 2003 and taken to the hatchery of a power plant of the
Companhia Energética de S&o Paulo (CESP). Steindachneridion parahybae broodstocks were artificially induced to reproduce
in December 2003 using a combination of carp pituitary extract (CPE) and human chorionic gonadotropin (hCG). Oocytes and
milt were stripped; the fertilized eggs were transferred to 60-liter conical incubators and hatched larvae distributed in nine
horizontal trays. Exogenous feed was started just after yolk sac absorption. A high rate of cannibalism and photophobia were
observed during the larval period, resulting in a 26% survival rate from larvae to fingerlings.

O “surubim do Paraiba” (Steindachneridion parahybae) é um bagre de agua doce, endémico da bacia do rio Paraiba do Sul,
Brasil. Esta espécie foi seriamente ameacada por distirbios ambientais nas dltimas décadas. Machos e fémeas selvagens de
Steindachneridion parahybae foram coletados em 2003 e transferidos para a piscicultura da CESP (Companhia Energética de
Sao Paulo). Reprodutores de S. parahybae foram induzidos a reproducdo artificial em dezembro de 2003 usando uma combinagédo
de extrato hipofisario de carpa (CPE) e gonadotropina coridnica humana (hCG). Apds a extrusao dos 6vulos e do sémen, 0s
ovos fertilizados foram transferidos para incubadoras conicas de 60 litros e, em seguida, as larvas eclodidas distribuidas em
nove incubadoras horizontais. Apds a absorcao do saco vitelino, a alimentagao exdgena foi iniciada. Uma alta taxa de canibalismo
e fotofobia foram observados durante o periodo larval, resultando em uma taxa de sobrevivéncia de 26% de larvas para 0s
alevinos.

Key words: Surubim do Paraiba, Paraiba do Sul River, Artificial reproduction.

The “surubim do Paraiba” (Steindachneridion
parahybae) (Fig. 1) is a medium-sized siluriform freshwater
species, endemic to the Paraiba do Sul River basin (Oliveira &
Moraes Jr., 1997; Garavello, 2005). This basin is an isolated
hydrographic basin located in southeast Brazil (20°26” and
23°39’S, and 41° and 46°30°’W), and S. parahybae was
commonly captured in the commercial fisheries along the Paraiba
do Sul River during the 1950°s (Machado & Abreu, 1952).

The surubim do Paraiba species is critically threatened
(Brasil, 2004; Caneppele et al., 2008; Sao Paulo, 2008; Honji et

al., 2009), and presently, there are no records of this species
in the southern rivers of the Paraiba do Sul basin (S&o Paulo,
2008). A few populations still remain in northern tributaries,
but their survival faces constant threats from pollution, river
damming, sand extraction from riverbeds and floodplains,
predatory fishing, and the introduction of exotic fish species
(Hilsdorf & Petrere, 2002). The biological information that is
available about the surubim do Paraiba is very scarce. Its
spawning season occurs from late November until March, and
its feeding habit is mainly carnivorous (ichthyophagous). Their
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endangered status (Rosa & Lima, 2005) makes any biological
study of surubim do Paraiba extremely laborious, especially
during sample collection stages. Therefore, the present
difficulty of capturing the species may contribute to the paucity
of information about this species, which is at risk of becoming
extinct without being fully described.

In the past five years, this species has been included in
the conservation program undertaken by the Companhia
Energética de Sao Paulo (CESP, 2006). The first goal of the
program was to develop an artificial reproduction protocol
that would be applied to S. parahybae fingerling production.
The objective of this study was to present the results of the
first reported artificial spawning of S. parahybae.

Information from local artisanal fishermen made it possible
for us to locate a population that still survives in a small
tributary of the Paraiba do Sul River. During 2003, fifteen
individuals were caught in the Paraiba do Sul River, near the
town of Rio das Flores in the state of Rio de Janeiro (22°13’54”S
43°25’15”W), and brought to the CESP hatchery in order to
start the first trials of induced hormonal reproduction. The
broodstock (100% survival) were maintained in 200 m?ponds
and fed commercial food (40% crude protein, Purina TC 40).

In December 2003, the animals were selected according to
the typical morphological characteristics of sexual maturity
(Leonardo et al., 2004), and based on these characteristics,
two females and two males were chosen for artificial
reproduction. The females were selected by external
characteristics according to the hyperemic genital pore (and
swollen abdomen), and the males were chosen according to
the white color and high fluidity of milt when the abdominal
region was squeezed. The selected broodstock were
transferred to the laboratory and kept in 1,000 liter tanks.

The animals were induced to reproduce by combining
whole acetone-dried carp pituitary extract (CPE) (Fish Braz)
with a protocol proposed by von lhering & Azevedo (1934,
1936) but using CPE (as proposed for the pimelodid
Pseudoplatystoma fasciatum, by Leonardo et al., 2004) and
human chorionic gonadotropin (hCG) (Pregnyl - Organon),
was performed as follows. Two CPE doses (0.6 mg and 5.4 mg
CPE per kg of fish body weight, dissolved in 0.9% sodium
chloride solution, considering 0.6 ml in each dose) were used
for females, with a 12 h interval between the CPE doses. For
males, a single dose was applied at the same time as the
females’ second dose; this dose contained 3 mg CPE per kg

Fig. 1. Steindachneridion parahybae, Paraiba do Sul River
basin, Paraibuna, S&o Paulo State, Brazil. Lateral view (image
by Caneppele).

Induced spawning of Steindachneridion parahybae

and was also diluted in 0.9% sodium chloride solution. A
single dose of hCG was given at the same time as the second
CPE application. The hCG concentration used was 2 1U per
kg for females and 1 IU per kg for males (Harvey & Carolsfeld,
1993). Asummary of the doses used in this protocol is shown
in Table 1.

Table 1. Protocol of Steindachneridion parahybae induced
reproduction

Animal Weight hCG First CFE  Second CPE Eggs spawned
(@) (IU/kg) dose (mg/kg) dose (mg/kg)  weight (g)
Female 1 2400 2 0.6 54 66
Female 2 1300 2 0.6 5.4 40
Male 1 1800 1 3.0
Male 2 1100 1 3.0

The use of hCG combined with pituitary extracts has been
used in fish species (Thalathiah et al., 1988; Kucharczyk et
al., 1997; Zohar & Mylonas, 2001; Leonardo et al., 2004) and
has proven to be a very successful and consistent strategy
in catfish species (Thalathiah et al., 1988).

After hormone administration, each couple was placed in
a 1,000 liter glass tank to facilitate the observation of their
sexual behavior during spawning. The time necessary for
gamete elimination, counted from the second hormone
administration until spawning, was calculated as accumulated
thermal units (ATU), or degree-hours. Therefore, the ATU is
the sum of the water temperature per hour, from the second
hormonal application until spawning (Weingartner & Filho,
2005). After 200 ATUs (average temperature of 24°C), it was
possible to observe an increase in the animals’ activity,
including aggressive behavior that could harm the partner.
This behavior was important to determine when to separate
males and females and to strip their gametes in plastic
containers. Fertilization was performed by gentle mixing using
the “dry” method (von Ihering & Azevedo, 1936). Spawning
occurred between 240 and 255 ATU. The ATU value for S.
parahybae was similar to other siluriform species, such as
Rhamdia quelen, where the ATU value was 220 - 240 at 22-
27°C (Baldisserotto & Neto, 2005), Pseudoplatystoma
corruscans (200 - 280 ATU at 28°C) (Campos, 2005) and
Steindachneridion melanodermatum (240 - 280 ATU at 27°C)
(Ludwig etal., 2005).

The estimated number of ovules in S. parahybae was 324
ovules per gram of ovulated ovary mass (calculated by
weighing the ovulated eggs and counting subsamples in
triplicate). Considering the body weight of both females (Table
1), we can conclude that the number of released ovules ranged
from 9,000 to 10,000 eggs kg* of female body weight. This
value is lower than the number found in R. quelen, in which
each kilogram of female body weight corresponds to
approximately 216,000 eggs (Baldisserotto & Neto, 2005).
Higher numbers of eggs are also found in P. corruscans, which
produces between 135,000 and 220,000 eggs kg™* of female
body weight (Campos, 2005), and consequently, S. parahybae
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releases a smaller mass of eggs (27 - 30 g kg, calculated from
Table 1) than does P. corruscans. During the 2007-2008
spawning season, after the beginning of physiological studies
on the pituitary-gonad axis of S. parahybae, two females were
also stripped using the same protocol described here for
hormonal induction, and the amount of eggs released
increased to about 45 g kg* (data not shown).

After spawning and hydration, the eggs were gently
transferred from the plastic containers to the 60-liter conical
incubators (built at CESP) (Table 1). In general, S. parahybae
eggs were floating, yellowish, measuring ca. 190 mm. After an
incubation of 42 h at an average temperature of 24°C,
approximately 29,200 hatched larvae from both females were
divided among nine horizontal trays (built at CESP; 180 x 40 x
8.cm) (3,200 larvae per tray), where they were maintained for 8
days. The yolk reserve was completely absorbed within the
first 24 h, i.e., one day after hatching (DAH). The congeneric
species S. melanodermatum showed a shorter egg incubation
period, 18 h, but a longer yolk absorption period, 48 h, at 27°C
(Ludwig et al., 2005).

The first feeding started on the 2 DAH; cannibalism was
observed during larval development, as was heterogeneous
larval growth and photophobia. Cannibalism has already been
observed in many siluriform species (Luz et al., 2001;
Baldisserotto & Neto, 2005; Campos, 2005; Ludwig et al.,
2005; Schutz et al., 2008) and is one of the main bottlenecks
responsible for reducing larval survival. Reducing the amount
of cannibalism during this phase of fingerling production will
require specific attention. Different photoperiods were
proposed to reduce cannibalism in Steindachneridion
scriptum. Schutz et al. (2008) suggested a photoperiod of 14
h of light per day to be the best to achieve a higher survival
with good growth. Photoperiod studies with the same species
suggest that S. scriptum can easily acclimate to the light,
displaying higher growth during the photoperiod with
continuous light when compared with darkness (Zaniboni-
Filho et al., 2008).

During the incubation period - from the absorption of the
yolk sac to the 3 DAH - larvae were fed a combination (in the
same proportion) of Astyanax spp. larvae and Daphnia spp.
For S. scriptum larvae, the best growth rate was achieved
using fish larvae (Prochilodus lineatus) as initial feeding
(Schutz et al., 2008). Beginning on the 4" DAH, all larvae
were fed a commercial powdered diet containing 55% crude
protein (CP), mixed with fish meal in a proportion of 4:1
(commercial diet: fish meal). The larvae accepted the artificial
diet, and this transition was considered successful as
previously suggested for S. scriptum larvae, in which feed
transition was implemented between the second and eighth
days of cultivation (Adamante et al., 2007).

On the 8" DAH, larvae measuring 1.2 cm were transferred
to two 200 m? earthen ponds provided with partial shade. The
same feeding protocol was maintained (commercial powdered
diet) to feed the larvae from the 4" DAH in the laboratory
trays to approximately 30 days after hatching in the ponds.
Animals were maintained for a further five months in the fish
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ponds with commercial extruded diet with a pellet size of 26
mm and 45% CP. After five months, there were 7,800 surviving
fingerlings, each measuring around 12 cm and weighing 23 g,
yielding an estimated 26% rate of survival from the larval to
fingerling phase.

This first trial of induced reproduction in S. parahybae is
an important step towards understanding the reproductive
biology of this endangered species, as well as contributing
to its conservation. Captive breeding followed by introduction
of captive-bred fish into the environment are techniques used
widely to recover endangered fish species (Philippart, 1995;
Brannon et al., 2004). The production of S. parahybae
fingerlings in captivity on a regular basis will allow the
establishment of a more effective re-introduction program,
as well as an investigation of its potential for fish farming.
The protocol reported is viable for induced spawning in S.
parahybae, but other hormones and doses should be
investigated. Nevertheless, some basic aspects of the
reproductive biology of S. parahybae remain unknown, such
as the annual gonad histomorphology, which are important
factors for establishing an accurate ovarian development
cycle and determining the best month for artificial
reproduction. Additionally, the annual variation of the
gonadosomatic index and relative fecundity, which is
important for predicting egg masses and amounts during
spawning, has to be investigated.
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Resumo

Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae) é um bagre de &dgua doce,
endémico da Bacia do Paraiba do Sul, considerado uma importante espécie de teledsteo desta
Bacia e esta criticamente ameagada de extincdo. Além dessa situagdo critica, este teledsteo
apresenta sérios problemas relacionados com a reprodu¢do quando em condi¢des de cultivo.
No presente estudo, o desenvolvimento oocitdrio e o perfil plasmatico dos esterdides sexuais,
estradiol (E;), 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), testosterona (T) e 11-cetotestosterona
(11-KT), foram caracterizados em S. parahybae durante o ciclo reprodutivo e ap6s a inducao
a reproducdo artificial em cativeiro. Quatro estadios de maturacdo gonadal em S. parahybae
foram identificados com base nas caracteristicas morfolégicas e histologicas: 1) no
crescimento primdrio ou pré-vitelogénico foi incluido as oogonias, odcitos perinucleolares e
alvéolos corticais; 2) no crescimento secunddrio ou vitelogénico, foi caracterizado pela
presenca dos odcitos vitelogénicos; 3) apds a inducdo artificial a reproducgao, foi considerado
o estadio “reproducdo”, pois, devido a presenca de odcitos com migracdo nuclear e foliculos
pos-ovulatérios foram identificados apenas apds a inducdo artificial; e 4) apds o periodo
reprodutivo, nos animais que ndo foram induzidos a reproducdo, os odcitos vitelogénicos
sofreram atresia, caracterizando o estddio regressdo. Em relacdo ao perfil plasmético dos
esterdides sexuais, o perfil de E, apresentou um pico no estddio pré-vitelogénico, diminuindo
no estadio vitelogénico e permaneceu constante no estadio regressdao € no grupo reproducgao.
Por outro lado, apesar da tendéncia na diminuicdo do 17a-OHP quando o desenvolvimento
oocitdrio progride, provavelmente este esteréide foi convertido no hormoénio indutor da

maturacio final e ovulacdo (/7a, 206-dihydroxy-4-pregnen-3-one), no entanto, nao de forma
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suficiente para induzir a maturacdo final e desova em S. parahybae durante o periodo
reprodutivo em cativeiro. Adicionalmente, no grupo reproducio, o 17a-OHP apresentou um
drastico aumento, sendo possivel observar histologicamente as principais caracteristicas de
um ovério apto a reproducdo. Durante o ciclo reprodutivo do surubim do Paraiba, os
andrégenos (T e 11-KT) apresentaram maiores valores no estadio vitelogénico, sugerindo um
possivel papel fisiolégico destes esterdides nesta fase de desenvolvimento oocitdrio. Apesar
dos androgenos serem caracteristicos de machos, em indmeras fémeas de peixes foi
identificado um perfil plasmatico elevado destes esterdides durante a vitelogénese. Entretanto,
a funcdo precisa dos androgenos em fémeas de peixes permanece pouco investigada.
Finalmente, em fémeas de S. parahybae em cativeiro, a disfuncdo observada foi a falha na
maturagdo final, ovulacdo e desova, embora estes peixes apresentem uma completa
vitelogénese, sugerindo neste caso, uma andlise especifica no controle do eixo cérebro-
hipdfise, pois, a conversdo de 170-OHP em /70, 20f-dihydroxy-4-pregnen-3-one (hormonio

indutor da maturagdo final) é controlada endogenamente por este eixo enddcrino.

1. Introducao

Atualmente, um grande nimero de espécies de peixes estd em condicdes de domesticacdo em
cativeiro, e cada vez mais, outras espécies sdo incluidas neste ambiente para o
desenvolvimento da aquicultura comercial (Lubzens et al., 2010; Mylonas et al., 2010). No
entanto, hoje em dia, importantes espécies para esta atividade comercial, como por exemplo,
Anguilla spp., Epinephelus spp., Thunnus spp., Seriola spp., entre outras espécies (Ottolenghi
et al., 2004), ainda dependem da coleta de reprodutores e juvenis no ambiente natural e,
posteriormente, na transferéncia para o cativeiro (Mylonas et al., 2010). Todavia, esta
passagem dos reprodutores do ambiente natural para o cativeiro € acompanhada por
disfungdes reprodutivas, ou seja, estes animais ndo apresentam uma reproducdo espontanea,
sendo necessdria uma manipulacio ambiental e/ou hormonal para estas espécies se
reproduzirem artificialmente em operacdes de cultivo (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et
al., 2010), e/ou ainda apresentam, uma baixa qualidade dos gametas (odcitos e
espermatozdides) (Brooks et al., 1997; Bobe & Labbé, 2010; Schulz et al., 2010).

Do mesmo modo, em peixes neotropicais conhecidos como peixes de piracema, ou
seja, peixes que realizam uma migragdo reprodutiva durante o periodo reprodutivo, quando
esta migracao nao é possivel de ser realizada (condi¢des de cultivo), estas espécies reofilicas
nao se reproduzem naturalmente. De acordo com Zohar & Mylonas (2001), a disfungao mais

comum em peixes teledsteos nestas condi¢cdes, é a falha na maturacdo final, ovulacdo e
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desova, embora estes peixes apresentem uma completa vitelogénese. Além disso, mudancgas
no ambiente natural causados por acdes antrdpicas (i.e., constru¢des de barragens nos rios,
polui¢do industrial e/ou doméstica), podem agir como uma barreira para a dispersdo das
espécies e/ou prevenir a passagem a jusante ou a montante neste ecossistema (no caso de
reservatorios), resultando assim, em sérios impactos para a ictiofauna nativa (Wilson, 1988;
Agostinho et al., 1999, 2007; Godinho et al., 2007).

Durante o ciclo reprodutivo de fémeas de peixes teledsteos sexualmente maduras no
ambiente natural, em geral, quatro principais estadios reprodutivos podem ser distinguidos: 1)
crescimento primdrio ou pré-vitelogénico; 2) crescimento secunddrio ou vitelogénico; 3)
maturacdo final; e 4) regredido (Grier, 2000; Coward et al., 2002; Patifio & Sullivan, 2002;
Grier et al., 2007; Franca et al., 2010; Lubzens et al., 2010). No entanto, varias espécies de
peixes teledsteos neotropicais, quando transferidas para um ambiente confinado
(cativeiro/piscicultura), apresentam basicamente trés principais estddios reprodutivos, a saber:
1) crescimento primdrio; 2) crescimento secunddrio; e 3) regressao (Zohar & Mylonas, 2001;
Mylonas et al., 2010).

Estes estadios reprodutivos levam em consideracdes as descricdes das diferentes fases
do desenvolvimento oocitdrio, baseados principalmente pela distinta morfologia, histologia e
caracteristicas fisioldgicas e/ou bioquimicas celulares (Wallace & Selman, 1981; Tyler &
Sumpter, 1996; Grier, 2000; Coward et al., 2002; Patifio & Sullivan, 2002; Striissmann &
Nakamura, 2002; Grier et al., 2007, 2009; Lubzens et al., 2010). Desta forma, as descri¢des
das diferentes fases do desenvolvimento oocitdrio sdo ferramentas dteis para a compreensao
dos eventos celulares ocorridos durante a oogénese e, portanto, levam a aquisi¢do de
conhecimento bdsico da biologia reprodutiva de uma espécie, e também possuem aplicacdes
praticas para o gerenciamento do ciclo reprodutivo em cativeiro. Ainda assim, fornecem bases
bioldgicas para pesquisas experimentais especificas, e futuras comparagdes entre as espécies.

Além da importancia na produgdo de gametas, os ovarios sdo importantes na producao
de vdrios esterdides sexuais, que apresentam diferentes papéis fisioldgicos fundamentais no
desenvolvimento oocitdrio. Adicionalmente, alguns estudos apontam que estas substincias
s@o responsaveis pela qualidade dos gametas (Brooks et al., 1997; Bobe & Labbé, 2010), além
de ser considerado um dos indicadores na falha da reprodugdo em cativeiro (Zohar &
Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010). O esteréide gonadal com a fun¢dao melhor conhecida é
o estradiol (E»), que € o principal responsavel pela inducdo na sintese e secre¢do hepatica de
vitelogenina (Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010). O progestageno, 17a-
hidroxiprogesterona (17a-OHP) é o precursor do [7a, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one,
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considerado como o esterdide responsdvel pela indu¢do da maturacdo final e ovulagdo em
peixes teledsteos (Nagahama, 1997). No entanto, devido a falta de imunoensaios especificos
para 170, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one, o perfil plasmético do precursor, 17a-OHP em
algumas espécies neotropicais apresentaram interessantes interpretacdes fisioldgicas (Amaral
et al., 2007; Correia et al., 2010). Em relacdo aos andrégenos, testosterona (T) e 11-
cetotestosterona (11-KT), apesar de ter sido relatado no plasma de indmeras fémeas de
teledsteos, a verdadeira fungdo dos andrégenos em fémeas ainda permanece sendo investigada
(Borg, 1994; Slater et al., 1994; Lokman et al., 2002; Desjardins et al., 2005; Matsubara et al.,
2005; Amaral, 2009; Tosaka et al., 2010).

Levando em consideragdo a (s) influéncia (s) do cativeiro na fisiologia de peixes
teledsteos e os impactos ambientais descritos acima, somado ao declinio das fontes naturais
devido a pesca predatéria mundial (FAO, 2010) e a presenca de vérias espécies de peixes
teledsteos na lista de espécies ameacadas de extincdo (IUCN, 2011), a piscicultura passou a
desempenhar um papel fundamental na conservacdo das espécies ameacadas de extingdo,
sendo conhecida ultimamente como piscicultura de conservacdo. No Brasil, vdrias espécies de
peixes teledsteos também estdo inclusas na lista de espécies ameacadas de extingdo (Brasil,
2004; Rosa & Lima, 2008), no entanto, sdo poucas as espécies que possuem um programa de
conservacdo (Hostim-Silva et al., 2005; ANEEL, 2006; Rosa & Lima, 2008).

Dentro deste contexto, um importante peixe migrador de dgua doce da ictiofauna
brasileira € o bagre (catfish) Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae),
comumente conhecido como surubim do Paraiba. E um peixe potamédromo (reofilico),
ictibfago, endémico da bacia do Paraiba do Sul (Garavello, 2005), seriamente ameagada de
extingdo (Honji et al., 2009a), e a sua biologia reprodutiva € pouco compreendida. No ano de
2003 esta espécie foi incluida no programa de conservagdo realizada pela Companhia
Energética de Sao Paulo (CESP) e um dos principais objetivos deste programa €& obter
alevinos em cativeiro. No entanto, em cativeiro, S. parahybae apresenta disfungdes
reprodutivas, principalmente as fémeas quando sdo submetidas ao sistema de cultivo, pois ndo
desovam espontaneamente durante o periodo reprodutivo (CESP, 2006). Adicionalmente,
Caneppele et al. (2009) reportam pela primeira vez a reprodugdo de S. parahybae de origem
selvagem em cativeiro, e estes autores comentam que as fémeas de surubim do Paraiba
liberam uma quantidade inferior de odcitos se comparados a outras espécies de Siluriformes.
Estes fatos ressaltam a importancia de aumentar o conhecimento sobre a biologia reprodutiva

desta espécie.
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O conhecimento da dindmica do desenvolvimento oocitdrio e os eventos fisioldgicos
associados ao processo reprodutivo (i.e., perfil plasmatico dos esterdides sexuais), em animais
em cultivo sdo importantes para o conhecimento da biologia reprodutiva das espécies
reofilicas que apresentam disfungdes reprodutivas neste ambiente, além de acrescentar
conhecimentos sobre os efeitos do cativeiro nos processos reprodutivos. Tendo em vista todos
estes pontos abordados, os principais objetivos deste estudo foram: 1) descrever as mudancgas
das células germinativas ovarianas de fémeas adultas de S. parahybae, durante os diferentes
estddios do ciclo reprodutivo, e apés a indugcdo a reprodugdo artificial em cativeiro; e
concomitantemente, 2) caracterizar o perfil plasmatico dos principais esterdides sexuais (Ea,

170-OHP, T e 11-KT), nestes mesmos animais.

2. Material e métodos

2.1. Desenho experimental e coleta dos animais

O experimento foi conduzido na Piscicultura da CESP (23° 24’ 53,71°" S e 45° 35 59,82”
W), localizada no municipio de Paraibuna (Sao Paulo, Brasil). Em dezembro de 2007, cem
fémeas adultas de S. parahybae, nascidas e criadas na CESP (primeira geragdo, F1; Caneppele
et al., 2009), foram aleatoriamente distribuidas em dois viveiros (200m?) nesta piscicultura
(50 fémeas/viveiro). Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados
diariamente “ad libitum” com ra¢do comercial extrusada para carnivoros, com teor de proteina
bruta de 40% e granulometria de 6 mm de didmetro (Purina TC 40). A concentracdo de
oxigénio dissolvido na d4gua foi monitorada diariamente com um oximetro (Horiba —
ModU10) que registrou também a temperatura da dgua.

As fémeas de S. parahybae foram coletadas ao longo do ano, mensalmente (exceto
durante a estag¢do de inverno), com o intuito de obter amostras nos diferentes estadios do ciclo
reprodutivo. No momento de cada coleta, quatro animais foram amostrados aleatoriamente em
cada viveiro, e transportados para o laboratério da CESP. Os peixes no laboratério foram
anestesiados por imersdo em dgua contendo benzocaina anestésica (ethyl-p-aminobenzoate)
previamente solubilizada em etanol, na proporcdo de 1g/20L de dgua, e os dados
morfométricos e ponderais foram mensurados. Em seguida, uma amostra de sangue foi
coletada por puncdo da vasculatura caudal, com o uso de seringas de 5 ml e agulhas
descartdveis previamente heparinizadas (Liquemine — Roche®). O sangue coletado foi
transferido para tubos “falcon” também previamente heparinizados e centrifugados por 10

min a 655,2 g. Logo em seguida, o plasma foi separado em aliquotas e acondicionado em
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criotubos, congelado imediatamente em gelo seco e posteriormente armazenado em freezer a -
80°C até o processamento.

Posteriormente a este procedimento, os animais foram sacrificados por decapitagdo, e
seus ovarios rapidamente removidos e pesados, para posteriormente ser calculado o indice
gonadossomdtico (IGS) [IGS = (massa total dos ovdrios / massa corpérea total) X 100]
(Vazzoler, 1996), e logo em seguida, imersas em solucdo fixadora, de acordo com cada
técnica histoldgica (descritas abaixo). Os procedimentos adotados para sacrificar os animais
neste estudo estdo de acordo com o Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo (Protocolo: 072/2008).

Adicionalmente, para analisar os ovarios apds a inducdo a reproducdo artificial em
cativeiro de S. parahybae, fémeas sexualmente maduras foram selecionadas de acordo com a
metodologia descrita por Caneppele et al. (2009) e induzidas artificialmente pela técnica de
hipofisacdo, metodologia que foi modificada dos protocolos descritos por von lhering &
Azevedo, (1934, 1936) e Harvey & Carolsfeld, (1993). Neste caso um grupo adicional
denominado “reproducao” foi considerado.

Neste grupo, 30 fémeas (no total) foram utilizadas na inducao artificial a reprodugio,
sendo que, 15 fémeas foram utilizadas na primeira indu¢ao hormonal, e 15 fémeas na segunda
indu¢do hormonal (1 semana de diferenca entre cada reproducdo). Os animais que
responderam positivamente a reproducao artificial foram sacrificados nos seguintes tempos: 0,
6, 12, 24, 36 e 48 horas apds a extrusdo a seco dos gametas (ESG). Dois animais eram
anestesiados, coletada uma amostra de sangue e sacrificados nestes diferentes intervalos de
tempo. Posteriormente os ovarios foram rapidamente retirados, coletados, pesados e logo em
seguida imersos em solu¢do fixadora, de acordo com cada técnica histologica (descritas
abaixo). O protocolo de inducdo a reproducdo artificial em cativeiro de S. parahybae e os

resultados dos dados reprodutivos (fémeas que responderam positivamente a reprodugdo,

quantidade de ovos liberados, entre outros dados), estdo descritos em detalhe no Capitulo 5.

2.2. Andlise histolégica dos ovdrios

Para esta andlise, as gonadas em cada estddio de maturagdo gonadal foram removidas e
fragmentos foram fixados por 20-24 horas em solucdo de Bouin acético e desidratadas com
uma série crescente de dilui¢des de etanol. Em seguida, o material foi diafanizado em solugdo
de xilol (dimethylbenzene), e infiltrado em Paraplast® (Erv-Plast, Erviegas Instrumental
Cirdrgico Ltda) de acordo com os procedimentos histoldgicos rotineiros (Behmer et al.,

1976). Cortes seriados com 5 um foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina. Os cortes
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preparados foram analisados e documentados, utilizando-se um sistema computadorizado de
captura de imagens (microscépio de luz transmitida — Leica DM 1000; camera fotografica —
Leica DFC 295; e programa de captura de imagem — Leica Application Suite Professional,
LAS V3.6).

Adicionalmente, para melhor visualizacdo e registro do desenvolvimento oocitério,
alguns ovdrios fixados em solucdo de Bouin acético (20-24 horas), foram transferidos e
desidratados com uma série crescente de etanol (70% por 24 horas; 95% por 4 horas),
transferidos novamente para uma soluc@o de resina metacrilato e etanol absoluto (proporcao
de 1:1) por 10 horas, infiltrado em solu¢@o de resina pura por mais 10 horas e embebidos em
resina. Cortes com 3 pm foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina, e dcido periddico
de Schiff (PAS) + hematoxilina + Metanil Yellow (Quintero-Hunter et al., 1991). Os cortes
preparados também foram analisados e documentados com o mesmo sistema

computadorizado de captura de imagem descrito acima.

2.3. Caracterizacdo dos estddios reprodutivos

Em relacdao ao desenvolvimento ovariano foram identificados e descritos os tipos celulares
germinativos e suas respectivas caracteristicas, considerando-se as afinidades tintoriais € os
diferentes estddios de desenvolvimento gonadal durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae.
A caracterizagdo dos estddios reprodutivos dos odcitos de S. parahybae foi baseado nas
classificacdes de Rocha & Rocha (2006), Grier et al. (2009) e Brown-Peterson et al. (2009)
(para teledsteos em geral); Grier (2000) (para Centropomus undecimalis, Centropomidae);
Grier et al. (2007) (para Oncorhynchus mykiss, Salmoniformes); Franca et al. (2010) (para
Gymnotus sylvius, Gymnotiformes); Kunkel & Flores (1996), Romagosa et al. (2003, 2005),
Leonardo et al. (2006) e Ghiraldelli et al. (2007) (para Siluriformes).

2.4. Andlises dos esteroides sexuais

O perfil plasmético de E,, 17a-OHP, T e 11-KT foram quantificados por elisaimunoensaio
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA). Para E,, 170-OHP e T, as andlises foram
realizadas em duplicada com “kits” comerciais de humanos (Interkit), e para 11-KT
(Cayman), também foram realizadas andlises em duplicata, no entanto, com “kit” especifico
para teledsteos. Todos estes ensaios estdo de acordo com as especificacOes o fabricante, e a
leitura das placas foi realizada em leitora de microplaca (Molecular Devices, SpectraMax
250) com comprimento de onda de 450 nandmetros para E,, 17a-OHP e T e 405 nanometros

para 11-KT.
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Adicionalmente, o paralelismo de dilui¢des com algumas amostras com a curva padrao
foram realizadas para todos os “kits”. Além disso, testes de inter- e intra-ensaios com as

amostras, e teste de inter-placa (curva padrao) foram realizadas para todos os “kits”.

2.5. Andlises estatisticas

Para as andlises de resultados, os valores foram expressos em média + erro padrao da média
(M = EPM). Valores médios de cada parametro foram comparados levando em consideracao
o estddio de maturacdo gonadal e apds a indugdo a reproducdo (grupo reproducdo). As
diferencgas estatisticas foram determinadas utilizando-se a andlise de varidncia (one-way
ANOVA), seguida pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) para andlises paramétricas ou o
teste Dunn’s ou Tukey para as andlises nao-paramétricas. Em todas as andlises, diferencas
significativas foram consideradas quando P<0,05 (Zar, 2010). Estas andlises foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico SigmaStat para Windows (versao, 3.10, Copyright).

3. Resultados

3.1. Andlise histologica dos ovdrios

Nestas analises, a primeira fase das células germinativas, as oogdnias (Figs. la, b) foram
identificadas em todos os animais. Uma das caracteristicas principais destas células € o
pequeno tamanho (Fig. 1a) e a distribuicdo em ninhos (Fig. 1b), que possuem em sua periferia
células pré-foliculares (Fig. 1a, b). As oogdnias entram em meiose, originando posteriormente
os odcitos e estes ultimos, deixam os ninhos de oogonias (Fig. 1c, d), que também sao
recobertos pelas células foliculares.

Seguindo o desenvolvimento ovariano, os primeiros odcitos caracterizados sao 0s
chamados, odcitos perinucleolares (Figs. le, f). Estes odcitos possuem um nucleo esférico,
um citoplasma baséfilo e varios nucléolos periféricos (Fig. 1f). A fina camada celular
envolvendo o odcito também foi possivel de se observar (Fig. 1f). Neste momento inicia-se o
crescimento primdrio. Durante o crescimento primério (por volta de maio a outubro), ocorre
um aumento significativo do volume do odcito (diferentes tamanhos de odcitos
perinucleolares sdo identificados na figura le). Esta fase de desenvolvimento oocitario foi
identificada em todos os animais.

No decorrer do crescimento primdrio, os alvéolos corticais iniciam a sua formagao.
Estes odcitos apresentam uma tipica vacuolizacdo na periferia do citoplasma préximo a

membrana celular (Figs. 2a, b), com o nimero e tamanho destas vesiculas aumentando



Capitulo 2 76

progressivamente com o desenvolvimento do odcito. Estas vesiculas aparentemente surgem
no citoplasma dos odcitos como esferas vazias devido a falta de coloragdo (pelo método
hematoxilina-eosina). Adicionalmente, nestes odcitos as células foliculares e a zona pelicida
foram mais facilmente identificadas (Fig. 2¢), e conforme avancam no desenvolvimento as
células foliculares sofrem também uma hipertrofia (Fig. 2d).

No crescimento secunddrio (por volta de novembro a fevereiro), os odcitos sofrem
outro aumento acentuado em seu tamanho, devido a vitelogénese exdgena e os odcitos sao
denominados de odcito vitelogénico (Figs. 2e, f). Com a crescente deposi¢do dos glébulos de
vitelo por todo o citoplasma do odcito, os alvéolos corticais sdo deslocados para a periferia do
citoplasma (Fg. 3a). Adicionalmente, nestes odcitos, a zona pelicida e as células foliculares
hipertrofiadas sao facilmente identificadas (Fig. 3a), e também foi observada a micrépila (Fig.
3b), uma estrutura especial situada no pélo animal do odcito, que permite a entrada do
espermatozoéide no odcito.

Ainda em relagdo ao desenvolvimento ovariano, os odcitos atrésicos (Figs. 3c-e)
foram identificados em todo o ciclo reprodutivo de S. parahybae, sendo mais frequentes no
final do periodo reprodutivo (por volta de margo a abril). Os odcitos atrésicos consistem de
odcitos em processo de reabsorc@o e sdo caracterizados por uma desorganizacdo estrutural e
degeneracao celular. Todas as estruturas do foliculo ovariano (odcito e células foliculares e
tecais) serdo reabsorvidas. O odcito atrésico nao apresenta uma forma definida e apresentam
varios vacuolos dependendo da fase de degeneracdo (Fig. 3c), sendo observado um floculado
amarelado e sem forma (Fig. 3d), e as células foliculares também perdem o seu formato (Fig.
3e).

Todos estes processos acima descritos foram observados em fémeas de S. parahybae
durante o ciclo reprodutivo em cativeiro. No entanto, a fase final de maturacdo dos odcitos s6
foi possivel de se observar, quando estas fémeas foram induzidas artificialmente a
reproducdo. A principal caracteristica destes odcitos € a migracdo do niicleo de contorno
irregular para a periferia do citoplasma (Fig. 3f) em dire¢do a micrdpila (Fig. 3b). A presenca
de foliculos pés-ovulatérios (POFs) (Figs. 4a-f), originados da liberagdao do odcito (ovulagdo)
e a permanéncia das células foliculares e tecais no interior dos ovdrios, também foi
identificada durante este periodo. Estas células tendem a colapsar devido a processos
mecanicos e inicialmente ndo apresentam células em seu limen.

Apesar dos POFs serem observados do momento zero até as 48 horas ESG de S.
parahybae, algumas diferencas qualitativas dos POFs foram observadas entre os diferentes

intervalos de tempo. Inicialmente (0 e 6 horas apés ESG), os limens dos POFs foram
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facilmente identificados nas andlises histoldgicas (respectivamente: Figs. 4a, b). Com o passar
do tempo (12, 24 e 36 horas apds ESG), as células foliculares e tecais apresentam-se mais
entremeadas e penetram cada vez mais no interior do limen (respectivamente: Figs. 4c, d, e),

até o momento em que foi dificil de identificar o limen (48 horas apds ESG) (Fig. 4f).

3.2. Caracterizagdo dos estadios reprodutivos

Apesar de se identificar varios odcitos em diferentes fases de desenvolvimento, no presente
estudo foram considerados apenas 3 estddios de desenvolvimento ovariano de S. parahybae
em cativeiro, além do grupo denominado “reproducdo”, e que serd posteriormente discutido.

As fémeas no estddio pré-vitelogénico ou crescimento primdrio (maio-outubro),
apresentavam ninhos de oogdnias, muitos odcitos perinucleolares e alguns odcitos alvéolos
corticais (Figs. 5a, b). Neste estddio de maturagao gonadal 28 fémeas foram amostradas,
sendo que, o comprimento padrdo variou de 29,00 — 40,50 cm (média 35,93 + 0,64) e massa
corporea total de 698,52 + 29,50 g (Tabela 1).

No crescimento secundério ou estddio vitelogénico (novembro-fevereiro), os odcitos
vitelogénicos foram os odcitos predominantes nesta fase (Figs. 5c, d), mas poucos odcitos
alvéolos corticais, perinucleolares e oogdnias também foram observados. Neste estddio, foram
amostradas 22 fémeas, com o comprimento padrdo variando de 29,50 — 40,50 cm (média
34,50 + 0,55) e massa corpdrea total de 596,66 + 25,35 g (Tabela 1).

O dltimo estddio de desenvolvimento ovariano caracterizado durante o ciclo
reprodutivo de S. parahybae, foi o estddio regressdo (margo-abril). Neste estddio a presenca
de varios odcitos em diferentes estdgios de atresia foi observada nos ovarios (Figs. Se, f).
Neste estddio de maturagcao gonadal 18 fémeas foram amostradas, sendo que, 0 comprimento
padrao variou de 30,00 — 38,50 cm (média 33,61 £ 0,46) e massa corporea total de 603,85 +
29,97 g (Tabela 1).

No grupo reproducdo (Figs. 6a-d), os animais apresentaram diversos POFs, no entanto,
varios odcitos vitelogénicos, alguns odcitos com alvéolos corticais também foram observados
nos animais induzidos artificialmente a reprodugdo. Nas 24 fémeas induzidas a reproducao, o
comprimento padrao variou de 31,50 — 37,00 cm (média 33,40 + 0,24) e massa corpdrea total

de 555,70 + 13,14 g (Tabela 1).

3.3. Indice gonadossomdtico (IGS)
Os valores de IGS se alteraram significativamente em S. parahybae durante o ciclo

N N

reprodutivo e apds a inducdo a reproducdo artificial, ou seja, a medida que a maturacdo
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avangou, os valores de IGS aumentaram significativamente do estddio pré-vitelogénico (0,40
+ 0,14) para o estddio vitelogénico (1,59 + 0,24) e aptas para a reproducdo (1,54 + 0,15), e

posteriormente, diminuiu no estadio regressao (0,57 £ 0,09) (P<0,01) (Tabela 1).

3.4. Andlises dos esteroides sexuais

O perfil plasmatico de E, variou durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae, com maior
valor no estadio pré-vitelogénico (1,21 £ 0,08 ng/ml) se comparado ao estadio vitelogénico
(0,86 £ 0,05 ng/ml) (P<0.05) e permaneceu constante no estddio regressao (0,88 + 0,14
ng/ml) (Fig. 7a). Ap6s a inducdo a reproducdo (Fig. 7b), os valores de E, ndo apresentaram
diferencas significativas do momento zero até 48 horas ap6és ESG (1,10 £ 0,13 ng/ml,
momento zero; 0,94 + 0,23 ng/ml, 6 horas apds ESG; 1,23 + 0,33 ng/ml, 12 horas apés ESG;
1,00 £ 0,31 ng/ml, 24 horas ap6s ESG; 0,74 + 0,13 ng/ml, 36 horas apés ESG e 0,81 + 0,12
ng/ml, 48 horas apds ESG).

Em relacdo ao 170-OHP, apesar da tendéncia na diminui¢do do estadio pré-
vitelogénico (0,99 + 0,14 ng/ml) para o estadio vitelogénico (0,68 + 0,06), ndo foi identificada
diferenca significativa (Fig. 7c) nesta transicdo. No entanto, do estddio vitelogénico para o
estadio regressao (1,12 £ 0,12 ng/ml), ocorreu um aumento significativo (P<0,01) (Fig. 7c).
Ap6s a inducdo a reproducdo (Fig. 7d), no momento zero, os valores de 17a-OHP
aumentaram abruptamente se comparados aos outros estddios de maturacdo, diminuindo
progressivamente com o passar do tempo, ou seja, logo em seguida da ESG, os valores de
170-OHP eram de 11,47 + 3,36 ng/ml (momento zero), diminuindo para 5,30 £ 1,13 ng/ml (6
horas ap6s ESG), 4,05 £ 0,79 ng/ml (12 horas apdés ESG), 1,92 + 0,26 ng/ml (24 horas apds
ESG), 1,02 + 0,23 ng/ml (36 horas apdés ESG) e 0,81 £+ 0,13 ng/ml (48 horas ap6s ESG)
(P<0,01).

No que tange o perfil plasmético dos andrégenos em fémeas de S. parahybae durante
o ciclo reprodutivo, os valores de T e 11-KT (respectivamente: Figs. 8a, ¢) aumentaram do
estddio pré-vitelogénico (respectivamente: 1,06 + 0,15 ng/ml e 0,04 + 0,01 ng/ml) para o
estadio vitelogé€nico (respectivamente: 4,21 + 0,31 ng/ml e 0,07 + 0,01 ng/ml) (P<0,01) e
diminuiram no estadio regressdo (respectivamente: 0,75 + 0,07 ng/ml e 0,03 + 0,01 ng/ml)
(P<0,01). Ap6s a inducdo a reproducdo, ndo foi identificada nenhuma variagdo significativa
no perfil plasmético de T (Fig. 8b), momento zero (1,34 + 0,33 ng/ml), 6 horas apés ESG
(0,59 £ 0,15 ng/ml), 12 horas ap6s ESG (0,60 + 0,15 ng/ml), 24 horas ap6s ESG (0,54 + 0,86
ng/ml), 36 horas apés ESG (0,70 £ 0,23 ng/ml) e 48 horas apés ESG (0,95 + 0,18 ng/ml).

Entretanto, os valores de 11-KT no momento zero (0,05 = 0,01 ng/ml) apés ESG, foram
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significativamente diferentes dos demais valores de 11 KT (P<0,01), i.e., 6 horas apés ESG
(0,03 + 0,006 ng/ml), 12 horas apés ESG (0,02 + 0,007 ng/ml), 24 horas ap6és ESG (0,01 +
0,002 ng/ml), 36 horas ap6s ESG (0,01 £ 0,001 ng/ml) e 48 horas ap6és ESG (0,01 = 0,002
ng/ml) (Fig. 8d).

Para a validacdo dos kits de esterdides sexuais, 0s testes inter- e intra-ensaios com as
amostras, variaram respectivamente: 1,17 a 2,79% e 0,31 a 25,50% (E,), 0,51 a 1,12% e 0,47
a20,44% (17a-OHP), 0,21 2 2,48% ¢ 0,87 a 22,48% (T), e 0,75 a 1,21% ¢ 0,15 a 15,49% (11-
KT). Para o teste de inter-placa, a curva padrao de E; (6 calibradores) variou de 2,90 a 9,38%,
para 170-OHP (7 calibradores) variou de 2,19 a 16,71%, para T (6 calibradores) variou de
2,07 a5,82% e para 11-KT (8 calibradores) variou de 3,30 a 10,91%.

4. Discussao

Macroscopicamente, os ovarios de S. parahybae localizam-se na cavidade abdominal,
ventralmente aos rins e a vesicula gasosa, dorsalmente ao tubo digestivo e sdo ligadas a
parede dorsal do celoma pelo mesentério, e nossas observacdes macroscopicas estdo de
acordo com o padrdo anatdmico bdsico da maioria dos telesteos (Wooton, 1990; Moyle &
Cech, 2003; Zavala-Camin, 2004; Parenti & Grier, 2004). Além do mais, estas caracteristicas
anatomicas estudadas em S. parahybae, correspondem a maioria das caracteristicas relatadas
para outras espécies de Siluriformes (Romagosa et al., 2003; Leonardo et al., 2004).
Microscopicamente, em geral, o processo de desenvolvimento em estrutura sacular observado
nos ovdrios de S. parahybae, indica uma condi¢do cisto-ovariano (Grier et al., 2009).

De uma forma em geral, devido a intima relacdo entre os processos de maturacio
gonadal e o ganho de massa corpérea total, principalmente devido as alteragdes observadas
nos ovarios, a andlise do IGS adicionada aos estddios de maturagdo gonadal sdo parametros
considerados muito importantes para definir o periodo reprodutivo de uma espécie (Vazzoler,
1996). Como esperado para S. parahybae, os valores de IGS aumentam quando o
desenvolvimento gonadal progride mesmo em cativeiro, ou seja, do estddio pré-vitelogénico
para o estddio vitelogénico os valores de IGS aumentam, devido principalmente, ao aumento
da incorporacao de vitelogénina nos odcitos (odcito perinucleolar para o odcito vitelogénico).
Os dados de IGS obtidos no nosso estudo sugerem que o periodo reprodutivo de S. parahybae
em cativeiro na CESP (Paraibuna) ocorra de novembro a fevereiro, durante o final da
primavera e metade do verdo, e quando aumenta a pluviosidade nesta regido. Para S.

melanodermatum (Siluriformes: Pimelodidae) o periodo de reproducdo € de outubro a
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dezembro (Ludwig et al., 2005). No entanto, acredita-se que o periodo reprodutivo de S.
melanodermatum seja mais longo (provavelmente durante a época de verao).

As alteragdes macroscdpicas observadas nos ovérios durante o ciclo reprodutivo de
qualquer espécie (principalmente no aumento de tamanho) refletem a dindmica do
desenvolvimento oocitdrio, que nem sempre € possivel de se analisar macroscopicamente.
Virios autores (West et al., 1990; Dias et al., 1998; Honji et al., 2006), constataram alguns
problemas relacionados com uma andlise apenas levando em consideracdo o aspecto
macroscépico dos ovdrios, que em geral, pode levar a uma classificacdo erronea, e se esta
classificagdo for utilizada para um gerenciamento pesqueiro, pode ocasionar a deplecdo de um
estoque pesqueiro (Dias et al., 1998; Honji et al., 2006). Além do mais, uma classificacao
equivocada do desenvolvimento ovariano pode ocasionar problemas em outras atividades,
como por exemplo, a proposta do presente estudo, ou seja, na piscicultura de conservagao do
surubim do Paraiba.

Neste contexto, as andlises microscopicas do desenvolvimento oocitdrio aqui
apresentadas, sdo necessdrias e os resultados obtidos permitiram uma avaliacdo precisa deste
desenvolvimento em S. parahybae. As anélises microscopicas indicaram que a produgao de
od6citos do surubim do Paraiba € de forma ilimitada como na maioria das fémeas de teledsteos
(Grier, 2000; Grier et al., 2007; Franca et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011). Esta
forma ilimitada de producgao de odcitos durante o ciclo de vida do surubim do Paraiba deve-se
principalmente pela constante proliferacdo das oogdnias (oogdnias foram identificadas
durante todo o ciclo reprodutivo). Os ninhos de oogoOnias descritos em vdrias espécies de
teledsteos sd@o os primeiros tipos celulares identificados nas andlises rotineiras de histologia
(inclusdo com parafina e/ou paraplast). No entanto, em G. sylvius (Franga et al., 2010), em C.
undecimalis (Grier, 2000) e em O. mykiss (Grier et al., 2007), utilizando-se preparagdes
especiais (com historesina) os autores identificaram uma simples oogonia e segundo estes
autores, as oogdnias podem individualmente (ou em grupos) entrar em meiose formando estes
ninhos de oogdnias. Em S. parahybae, uma simples oogodnia também foi identificado, no
entanto, a localizacao desta célula (posi¢do mais central na lamela ovariana) e a morfologia
(mais arredondada), indicam que esta oogOnia estd em uma fase mais desenvolvida a
encontrada pelos autores supracitados.

As oogodnias entram em meiose originando os odcitos, € antes do final da formagdo do
foliculo, inicia-se o crescimento primério (Grier, 2000; Franca et al., 2010; Mazzoni et al.,
2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011). Durante o crescimento primdrio ou estadio pré-

vitelogénico em S. parahybae, caracterizado pela presenca de multiplos odcitos
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perinucleolares e alguns alvéolos corticais, um aumento significativo do volume do odcito foi
observado (se comparado aos ninhos de oogdnias), devido principalmente a sintese de varios
componentes citoplasmético. Os odcitos perinucleolares em S. parahybae sdo facilmente
identificados nas andlises histolégicas, como descritas nos resultados. Segundo Wallace &
Selman (1981) e Sarasquete et al. (2002), a quantidade de nucléolos na periferia dos odcitos
perinucleolares e o didmetro destes odcitos variam entre as espécies. Em S. parahybae
variagdes de quantidade de nucléolos e didmetro destes odcitos foram observadas durante o
crescimento primario.

Ainda no crescimento primério, no inicio da deposi¢do dos alvéolos corticais, estes se
encontram dispersos em todo o citoplasma dos odcitos em S. parahybae, € com o avanco da
maturagdo, tornam-se progressivamente maiores (em didmetro). Sugerem-se as seguintes
funcdes para o conteido dos alvéolos corticais: apds a ovulagdo, este conteido previne a
poliespermia (Nagahama, 1983); e/ou o contetido do alvéolo cortical € liberado no interior do
espaco perivitelinico, enrijecendo a zona pelicida e provavelmente atuam na prote¢do do
embrido contra injurias mecanicas (Shibata et al., 2000; Grier et al., 2009). Além disso, em
Perciformes marinhos, o conteido dos alvéolos corticais, provavelmente de origem lipidica,
apresenta um papel importante na flutuabilidade dos ovos na coluna de dgua (Grier et al.,
2009).

Adicionalmente, a zona radiata ou pelicida (camada acelular) aparece mais espessa e
as estrias radiais sao mais nitidas nos odcitos alvéolos corticais. Foi possivel observar que as
c€lulas foliculares, sofrem uma hipertrofia neste momento, o que parece ser uma caracteristica
comum em Siluriformes, pois, esta hipertrofia das células foliculares também foi observada
em outras espécies, como por exemplo, em Rhamdia quelen e Pseudoplatystoma corruscans
(respectivamente, Ghiraldelli et al., 2007; Leonardo et al., 2006). Maiores investigacdes sobre
esta hiperplasia nas células foliculares devem ser realizadas, no entanto, Leonardo et al.,
(2006) sugerem que esta hiperplasia das células foliculares em P. corruscans estd relacionada
ao inicio da atresia folicular, o que no presente estudo, ndo € sugerido para S. parahybae, pois,
esta hiperplasia foi observada nos odcitos alvélolos corticais, nos odcitos vitelogénicos e
também nos odcitos com migracdo nuclear.

No crescimento secunddrio ou estddio vitelogénico em S. parahybae, um novo
aumento (agora acentuado) ocorre nos odcitos em desenvolvimento. Este aumento dos odcitos
ocorreu principalmente, devido a incorporagdo de vitelogenina, uma glicolipofosfoproteina
sintetizada pelo figado, transportada pela corrente sanguinea e incorporada pelo odcito (Patifio

& Sullivan, 2002; Grier et al., 2007, 2009; Lubzens et al., 2010). Este processo descrito acima



Capitulo 2 82

€ conhecido como vitelogénese, ou seja, refere-se ao processo de “tomada” de vitelogenina e
transformac¢do da mesma em lipoproteina e proteina de vitelo no odcito, onde é estocada nos
glébulos de vitelo (Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010). Adicionalmente, a incorporacao
de outras moléculas (i.e., vitaminas e lipidios), auxilia neste aumento do diametro dos odcitos
(Lubzens et al., 2010).

Durante o estadio vitelogénico em S. parahybae, a zona pelicida continua se
desenvolvendo nos odcitos, € no pélo animal do odcito vitelogénico, uma estrutura especial e
unica pode ser identificada, a micrdpila. Esta estrutura forma-se nos odcitos vitelogénicos
quando a zona pelicida sofre uma invaginacdo e as células foliculares desenvolvem-se como
se fossem um canal em forma de cone, terminando no citoplasma do odcito. Uma determinada
célula folicular modificada (célula micropilar) localizada ao redor da abertura da micrépila,
com tamanho e forma variados dependendo da espécie a ser considerada, permite a passagem
do espermatozdide durante a fertilizacao, uma vez que, a auséncia de acrossoma na cabeca do
espermatozoéide em teledsteos, justifica a presenga desta estrutura Unica nos odcitos de peixes
(Ravaglia & Maggese, 2002; Kunz, 2004; Grier et al., 2009). Ainda em relacdo a micropila,
em Salminus hilarii (Honji et al., 2009b) esta estrutura foi identificada em odcitos
vitelogénicos e/ou em odcitos aptos a reproducdo, assim como, em P. coruscans (Rizzo et al.,
1998; Marques et al., 2008), em Prochilodus marggravii (Rizzo et al., 1998, 2003), em P.
affinis (Rizzo et al., 1998) em S. brasiliensis (Rizzo et al., 1998), e em outras espécies de
teledsteos neotropicais (Ricardo et al., 1996). Entretanto, segundo Franca et al. (2010), no
teledsteo neotropical G. sylvius, a micrdpila surge durante o crescimento primdrio nesta
espécie (no odcito alvéolo cortical). Adicionalmente, descri¢do morfoldgica da micrdpila tem
sido alvo de estudo em diferentes espécies de teledsteos, além dessas espécies neotropicais
descritas acima, outras espécies de peixes, como por exemplo, espécies das familias:
Salmonidae, Esocidae e Gasterosteidae também sdo estudadas (Kunz, 2004).

Nas fémeas de S. parahybae foi observado que estes reprodutores conseguem
desenvolver os ovarios até o crescimento secundario (odcitos vitelogénicos) € ndo atingem a
maturagdo final (migracao nuclear ou quebra da vesicula germinativa em dire¢ao a micrépila),
e consequentemente, nao ovulam e ndo desovam espontaneamente em cativeiro. Além de S.
parahybae, vérias espécies de peixes teledsteos quando transferidos para o cativeiro
apresentam um bloqueio no processo reprodutivo (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al.,
2010), sendo que, o (s) mecanismo (s) que levam ao bloqueio da reproducdo em cativeiro
ainda permanece desconhecido. Adicionalmente, em algumas espécies de peixes, a

reproducdo em cativeiro pode ser obtida através da manipulagdo ambiental, como por
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exemplo, alterando o fotoperiodo, a temperatura da 4gua, o substrato para a desova, entre
outros (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010). Entretanto, para a maioria das
espécies de peixes neotropicais (incluindo S. parahybae) quando transferidas ao cativeiro, esta
manipulacdo ambiental é impraticavel, pois € impossivel simular os pardmetros ambientais
requeridos por estas espécies, provavelmente devido a falta de conhecimento da ecofisiologia
da reproducdo dos peixes neotropicais.

Neste caso, muitas espécies de peixes sdo induzidas artificialmente a reproducdo em
cativeiro (manipulacdo hormonal), quando a terapia hormonal induz a maturacdo final,
ovulacdo e desova, permitindo assim, a coleta artificial dos gametas para conduzir a
fertilizacdo artificial (Mylonas et al., 2010). As fémeas de S. parahybae aptas a reproducao
(para maiores detalhes, Capitulo 5) foram induzidas artificialmente, e assim, a migracao
nuclear para a periferia do oécito em direcdo ao pélo animal e os POFs foram observados.
Esses eventos fisioldgicos e morfolégicos apresentados para as fémeas induzidas de S.
parahybae foram descritos em outras espécies de teledsteos induzidas artificialmente, sendo
que, estes eventos s6 ocorrem de forma natural no ambiente natural (Bazzoli et al., 1996;
Mylonas et al., 1997; Sato et al., 1998; Zohar & Mylonas, 2001; Romagosa et al., 2005; Honji
et al., 2009b; Mylonas et al., 2010).

Os POFs originados apds a ovulagdo sdo compostos pelas células foliculares e da teca,
que apds a liberagdo do odcito para o ambiente externo, permanecem no interior dos ovarios
depois da desova (Romagosa et al., 2005; Grier et al., 2009; Honji et al., 2009b). A
permanéncia desta estrutura nos ovdrios apos a desova varia entre as espécies, como por
exemplo, em P. fasciatum, os POFs foram observados de zero a 24 horas apds a ovulacdo
(Romagosa et al., 2005), em Oreochromis mossambicus € em O. mykiss, os POFS podem
persistir respectivamente por mais de 3 semanas e pelo menos 2 semanas ap6s a desova (Grier
et al., 2009), em S. parahybae, os POFs foram observados do momento zero até 48 horas apds
a extrusao dos gametas. De acordo com Selman & Wallace (1989) e Drummond et al. (2000),
os POFs ndo apresentam funcdo enddcrina em teledsteos, e consequentemente, os POFs ndo
podem ser considerados como homodlogos ao corpo ldteo, encontrados em mamiferos.
Entretanto, Grier et al. (2009) apontam que os POFs sdo fontes de hormonios esterdides
sexuais, incluindo os estrogenos, com provdvel fun¢do na indugdo do préximo ciclo
oogenético. Além da producdo de estrégenos, Nagahama & Kagawa (1982) estudando os
POFs de O. rhodurus (in vitro) concluem que os “jovens” POFs produzem progesterona em
resposta a estimulacdo com gonadotropinas. Por fim, Chieffi & Chieffi-Baccari (1999, citado

em Powell et al., 2006) e Koya et al. (2004) reportam que os POFs em algumas espécies sao
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responsaveis pela producdo de esterdides sexuais. Em S. parahybae a provavel ou ndo
producdo de esterdides sexuais pelos POFs sera discutida abaixo.

Em fémeas de S. parahybae que ndo foram induzidas artificialmente a reprodu¢do em
cativeiro, devido a ndo maturacdo final dos odcitos vitelogénicos, no final do periodo
reprodutivo, estes odcitos sofreram atresia, ou seja, ocorreu o processo de degeneracdo e/ou
remogdo dos foliculos ovarianos (Honji et al., 2006, 2009b; Rocha & Rocha, 2006; Grier et
al., 2009). A caracterizacao dos odcitos atrésicos foi descrita em vérias espécies de teledsteos
(Miranda et al., 1999; Santos et al., 2005; Leonardo et al., 2006; Honji et al., 2006, 2009b;
Rocha & Rocha, 2006; Lubzens et al., 2010). Apesar dos odcitos atrésicos serem identificados
em qualquer estddio do ciclo reprodutivo (Honji et al., 2006, 2009b; Rocha & Rocha, 2006;
Grier et al., 2009; e no presente estudo), segundo Blazer (2002), o processo de atresia é mais
frequente durante o crescimento secunddario e apds a desova, quando os odcitos nao ovulados,
sofrem também o processo de atresia. Desta forma, ao final do periodo reprodutivo de S.
parahybae, principalmente os odcitos vitelogénicos por nio terem sido ovulados (liberados)
sofreram atresia, caracterizando mais um estadio do ciclo reprodutivo desta espécie, o estadio
regressdo, devido principalmente a grande quantidade de odcitos atrésicos. Adicionalmente, o
processo de apoptose € um mecanismo fundamental durante a regressdao ovariana e atresia
folicular, e também nos POFs, demonstrando a importancia dos estudos neste tema em peixes
(Miranda et al., 1999; Drummond et al., 2000; Wood & Van Der Kraak, 2001).

De maneira geral, o processo de maturacdo gonadal de S. parahybae nao difere da
maioria dos teledsteos que apresentam o desenvolvimento oocitidrio e desova do tipo
sincronico em grupo (Vazzoler, 1996; Rocha & Rocha, 2006). Entretanto, as fémeas de S.
parahybae que responderam positivamente a indu¢do hormonal, apresentaram varios POFs
nos ovdrios, alguns odcitos com migra¢do nuclear e muitos odcitos vitelogénicos, estes
ultimos, provavelmente nao responderam positivamente a esta indu¢do hormonal. Neste caso,
sugerem-se duas hipéteses: 1) o protocolo de indu¢d@o hormonal aplicado (Capitulo 5) ndo foi
muito efetivo na inducdo a ovulacio de todos os odcitos vitelogénicos de S. parahybae; e 2) o
desenvolvimento oocitdrio e desova do tipo sincrénico em grupo observado em S. parahybae,
provavelmente € caracterizado por multiplas desovas durante o periodo periodo. Para aceitar a
primeira hipdtese outros protocolos de indu¢@o hormonal precisam ser testados, assim como
sugerido por Caneppele et al. (2009), que apresentam pela primeira vez a inducdo a
reproducdo de reprodutores selvagens de S. parahybae em cativeiro. A segunda hipétese foi
baseada na estratégia reprodutiva descrita por Godinho et al. (2007) para outra espécie de

Siluriformes, P. corruscans, que durante o periodo de desova, as fémeas visitam o sitio de
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desova vdrias vezes para desovar, sugerindo que esta espécie apresenta multiplas desovas
durante este periodo, o que poderia explicar a baixa liberacdo de odcitos induzidos
artificialmente a reproducdo em S. parahybae em estudos anteriores (Caneppele et al., 2009),
e a presenga de varios odcitos vitelogénicos nas fémeas apds a extrusao a seco dos gametas no
presente estudo.

Por fim, os resultados das andlises histologicas, levando em consideracao
principalmente as propostas de classificacdo ovariana descritas por Grier et al. (2009) e
Franca et al. (2010) e o que foi discutido até agora, permitem dividir o ciclo reprodutivo de S.
parahybae em 3 principais estddios de maturagcdo, a saber: pré-vitelogénico, vitelogé€nico e
regressdo. Adicionalmente, a maturagdo final, ovulacdo e desova (presenca de POFs) foram
obtidas em S. parahybae apenas ap6s a inducao hormonal em cativeiro.

A andlise dos esterdides sexuais permite estabelecer correlacdes entre o perfil destes
hormoénios e a morfofisiologia gonadal, que s3o essenciais para compreender o
desenvolvimento ovariano. Durante o estddio pré-vitelogénico foi observada a maior
concentracdo de E, plasmdtico em S. parahybae, possivelmente devido a estimulacdo das
gonadotropinas (especialmente do hormdnio foliculo estimulante, FSH), sintetizado e liberado
pela glandula hipofisdaria (Nagahama, 1994; Tyler & Sumpter, 1996; Goetz & Garczynski,
1997; Coward et al., 2002; Patinio & Sullivan, 2002; Striissmann & Nakamura, 2002; Lubzens
et al., 2010). Sugere-se que esta alta concentracdo plasmatica de E; no estddio que antecede o
crescimento secunddrio (ou vitelogénico) esteja relacionada a sintese de vitelogenina, pois
uma das principais agdes dos estrogenos € estimular a sintese da glicolipofosfoproteina
(vitelogenina) no figado, que por sua vez, é incorporada no odcito durante o crescimento
secunddrio (Patifio & Sullivan, 2002; Lubzens et al., 2010). Altas concentracdes plasmaticas
de E, foram encontradas durante o crescimento primdrio, ou seja, em momentos que
antecedem a presencga de odcitos vitelogénicos e a ovulagdo, em vérias espécies de teledsteos
(Patino & Sullivan, 2002; Estay et al., 2003; Modesto & Candrio, 2003; Onuma et al., 2003;
Lubzens et al., 2010), inclusive para espécies neotropicais (Gazola et al., 1996; Barcellos et
al., 2001; Amaral et al., 2007; Arantes et al., 2010; Franca, 2010).

Adicionalmente, além desta funcdo na estimulacdo da sintese de vitelogenina, os
estrégenos participam no mecanismo de controle de proliferacdo de oogdnias (em fémeas) e
espermatogonias (em machos) (Lubzens et al., 2010; Schulz et al., 2010). O perfil plasmatico
de E; no presente estudo sugere uma possivel interacdo entre este estrégeno e a proliferacao
de oogonias, pois, os ninhos de oogonias foram identificados em maior nimero (observacao

N

qualitativa) durante o crescimento primério. Além disso, apds a indugdo a reproducdo, a
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concentracdo plasmética deste esterdide ndo apresentou diferengas significativas nos
diferentes tempos, entretanto, ocorreu um aumento de E, no momento zero (1,10 £+ 0,13
ng/ml), com valores préximos ao encontrado no estadio pré-vitelogénico (1,21 + 0,08 ng/ml),
provavelmente, esta resposta foi devido a inducdo hormonal exégena. Todos estes dados em
relacdo ao E,, também sugerem que apds a inducdo hormonal, este estrogeno pode estar
relacionado com a progressdo das células germinativas durante a oogénese para o proximo
periodo reprodutivo.

O 17a, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (Maturation-Inducing hormone, MIS) que tem
0 170-OHP como precursor, tem sido identificado como o hormoénio indutor da maturagdo
final e ovulacdo em vdrias espécies de teledsteos, e a acdo deste progestidgeno (MIS) induz a
reativacdo da meiose nos odcitos vitelogénicos (Nagahama & Yamashita, 2008). Para a
conversao de 17a-OHP em MIS, € realizada pela enzima 20B-hidroxiesteréide-desidrogenase
(20B-HSD), sendo que, esta enzima é modulada pela acdo do LH (Nagahama, 1997; Peter &
Yu, 1997; Goetz & Garczynski, 1997; Striissmann & Nakamura, 2002; Patifio & Sullivan,
2002; Coward et al., 2002; Lubzens et al., 2010). A concentragdo plasmética de 17a-OHP em
S. parahybae ndo apresentou variagao do estadio pré-vitelogénico para o estadio vitelogénico,
sugerindo que a falha na maturacdo final nesta espécie € devido a uma disfuncdo nos
progestdgenos e/ou na enzima 20B-HSD e/ou na sintese/liberacdo de LH. Em S. hilarii, um
teledsteo neotropical, que também apresenta um bloqueio na reprodu¢do quando os animais
sdo submetidos ao sistema de cultivo (Honji et al., 2009b, 2011), o perfil hormonal de 17a-
OHP (Amaral et al., 2007) também nao apresenta variagdes nas concentragdes plasmatica de
170-OHP, e estes autores, sugerem que em S. hilarii ocorre uma falha na enzima 20B-HSD,
impedindo a reproducgdo desta espécie em cativeiro. Neste caso, os dados obtidos de 17a-OHP
sugerem que a disfuncdo na ovulacdo em espécies de peixes neotropicais em cativeiro,
provavelmente possui a mesma base fisiologica.

Ap06s a inducdo hormonal exdgena e reproducdo artificial em S. parahybae, os valores
de 170-OHP aumentam acentuadamente (+ 17 vezes) se comparado aos valores observados
nos animais no estadio vitelogénico, desta forma, auxiliando na nossa hipétese de que,
producdo de 170-OHP e a provavel conversao de 170-OHP em MIS nao foi de forma
eficiente. Adicionalmente, nés sugerimos uma andlise especifica na enzima 20B-HSD e no
MIS durante este periodo da reproducdo no surubim do Paraiba para corroborar a nossa
hipétese, além de uma andlise também na enzima 21B-hidroxilase, uma vez que, o 17a-OHP
pode ser convertido em 11-deoxicortisol por esta enzima, ocasionando uma via preferencial

na biosintese dos corticosterdides devido as condi¢des de estresse (Milla et al., 2009).
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Em relagdo ao andrégeno 11-KT, a maioria das fungdes fisiolégicas deste esterdide
sdo estabelecidas em machos de teledsteos (revisdes: Borg, 1994; Schulz et al., 2010) se
comparados as fémeas, no entanto, varios estudos detectaram a presenca de altos valores deste
esterdide em fémeas sexualmente maduras, como por exemplo, nos salmonideos, O. kisutch e
O. tshawytscha, nos quais, os valores de 11-KT variaram respectivamente de 0,6 a 21,7 ng/ml
e 0,1 a 20 ng/ml durante o ciclo reprodutivo (Fitzpatrick et al., 1986; Slater et al., 1994), em
fémeas de duas espécies de enguias (Anguilla dieffenbachii e A. australis), coletadas antes e
na entrada da migracao reprodutiva natural, os valores de 11-KT variaram respectivamente de
0,1 a 2,8 ng/ml'1 e 0,1 a 22,7 ng/ml'1 (Lokman et al., 1998), e em algumas espécies
neotropicais, como em Arapaima gigas, o 11-KT variou de 6,4 a 71,5 pg/ml também durante
o ciclo reprodutivo de fémeas em cativeiro (Amaral, 2009); em G. sylvius, nos quais, este
esterdide variou de 14,6 a 19,8 pg/ml no ambiente natural (Francga, 2010); em fémeas de R.
quelen (méximo de 94,4 ng/ml) durante o primeiro ciclo reprodutivo (Barcellos et al., 2001).
No presente estudo a concentragdo de 11-KT também variou durante o ciclo reprodutivo, com
maior concentracdo plasmdtica no estddio vitelogénico, sugerindo um importante papel
fisiolégico durante a maturagdo gonadal do surubim do Paraiba, no entanto, o sitio de sintese
(provavelmente nas células foliculares), o sitio de acdo e a (s) possivel (is) fun¢do (des) ainda
permanece (m) desconhecido (s) durante este periodo. Adicionalmente, apds a indugdo a
reproducdo, as fémeas de S. parahybae apresentaram um pico de 11-KT, seguido de uma
queda apés a extrusdo dos gametas, sugerindo um importante papel deste andrégeno também
durante a maturacao final e ovulacgdo.

Os andrégenos sdo importantes durante a oogénese, ndo apenas por serem precursores
na biosintese dos estrogenos, mas também controlam o desenvolvimento oocitdrio, pois, a
identificacdo de receptores de andrdégenos nos ovarios vitelogénicos de varias espécies de
peixes foi caracterizada, como por exemplo, em Micropogonias undulates (Braun & Thomas,
2003, 2004) e em A. japonica (Tosaka et al., 2010). A presenca de receptores de andrégenos
em ovdrios e a elevada concentracdo de 11-KT em fémeas (supracitados) suportam a idéia de
que os andrégenos participam no controle da maturacdo sexual em teledsteos (Matsubara et
al., 2005), principalmente no crescimento primdrio e também nas fases posteriores da
oogénese. Além da influéncia de 11-KT na reproducdo, este androgeno parece estar envolvido
no comportamento migratério de peixes teledsteos (Munakata & Kobayashi, 2010; Sudo et
al., 2011), na estimulagcdo do sistema dopaminérgico, que também estdo relacionados com a
reprodugdo e em vdrios tipos de comportamento (i.e., mudancas de sexo) (Weltzien et al.,

2006; Godwin, 2010), na modulacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-interrenal (eixo responsavel
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pelas respostas ao estresse) (Fuzzen et al.,, 2011), e em outros hormdnios protéicos, i.e.,
hormonios da tiredide, que também modula a migracdo em salmonideos e também esta
relacionado com a metamorfose em Pleuronectiformes (Weltzien et al., 2004; Sudo et al.,
2011).

O mesmo perfil de 11-KT foi observado para T durante o ciclo reprodutivo de S.
parahybae, ou seja, altas concentragdes plasmaticas foram identificadas em fémeas no estddio
vitelogénico, se comparado aos estddios pré-vitelogénico e regressdao. A T além de ser
utilizada como substrato para a sintese de E, e de 11-KT (Borg, 1994; Matsubara et al., 2005;
Norris, 2007), também desempenha um papel muito importante no feedback no eixo cérebro-
hipdfise-gonadas (Lokman et al., 2002; Matsubara et al., 2003). Estas vias de conversao
sugerem que no estadio vitelogénico tenha ocorrido uma preferéncia pela produgao del1-KT
a partir de T, ao invés de E, que ja se encontrava em concentracdes mais baixas,
provavelmente devido ao término da fase de crescimento oocitério.

Por fim, nés concluimos que durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae, em
cativeiro, os o00citos apresentam um crescimento primdrio e secunddrio satisfatério.
Entretanto, ocorre uma falha na maturacdo final, ovulagdo e desova nos reprodutores de S.
parahybae neste ambiente, evidenciando que o cativeiro afeta severamente a reproducdo do
surubim do Paraiba, o que sugere uma andlise especifica no controle endécrino da maturacdo
final, ou seja, no eixo cérebro-hipéfise. Adicionalmente, os perfis plasmaticos de E, e T
durante o ciclo reprodutivo foram fundamentais no desenvolvimento oocitdrio e parece que
estes esterdides sexuais ndo estdo envolvidos no bloqueio da reproducdo em espécies
migradoras de teledsteos quando em operagdes de cultivo. Por outro lado, os valores de 17a-
OHP durante o ciclo reprodutivo e apds a indugdo a reprodugdo, sugerem que a falha na
maturagdo final, ovulagdo e desova esteja relacionada com uma disfun¢do nos progestagenos,
principalmente na producdo do MIS. Desta forma, o desenvolvimento de protocolos de
imunoensaios para [7a, 20f-dihydroxy-4-pregnen-3-one para espécies reofilicas quando
confinados em cativeiro, pode ser uma ferramenta valiosa para o entendimento desta (s)
disfun¢ao (0es) da reproducdo. Finalmente, o completo entendimento do eixo cérebro-
hipofise-gdnadas, assim como as enzimas envolvidas nas vias esteroidogénicas podem
auxiliar nos protocolos de inducao artificial a reprodugdo, que sdo conhecimentos essenciais
na piscicultura de conservacdo, inclusive para S. parahybae, uma espécie neotropical

ameacada de extingao.
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Tabela 1. Steindachneridion parahybae — Distribuicio morfométrica e ponderal e Indice

Gonadossomadtico (IGS) por estddio de maturagdo. Média + erro padrido da media.

Comprimento Comprimento Massa corbérea
Estiddio de maturacio N | padrio (cm): padrdo média a corp IGS
. média (g)
min-max (cm)
Pré-vitelogénico 28 | 29,00 - 40,50 35,93 £ 0,64 698,52 + 29,50 0,40 +0,14*
Vitelogénico 22 | 29,50 - 40,50 34,50 £ 0,55 596,66 + 25,35 1,59 +0,24°
Regressido 18 | 30,00 - 38,50 33,61 £0,46 603,85 + 29,97 0,57 +0,09*
Reprodugao* 24 | 31,50 - 37,00 33,40 £ 0,24 555,70 + 13,14 1,54 £0,15°

® L etras diferentes significam valores estatisticamente diferentes.

* Valores referentes das fémeas no momento da indugio artificial a reprodugao.
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Fig. 1. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal: pré-
vitelogé€nico): Desenvolvimento folicular e oocitdrio durante o ciclo reprodutivo do surubim
do Paraiba. a, b) As oogonias (setas) sdo células pequenas e desenvolvem-se em ninhos
(delimitado pelas setas), e perifericamente sdo observadas as células pré-foliculares (cabeca
de seta); c, d) As oogOnias (setas) entram em processo de meiose, originando odcitos (cabeca

de seta) que se separam dos ninhos; e, f) Odcitos perinucleolares em pleno desenvolvimento e
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em diferentes fases de desenvolvimento (e). Detalhe de um odcito perinucleolar (f),
apresentando os multiplos nucléolos (cabecas de seta) e uma fina camada folicular (setas).
Acido periddico de Schiff (PAS) + hematoxilina + Metanil Yellow. Barra: 10 um (a); 30 um
(b; ¢; d; f) e 400 um (e).
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Fig. 2. Steindachneridion parahybae (exemplares nos estadios de desenvolvimento gonadal:
pré-vitelogénico (a, b) e vitelogénico (c-f)): Desenvolvimento folicular e oocitdrio durante o
ciclo reprodutivo do surubim do Paraiba. a, b) Odcito alvéolo cortical. Deposi¢do de alvéolos
corticais na periferia dos odcitos (cabecas de seta); c) Odcito alvéolo cortical. Detalhamento
da camada folicular (setas) e a zona pelicida (cabecas de seta); d) Odcito alvéolo cortical.

Zona pelicida (cabecas de seta) e hipertrofia da camada folicular (setas); e, f) Odcitos
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vitelgénicos. Acido periédico de Schiff (PAS) + hematoxilina + Metanil Yellow (a; f).

Hematoxilina e eosina (b; c; d; e). Barra: 30um (a), 20um (c; d), 100um (b; f) e 300um (e).
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Fig. 3. Steindachneridion parahybae (exemplares nos estadios de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico (a, b) e regressdo (c-e) e exemplar induzido a reprodugdo artificial (f)):
Desenvolvimento folicular e oocitdrio durante o ciclo reprodutivo do surubim do Paraiba. a)
Odcito vitelogénico. Detalhamento da zona pelucida (cabecgas de seta), hipertrofia da camada
folicular (asteriscos), deslocamento do alvéolo cortical para a periferia do odcito (setas) e

granulos de vitelo (VTG); b) Odcito vitelogénico. Detalhamento da micrépila (cabegas de



Capitulo 2 110

seta); c, d, e) Odcitos atrésicos em diferentes fases de degeneracdo. Desorganizacdo parcial
(c) e avancada (d) do odcito atrésico (setas). Detalhamento da desorganizacdo da camada
folicular (e) do odcito atrésico (setas); f) Odcitos vitelogénicos com migracdo celular (seta)
para a periferia do odcito em direcdo a micrépila. Acido periédico de Schiff (PAS) +
hematoxilina + Metanil Yellow (a; d; e). Hematoxilina e eosina (b; c; f). Barra: 30um (a; e),

10um (b), 100um (c; d) e 200um (f).
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N

Fig. 4. Steindachneridion parahybae (exemplares induzidos a reproducdo artificial):
Desenvolvimento folicular e oocitdrio durante o ciclo reprodutivo do surubim do Paraiba. a-f)
Caracteriza¢do dos foliculos pds-ovulatérios (setas) apds a indug@o hormonal artificial em
diferentes intervalos de tempo. a) Momento zero apds a ESG; b) 6 horas apés a ESG; c) 12
horas ap6s a ESG; d) 24 horas ap6s a ESG; e) 36 horas apds a ESG; f) 48 horas apés a ESG.

Hematoxilina e eosina. Barra: 300um.
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Fig. 5. Steindachneridion parahybae: Caracterizacdo do ciclo reprodutivo do surubim do
Paraiba. a, b) Estddio pré-vitelogénico. Presenca de maior niimero de odcitos perinucleolares
(a) e alguns alvéolos corticais iniciais (asterisco, (b)). ¢, d) Estddio vitelogénico. Presenca de
maior nimero de odcitos vitelogénicos (c, d) e poucos alvéolos corticais (d); e, f) Estddio
regressdo. Presenca de alguns odcitos perinucleolares e de maior numero de odcitos atrésicos

em diferentes fases de degeneracdo. Acido periédico de Schiff (PAS) + hematoxilina +
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Metanil Yellow (a; b; f). Hematoxilina e eosina (c; d; e). Barra: 400um (a), 30pum (b) e 300um
(c; d; e; ).
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Fig. 6. Steindachneridion parahybae: Caracterizacdo dos ovdrios apds a inducdo hormonal
artificial do surubim do Paraiba. a-d) Apds 36 (a) e 48 (b; c; d) horas ap6s a ESG foi possivel
observar a presencga dos foliculos pds-ovulatérios (cabegas de seta), no entanto, a presenga de
multiplos odcitos vitelogénicos (setas) e poucos odcitos atrésicos (asterisco em “a”).

Hematoxilina e eosina. Barra: 300um.
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Estradiol (E,) - reproducao

14 1 4 181
i 1.6
12
10 : i - 141
=N . | £ 127
‘? 0.8 i l ‘@ 1.0 -
06 0.8 1
] 0.6 -
04 vl
0.2 1 021
’ , 0 . : .
n Pré-vitelogénico Vitelogénico Regressao u 0 6 12 24 36 48
17a-Hidroxiprogesterona (170.-OHP) - ciclo reprodutivo 17a-Hidroxiprogesterona (17¢.-OHP) - reprodugéo
14 1 ab b 6, @
12 1 T 14 4
10 I 1 12 -
E 081 . E 10
€ 061 = g 84 ab
6 a, b
JB 0 oE
02 1 b b
2 -
0 y T 0 . . . I_"_l — =8 ==
Pré-vitelogénico Vitelogénico Regressdo [ d | 0 6 12 2 36 48

Fig. 7. Steindachneridion parahybae: Perfil plasmatico dos esterdides sexuais no surubim do

Paraiba durante o ciclo reprodutivo e apds a indugdo a reprodugdo artificial. a, b) Perfil

plasmético de E;, durante o ciclo reprodutivo (a) e apds a indugdo a reproducgdo artificial em

diferentes intervalos de tempo a partir do momento zero da ESG (b); c, d) Perfil plasmatico de

170-OHP durante o ciclo reprodutivo (¢) e apdés a indug¢do a reproducdo artificial em

diferentes intervalos de tempo a partir do momento zero da ESG (d). Dados sao apresentados

em média + erro padrao da média. Diferentes letras indicam diferencas significativas durante

N

o ciclo reprodutivo ou apds a inducdo a reproducdo artificial em diferentes intervalos de

tempo a partir do momento zero da ESG.
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Fig. 8. Steindachneridion parahybae: Perfil plasmatico dos esterdides sexuais no surubim do

Paraiba durante o ciclo reprodutivo e apds a indugdo a reproducdo artificial. a, b) Perfil

plasmético de T durante o ciclo reprodutivo (a) e apds a inducdo a reproducdo artificial em

diferentes intervalos de tempo a partir do momento zero da ESG (b); c, d) Perfil plasmatico de

11-KT durante o ciclo reprodutivo (c) e apds a inducdo a reprodugdo artificial em diferentes

intervalos de tempo a partir do momento zero da ESG (d). Dados sdo apresentados em média

+ erro padrio da média. Diferentes letras indicam diferencas significativas durante o ciclo

reprodutivo ou apds a inducdo a reproducdo artificial em diferentes intervalos de tempo a

partir do momento zero da ESG.
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Resumo

Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae) é um bagre de &dgua doce,
considerada uma importante espécie de teledsteo da Bacia do Paraiba do Sul, e estd
criticamente ameacada de extincdo. Além disso, esta espécie endémica desta Bacia enfrenta
sérios problemas de reprodu¢do quando sofrem condi¢des de confinamento, o que dificulta a
piscicultura de conservacdo de espécies ameacadas de extin¢do. Para obter um melhor
conhecimento das bases fisiol6gicas das disfun¢des reprodutivas apresentadas por teledsteos
reofilicos impedidos de realizar a migracdo reprodutiva, nossos estudos focaram na
caracterizacdo, identificac@o e localizacdo das diferentes células da hipdfise de fémeas de S.
parahybae durante o ciclo reprodutivo anual e apdés a inducdo artificial a reproducdo em
cativeiro. Pelos métodos imuno-histoquimico e Western blot, nds caracterizamos as células
produtoras de hormodnio de crescimento (GH), prolactina (PRL), somatolactina (SL) e
hormonio luteinizante (LH). No entanto, a caracterizacdo do hormdnio foliculo estimulante
(FSH) foi possivel apenas com o método de Western blot. A distribui¢ao e a localizag¢do das
diferentes células hipofisdrias foi similar ao ja descrito para outras espécies de teledsteos.
Entretanto, considerando-se a morfologia destas células durante o ciclo reprodutivo e apds a
indugcdo a reproducdo, algumas diferencas foram observadas. A andlise semiquantitativa,
avaliada pela densidade 6ptica indicou que o contetido dos hormdnios da adeno-hipéfise, GH,

PRL e SL variaram durante o ciclo reprodutivo, com maiores valores no estadio vitelogénico
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se comparado aos outros estddios de maturacdo (pré-vitelogénico e regressdo), diferentemente
do LH, que ndo variou durante o ciclo reprodutivo anual de S. parahybae. Ap6s a indugdo a
reproducdo em cativeiro, apenas os hormonios LH, SL e GH, apresentaram um aumento na
densidade Optica, sugerindo um controle de feedback, principalmente dos esterdides sexuais
sobre o eixo hipotdlamo-hipdfise. Ambas gonadotropinas (FSH e LH) possuem um papel
significativo na regulacdo da maturacdo ovariana em S. parahybae, € a disfuncdo reprodutiva
desta espécie em cativeiro, ou seja, na maturagdo final e ovulagcdo, provavelmente € devido a
uma falha no estimulo da sintese e/ou liberacdo de LH. Além disso, as varia¢cdes observadas
nos hormonios da familia do hormoénio de crescimento (GH, PRL e SL) durante o ciclo
reprodutivo de S. parahybae, sugerem que estes hormonios estdo envolvidos indiretamente
nos processos reprodutivos e pode ter um papel fisiol6gico na regula¢do e/ou na modulacao
de mecanismos associados a reproducdo, ou seja, no status reprodutivo do surubim do

Paraiba.

1. Introducao
Atualmente, mudancas no ambiente aqudtico devido a diversas ameacas, resultam em uma
série de impactos sobre a fauna aqudtica, principalmente sobre a ictiofauna (Agostinho et al.,
2003). Para os peixes reofilicos migratérios sulamericanos, tais ameacgas incluem
principalmente a poluicao (doméstica e industrial) e as obstru¢cdes nos rios (constru¢des de
barragens), que afetam o fluxo de dgua de muitos rios brasileiros que muitas vezes sao
represados, sendo observada até mesmo, uma cadeia de reservatérios ao longo dos rios (Lucas
& Baras, 2001; Silva et al., 2006).

Além desses impactos descritos acima, somado ao declinio das fontes naturais devido
a pesca predatdria e a crescente demanda para a diversificagdo dos produtos comercializdveis,
ha uma necessidade urgente da viabilizacdo de novas espécies para a aquicultura comercial
mundial (Lubzens et al., 2010). Uma nova visdo para esta atividade surgiu progressivamente
de numerosos estudos, também com importantes espécies ameacadas de extin¢do, que vem
sendo importantes na conservacao de espécies ameacadas, em uma drea conhecida como
piscicultura de conservagao.

Por outro lado, muitas espécies de peixes ainda dependem da coleta de reprodutores

selvagens no ambiente natural e na sua transferéncia para o cativeiro para a inducido a

(€N

reprodugdo artificial. Infelizmente, essa manutencdo de reprodutores em cativeiro nao
totalmente bem sucedida, porque muitas espécies de peixes apresentam disfungdes

reprodutivas quando criados em cativeiro (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010).
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Essa disfuncdo reprodutiva em cativeiro € um problema comum enfrentado na aquicultura
comercial e/ou piscicultura de conservagao.

Um importante peixe migrador de d4gua doce da ictiofauna brasileira é o bagre (catfish)
Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae), comumente conhecido como
surubim do Paraiba. E um peixe potamddromo (reofilico), ictiéfago, endémico da bacia do
Paraiba do Sul (Garavello, 2005), seriamente ameagado de extin¢do (Honji et al., 2009), e a
sua biologia reprodutiva é pouco compreendida. Em cativeiro, S. parahybae apresenta
disfungdes reprodutivas, principalmente as fémeas quando sdo submetidas ao sistema de
cultivo. Estes animais apresentam auséncia na maturacdo final dos odcitos e ovulacdo, e
consequentemente ndo desovam espontaneamente em cativeiro. Estes fatos ressaltam a
importancia de aumentar o conhecimento sobre 0s processos neurais € hormonais que
controlam a atividade reprodutiva desta espécie.

A hipéfise € uma glandula enddcrina “mestre”, que secreta um grupo de hormonios
que controla vdérios processos fisiolégicos em vertebrados, incluindo crescimento,
osmorregulacio, metabolismo, reprodugdo, entre outros processos (Kawauchi & Sower, 2006;
Levavi-Sivan et al., 2010). Em peixes teledsteos, a hipdfise consiste de dois componentes,
uma regido enddcrina, denominada de adeno-hipéfise (ADH) e outra regido neuro-hemal,
denominada de neuro-hipé6fise (NH) (Kawauchi & Sower, 2006). A ADH apresenta diferentes
tipos celulares e tem sido proposto um padrao de distribuicdo dessas células nas trés distintas
regidoes da ADH, i.e, lactotropicas e corticotrépicas na RPD (rostral pars distalis),
tireotropicas, somatotropicas e gonadotropicas na PPD (proximal pars distalis) e
melanotrépicas e somatolactotrépicas na PI (pars intermedia). No entanto, algumas diferencas
especificas tétm sido observadas em teledsteos, principalmente em relacdo a distribuicao
ectopica de alguns tipos celulares (Kawauchi & Sower, 2006; Levavi-Sivan et al., 2010).

Adicionalmente, na aquicultura comercial e na piscicultura de conservacdo, a
reproducdo, o crescimento, o melhoramento da qualidade dos peixes entre outros fatores,
podem ser aprimorados desenvolvendo estratégias de como alterar o controle de secre¢ao dos
hormoénios da ADH, entretanto, semelhante manipulacio dos hormodnios da hipodfise,
requerem a identificacdo precisa, o entendimento e o mecanismo dos diferentes tipos celulares
desta glandula (Levavi-Sivan et al., 2010; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010). Além do
mais, sabe-se que os hormonios liberados pela ADH estdo envolvidos diretamente no
processo reprodutivo de teledsteos, e que vdrios estudos apontam que, principalmente as
gonadotropinas (GtHs), sdo consideradas chaves no entendimento das possiveis causas

fisiolégicas na falha da reproducdo em peixes teledsteos quando sdo mantidos em cativeiro
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(Zohar & Mylonas, 2001; Amaral et al., 2007; Guzmén et al., 2009; Mylonas et al., 2010;
Zohar et al., 2010). Além disso, outros hormo6nios da ADH podem ser responsdveis pela
regulagcdo de processos associados a reproducdo e que podem também afetar indiretamente o
status reprodutivo dos animais (como a familia do hormonio de crescimento) (Vargas-Chacoff
et al., 2009; Fiszbein et al., 2010; Onuma et al., 2010), nos quais, a prolactina (PRL), esta
envolvida nos processos de aclimatacdo e/ou aclimatizacdo ambiental e na osmorregulacdo
(Manzon, 2002; Mancera & McCornick, 2007), o hormdnio de crescimento (GH), que regula
o crescimento, o metabolismo intermedidrio e talvez esteja relacionado com os processos
osmorregulatérios, e a somatolactina (SL), que apesar do especifico papel fisiologico deste
hormoénio em teledsteos ainda ndo tenha sido definido, vdrios estudos apontam diferentes
funcdes para a SL, i.e., reprodugdo, coloragdo, metabolismo, entre outros (Kaneko, 1996;
Canepa et al., 20006).

Tendo estes pontos em consideracdo, o primeiro objetivo do presente estudo foi
identificar e localizar os diferentes tipos celulares da hipéfise de S. parahybae. O segundo
objetivo do estudo foi analisar durante o ciclo reprodutivo anual e apds a indugdo artificial a
reprodugdo em cativeiro de fémeas de S. parahybae, as GtHs, o hormdnio foliculo estimulante
(FSH) e o hormoénio luteinizante (LH), responsdveis pelo controle da gametogénese e
esteroidogénese gonadal; e os trés hormodnios incluidos na familia do hormodnio de
crescimento (GH, PRL e SL), que possuem multiplas fun¢des fisiologicas em teledsteos.
Estes topicos sdo essenciais para a compreensao dos processos fisioldgicos desta espécie em
cativeiro, avaliando o impacto deste ambiente sobre o sistema enddcrino, além de fornecer
subsidios para a melhor compreensdo da fisiologia reprodutiva, auxiliando também na

conservacgao desta espécie ameacada de extingdo.

2. Material e métodos

2.1. Desenho experimental e coleta dos animais

O experimento foi conduzido na Piscicultura da Companhia Energética de Sao Paulo (CESP)
(23° 24’ 53,71 S e 45° 35” 59,82 W), localizada no municipio de Paraibuna (Sao Paulo,
Brasil). Em dezembro de 2007, cem fémeas adultas de S. parahybae, nascidas e criadas na
CESP (primeira geracdo, F1; Caneppele et al., 2009), foram aleatoriamente distribuidas em
dois viveiros (200m2) nesta piscicultura (50 fémeas/viveiro). Durante o periodo experimental,
os animais foram alimentados diariamente “ad libitum” com racdo comercial extrusada para

carnivoros, com teor de proteina bruta de 40% e granulometria de 6mm de didmetro (Purina
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TC 40). A concentragdo de oxigénio dissolvido na dgua foi monitorada diariamente com um
oximetro (Horiba — ModU10) que registrou também a temperatura da dgua.

No momento de cada coleta (mensalmente, exceto durante o inverno), quatro animais
foram amostrados aleatoriamente em cada viveiro, e transportados para o laboratério da
CESP. Os peixes no laboratério foram anestesiados por imersdo em &gua contendo
benzocaina anestésica (ethyl-p-aminobenzoate) previamente solubilizada em etanol, na
propor¢ao de 1g/20L de dgua, e os dados morfométricos e ponderais foram mensurados. Em
seguida, os animais foram sacrificados por decapitacdo, e seus ovdrios rapidamente removidos
e pesados, para posteriormente ser calculado o indice gonadossomdtico (IGS) (Vazzoler,
1996). Concomitantemente a coleta das gdnadas, apds a abertura da caixa craniana, a hipofise
foi retirada juntamente com o encéfalo e fixada ou congelada dependendo de cada método
descrito a seguir. Os procedimentos adotados para sacrificar os animais neste estudo estdo de
acordo com o Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo
Paulo (Protocolo: 072/2008).

Os seguintes estaddios de maturacdo gonadal foram considerados no presente estudo,
para as andlises das possiveis variacdes das células hipofisarias durante o ciclo reprodutivo:
pré-vitelogénico, vitelogénico e regressdo. Estes estddios de maturacdo gonadal de S.
parahybae foram confirmados através de ferramentas morfolégicas e histolégicas e estdo
descritos no Capitulo 2. Além destes estddios de maturagdo gonadal, durante o periodo
reprodutivo de S. parahybae em cativeiro, os animais aptos a reproducao, foram induzidos
artificialmente a reprodu¢do na CESP, e um grupo adicional denominado “reproduc¢do”, foi
considerado. Neste grupo, as fémeas foram induzidas com extrato hipofisdrio e apds a
extrusdo a seco dos gametas (momento zero), os animais foram sacrificados e as hipdfises
também foram coletadas e fixadas ou congeladas. A metodologia da indugdo a reproducao

artificial em cativeiro de S. parahybae esta descrita no Capitulo 5.

2.2. Andlise histologica da hipdfise

Para esta andlise, as hipofises das fémeas, em cada estddio de maturacdo gonadal foram
removidas e fixadas por 20-24 horas em solucdo de Bouin acético e desidratadas com uma
série crescente de dilui¢des de etanol. Em seguida, o material foi diafanizado em solugdo de
xilol (dimethylbenzene), e infiltrado em Paraplast® (Erv-Plast, Erviegas Instrumental
Cirdrgico Ltda) de acordo com os procedimentos histoldgicos rotineiros (Behmer et al.,
1976). Cortes seriados com 12um foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina,

hematoxilina 4cida, 4cido periédico de Schiff (PAS) e tricrdmico de Masson. Os cortes
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preparados foram analisados e documentados, utilizando-se um sistema computadorizado de
captura de imagens (microscopio de luz transmitida — Leica DM 1000; camera fotografica —
Leica DFC 295; e programa de captura de imagem — Leica Application Suite Professional,

LAS V3.6).

2.3. Andlise de imuno-histoquimica da glandula hipofisdria
Para a andlise de imuno-histoquimica, os cortes seriados obtidos foram processados conforme
as técnicas rotineiras de imuno-histoquimica com amplificacdo de sinal (metodologia descrita

em Fiszbein et al., 2010).

2.3.1. Anticorpos

Os anticorpos utilizados no presente estudo foram obtidos em coelhos (rabbit), contra o [3-
hormoénio foliculo estimulante (anti-B-FSH) e B-hormdnio luteinizante (anti-B-LH) de
Fundulus heteroclitus (Cyprinodontiformes), que foram doados gentilmente pelo Dr. A.
Shimizu (National Research Institute of Fisheries Sciences, Fisheries Research Agency,
Kanazawa, Yokohama, Japan), o hormonio de crescimento (anti-GH) e a prolactina (anti-
PRL) de Oncorhynchus keta (Salmoniformes), que foram doados gentilmente pelo Dr. H.
Kawauchi (School of Fisheries Sciences, Kitasato University, Iwate, Japan) e a somatolactina
(anti-SL) de Sparus aurata, que foi doado gentilmente pelo Dr. A. Astola (Facultad de

Ciencias, Universidad de Cddiz, Spain).

2.3.2. Recuperacdo antigénica

Com o objetivo de amplificar a imuno-reatividade (-ir) apenas para anti-B-FSH e anti--LH,
os cortes foram tratados com tampdo citrato (buffer citrate), apés a desparafinizagao,
reidratacdo e bloqueio da atividade da peroxidase enddgena com 3% de perdxido de
hidrogénio (H,0,). Para a recuperagdo, o material foi aquecido por 10 minutos a 90°C com

tampao citrato, resfriado em temperatura ambiente e finalmente lavado em dgua destilada.

2.3.3. Andlise de imuno-histoquimica

Posteriormente a recuperacdo antigénica de anti-B-FSH e de anti-B-LH, os cortes foram
lavados com tampao PBS (fosfate buffer saline, pH 7,4), por 5 minutos e em seguida foram
submetidos ao bloqueio inespecifico com 5% de leite em p6 desnatado, diluido em PBS por
30 minutos. Apos este periodo, os cortes foram incubados durante toda a noite a 4°C com os

anticorpos primdrios: anti-B-FSH (1:1000), anti-B-LH (1:1000), anti-GH, anti-PRL e anti-SL
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(1:2000). Apés o periodo de incubacdo com o anticorpo primério, os cortes foram lavados em
PBS por 5 minutos e incubados com o anticorpo secunddrio biotinilado (rabbit, 1:600) por 45
minutos. Em seguida foram lavados novamente com PBS por 5 minutos e a amplificacdo de
sinal foi realizada, incubando-se os cortes com estreptavidina, tiramida e peroxidase
conjugada com estreptavidina (Dako, CSA Amplification system kit — Code: k1500) por 45
minutos cada um, de acordo com as especificacdes do fabricante. Apds a incubacio com estes
reagentes, o material foi lavado novamente em PBS (5 minutos), e em seguida, a atividade da
peroxidase foi visualizada com a solucao cromogénica DAB (0,1% de 3,3 — diaminobenzidina
(DAB) — Dako Cytomation LSAB,® System HRP Liquid DAB — Ref. 0673). Posteriormente, 0
material revelado foi contra-corado com hematoxilina de Carazzi por 2-3 minutos. Por fim,
as laminas foram desidratadas, montadas e analisadas utilizando um sistema de analise
computadorizado de imagens (descrito acima).

Para confirmar a especificidade das reacdes de imuno-histoquimica, os cortes
controles foram incubados com o anticorpo primdrio pré-adsorvidos com excesso de seu
respectivo antigeno, nos casos em que o antigeno estivesse disponivel. Para evitar os falsos
positivos, observado eventualmente nas reacdes de imuno-histoquimica, algumas laminas
tiveram o anticorpo primdario omitido e substituido por PBS, e a omissdo do anticorpo
secunddrio também foi realizada. Adicionalmente, a especificidade dos anticorpos foi
previamente demonstrada em outros estudos do nosso grupo de pesquisa em outras espécies
de teledsteos (Pandolfi et al., 2001a, b, 2006, 2009a, b; Honji, 2007).

Todas as laminas histolégicas e de imuno-histoquimicas de S. parahybae foram
depositadas na colecdo cientifica do Laboratério de Metabolismo e Reproducdo de

Organismos Aquaticos do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (IB-USP).

2.4. Andlise de Western blot
Adicionalmente, para caracterizar e para testar a especificidade dos diferentes anticorpos
utilizados nas hipéfises de S. parahybae, nés realizamos a andlise com eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo 15% de dodecil-sulfato de sdédio (SDS-PAGE), seguindo
posteriormente com o Western blot. Para esta andlise, cinco hipdfises foram coletadas,
separadas manualmente dos encéfalos e congeladas em gelo seco, e posteriormente
transferidas para freezer -80°C até o momento do processamento.

As hipdfises congeladas foram homogeneizadas com 400 ul de tampao TRIS-HCI (50
mM), pH 7,4 e adicionado 3 pl de uma mistura de inibidor de proteases (Sigma, St Louis,

MO), posteriormente, os homogeneizados foram centrifugados a 10.000 g a 5 minutos a 4°C,
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ao sobrenadante também foi adicionado a mesma mistura de inibidor de proteases (3 ul). Em
seguida, 18ul deste homogeneizado foram adicionados 6 pl de tampao (120 mM TRIS-HCI;
pH 6,8; 3% dodecil-sulfato; 10% glicerol; 1% [p-mercaptoetanol), em seguida, todos os
homogeneizados foram aquecidos até 95°C por 10 minutos, sendo posteriormente, resfriado
em temperatura ambiente. Depois da eletroforese deste homogeneizado (15% SDS-PAGE), as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Whatman® Schleicher &
Schuell), por 1 hora a 4°C a 75 V. Para verificar a total transferéncia das proteinas para a
membrana, foi utilizada a coloracdo reversivel de Ponceau S, sendo posteriormente
escaneada, além de ser utilizada (Ponceau) como fonte alternativa no controle de carga em
Western blot (Dittmer & Dittmer, 2006; Aldridge et al., 2008; Romero-Calvo et al., 2010).
Adicionalmente, para o marcador molecular (ColorBrustTM Eletrophoresis Marker, Sigma),
foi utilizado 5 pl, para posteriormente, com base neste marcador, serem calculados os pesos
moleculares.

Posteriormente, as membranas foram lavadas com TTBS (100 mM TRIS-HCI; 0,9%
NaCl; 0,1% Tween-20), pH 7,5, e em seguida, bloqueado com TTBS contendo 5% de leite em
p6 desnatado e 3% de BSA (albumina de soro bovino), a 4°C durante toda a noite. Em
seguida, as membranas foram incubadas com os anticorpos primadrios: anti-B-FSH (1:1000),
anti-B-LH e anti-GH (1:3000) e anti-PRL e anti-SL (1:2000), por 3 horas em temperatura
ambiente. ApOs este periodo, trés lavagens com TTBS foram realizadas, e as membranas
foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (rabbit: 1:300), por uma hora, e logo
em seguida, lavado novamente com TTBS. Finalmente, as membranas com anti-GH, anti-
PRL, anti-SL e anti-B-LH foram incubadas (no escuro) com peroxidase conjugada com
estreptavidina (Streptavidin HRP, DAKO) por 45 minutos e posteriormente, lavadas com
TTBS. Para a visualizacdo da atividade da peroxidase na membrana de nitrocelulose, as
amostras foram visualizadas com a solu¢do cromogénica DAB (Dako Cytomation). As
membranas com anti-B-FSH, foram incubadas (no escuro) com fosfatase alcalina conjugada
com estreptavidina (alkaline phosphatase, DAKO) por 45 minutos e visualizadas com o kit
alkaline phosphatase conjugate (Bio-Rad, Hercules, California).

Por fim, todas as membranas foram escaneadas, e os seus pesos moleculares foram
estimados utilizando-se o programa Image Gauge software (Fuji, Japan). Adicionalmente,
como descrito para as reagdes de imuno-histoquimica, os controles (positivo € negativo),

também foram realizados para as andlises de Western blot.
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2.5. Andlises de dados
Para as andlises morfométricas das células hipofisarias durante o ciclo reprodutivo anual e
ap6s a inducdo a reproducdo em cativeiro, os seguintes parametros foram utilizados:

densidade Optica das células-ir e drea celular e nuclear (Fig. 1a).

2.5.1. Andlise semiquantitativa da densidade optica

Para a andlise da densidade 6ptica da imuno-marcacao, as imagens de cada amostra, capturada
pelo sistema LAS (tamanho da imagem: 1260 pixels por 960 pixels), foram analisadas com o
auxilio do programa Image Gauger, versdo 3.12 (andlises similares foram descritas em
Caénepa et al., 2008; Fiszbein et al., 2010).

Quinze células-ir de cada imagem (dez imagens de cada animal por estddio de
maturagdo gonadal e no grupo reproducdo), que apresentavam os nucleos nitidos foram
selecionadas aleatoriamente para a medicao da densidade 6ptica (a.u.). Adicionalmente, para
reduzir a variabilidade nos resultados de imuno-histoquimica, as condi¢des destas reacdes
foram controladas e mantidas homogéneas em todos os parametros. Além disso, devido ao
fato de ser dificil comparar a intensidade de imuno-marcac@o entre as amostras processadas
separadamente, representantes de cada estddio de maturacdo gonadal e apds a inducdo a
reproducdo em cativeiro foram incluidas em cada lote de reacdo de imuno-histoquimica para

controlar estas possiveis diferencas de imuno-marcagao.

2.5.2. Andlise semiquantitativa do diametro celular e nuclear

As mesmas imagens utilizadas nas andlises da densidade 6ptica foram utilizadas para as
medi¢oes do didmetro celular e nuclear (em pm?) dos diferentes tipos de células-ir na hip6fise
durante o ciclo reprodutivo. Para estas andlises, quinze células-ir de cada animal (que
apresentavam os nucleos claramente visiveis) foram aleatoriamente selecionadas e analisadas
utilizando-se o programa Image-Pro®Plus — The Proven Solution (versdo, 4.5.0.29). Estas
andlises foram previamente descritas por Pandolfi et al. (2001a, 2005); Cénepa et al. (2006,
2008); Honji (2007) e Fiszbein et al. (2010).

2.6. Andlises estatisticas

Para as andlises de resultados, os valores foram expressos em média + erro padrdo da média
(M = EPM). Valores médios de cada parametro foram comparados levando em consideracao
o estddio de maturagdo gonadal (pré-vitelogénico, vitelogénico e regressao) e apds a inducao

a reproducdo (grupo reproducio). As diferencas estatisticas foram determinadas utilizando-se
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a andlise de variancia (one-way ANOVA), seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK)
para andlises paramétricas ou o teste Dunn’s ou Tukey para as andlises nao-paramétricas. Em
todas as andlises, diferencgas significativas foram consideradas quando P<0,05 (Zar, 2010).
Adicionalmente, estas andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico

SigmaStat para Windows (versao, 3.10, Copyright).

3. Resultados

No presente estudo, todos os animais utilizados eram fémeas adultas e apresentaram
alteracdoes macroscopicas no desenvolvimento ovariano durante o ciclo reprodutivo anual. O
valor de IGS aumentou do estddio pré-vitelogénico para o vitelogénico e permaneceu elevado
nas fémeas aptas a reprodugdo (P<0,01), diminuindo no estddio regressdo (P<0,01), com
valores préximos ao estddio pré-vitelogénico (Tabela 1). Foram amostrados 28 animais no
estddio pré-vitelogénico, 22 animais no estddio vitelogénico, 18 animais no estddio regressao
e 6 animais foram induzidos a reproducdo (Tabela 1). Dentre estes animais, a média do
comprimento padrdo e massa corpérea total variaram respectivamente de: 35,93 + 0,64 cm e
698,52 + 29,50 g no estadio pré-vitelogénico, 34,50 + 0,55 cm e 596,66 + 25,35 g no estadio
vitelogénico, 33,61 + 0,46 cm e 603,85 + 29,97g no estddio regressdo e 33,07 £ 0,09 cm e
541,67 = 8,08 g no grupo reproducdo. Adicionalmente, estes dados ndo apresentaram

diferencas significativas durante o ciclo reprodutivo (Tabela 1).

3.1. Andlises histologicas, imuno-histoquimicas e Western blot

A hipdfise de S. parahybae localiza-se na regido ventral do hipotdlamo médio basal,
conectado por um fino peddnculo hipofisario (Fig. 1b). Esta glandula consiste de dois
componentes, a NH e ADH (Fig. 1c), sendo que, este ultimo componente € subdivido em
rostral pars distalis (RPD), que € a regido anterior da glandula, proximal pars distalis (PPD),
que € a regido central, e pars intermedia (P1), que € a regido posterior (Fig. 1d).

Como nas andlises histolégicas os resultados evidenciaram que a hipéfise de S.
parahybae apresentou as mesmas regioes ja descritas para outros teledsteos, os resultados
aqui apresentados e discutidos, foram focados nas andlises de imuno-histoquimica durante o
ciclo reprodutivo e ap6s a inducao a reproducdo, e que serd discutido posteriormente.

A regido anterior, RPD, apresentou finos ramos de NH e dois tipos celulares foram
identificados nesta regido. As células que sintetizam a PRL e outras que produzem o
hormonio adrenocorticotrépico (ACTH). As células produtoras de PRL nao foram facilmente

identificadas com os métodos histoldgicos (i.e., tricrdmico de Masson) e sdo PAS-negativas.
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Entretanto, estas células foram facilmente imuno-reativas com o anticorpo de O. keta (Figs.
2a, b), que ndo apresentou nenhuma reacdo cruzada com outra célula da ADH.
Adicionalmente, ndo foram identificadas células-ir com anti-PRL fora da regido da RPD, e as
mesmas, sdo células fracamente acidéfilas, organizadas em um arranjo cordonal e de tamanho
reduzido (13,62 + 0,17 um?). As células que sintetizam o ACTH também foram observadas
nesta regido, sdo células fracamente basoéfilas e PAS-negativo e ndo foram identificadas por
imuno-histoquimica.

Na regido central, PPD, a NH apresentou vérios ramos extremamente ramificados, e
apesar de se observar a presenca de vdarias células na PPD, pelo método histoquimico, apenas
2 tipos celulares-ir foram identificados, as células produtoras de B-LH e GH. Vdrias células-ir
com anti-GH (11,27 + 0,16 pm?®) foram identificadas em toda regido da PPD com o anticorpo
de O. keta (Figs. 2c, d), que também nao apresentou reagdes cruzadas com qualquer outra tipo
celular da ADH e as mesmas, sdo restritas a regido central. Estas células sdo PAS-negativas,
acidofilas e apresentaram uma forma oval, préximos aos ramos da NH e aos vasos
sanguineos, e também contém um nucleo grande, excéntrico e de contorno irregular (Fig. 2d).
As células GtHs sdo as mais abundantes na regido da PPD e facilmente reconhecidas pelos
métodos histoquimicos. Sdo células globosas, basoéfilas, PAS-positivas e contém vactiolos em
seu interior. Apesar de serem as células mais abundantes da PPD, apenas um tipo de GtH foi
imuno-reativo com o anticorpo de F. heteroclitus (B-LH, 12,23 + 0,11 pmz) (Figs. 3a, b).
Adicionalmente, com o anti-B-FSH, ndo foi identificado qualquer célula-ir com o anticorpo de
F. heteroclitus o que serd posteriormente discutido. As células produtoras do hormonio
estimulante da tire6ide (TSH) também foram observadas nesta regido com o método
histoquimico. Sao células basoéfilas e PAS-positiva, no entanto, assim com para ACTH, estas
células nao foram identificadas por imuno-histoquimica.

A regido posterior, PI, foi caracterizada por ser uma regido ampla, com numerosos
ramos de NH e com a presenca de varias células PAS-positivas. Estas células sdo
responsaveis pela sintese e liberagdo de SL, que também foram imuno-reativas com o
anticorpo de S. aurata (Figs. 3c, d), e nenhuma célula-ir com anti-SL foi identificada fora da
PL Estas células sdo pequenas (11,37 + 0,17um?), ligeiramente acidéfilas e, apesar da SL
pertencer a familia do hormonio de crescimento, nenhuma reacdo cruzada entre o anticorpo
SL com PRL e GH foi observada, assim como, nenhuma reacdo positiva foi observado nestas
células quando incubadas com os anticorpos de salmdo (GH e PRL). Na PI, o hormdnio
estimulante de melan6foros (MSH) é produzido por células fracamente acidéfilas, PAS-

negativo e foram caracterizadas apenas com o método histoquimico.
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Por fim, a figura 4 sumariza os resultados obtidos pelo Western blot para testar a
especificidade dos anticorpos de F. heteroclitus, O. keta e S. aurata na hipdfise de S.
parahybae. Esta especificidade pode ser inferida na auséncia de imuno-reatividade quando os
anticorpos primdrios sao incubados com o excesso de antigenos ou omissdo do anticorpo
primério, método este, que também pode ser inferido nas andlises de imuno-histoquimica
(dados ndo apresentados). O resultado desta andlise reconheceu uma banda especifica na
hipéfise de S. parahybae com os anticorpos de F. heteroclitus, O. keta e S. aurata, e 0s
seguintes pesos moleculares estimados foram: para o B-FSH (18KDa), para o B-LH (19KDa),
para o GH (21KDa), para a SL (26KDa) e para a PRL (22KDa).

3.2. Andlise semiquantitativa de densidade optica e didmetro celular e nuclear

Em relacdo a densidade 6ptica durante o ciclo reprodutivo e apds a reproducdo artificial de S.
parahybae em cativeiro, algumas diferencas significativas foram identificadas. Para o B-LH,
os valores de densidade Optica apresentaram-se constantes do estadio pré-vitelogénico (113,19
+ 6,50 a.u.) para o vitelogénico (120,53 + 1,10 a.u.) e regressdo (120,68 + 1,34 a.u.) (Fig. 5a).
Entretanto, os animais induzidos a reproduc¢ao (130,97 + 1,66 a.u.) apresentaram um aumento
da densidade 6ptica para o B-LH se comparados com os animais em todos os outros estadios
(P<0,05) (Fig.5a). Para o GH, durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae, os valores de
densidade Optica aumentaram significativamente do estddio pré-vitelogénico (128,94 + 1,43
a.u.) para o vitelogénico (147,48 = 0,82 a.u.) (P<0,01), diminuindo no estiddio regressao
(141,07 £ 1,48 a.u.) (P<0,01) (Fig. 5b). Ap6s a inducdo a reproducio em cativeiro, o valor de
densidade optica para o GH (162,21 + 2,40 a.u.) foi maior se comparado aos outros estadios
de maturacao gonadal (P<0,01) (Fig. 5b).

Para a PRL, os valores de densidade &ptica durante o ciclo reprodutivo de S.
parahybae, apresentaram o mesmo padrao de distribuicao ao descrito para o GH, ou seja,
estes valores aumentaram significativamente do estddio pré-vitelogénico (134,70 + 1,61 a.u.)
para o vitelogénico (162,17 + 1,95 a.u.) (P<0,01), diminuindo no estadio regressao (152,99 +
1,51 a.u.) (P<0,01) (Fig. 5¢). No entanto, ap6és a inducao a reprodugdo, o valor de densidade
optica no grupo reproducdo (157,05 £ 1,77 a.u.), foi diferente apenas do estddio pré-
vitelogénico (P<0,01) (Fig. 5c). Para a SL, esta andlise semiquantitativa, apresentou um
aumento da densidade Optica do estddio pré-vitelogénico (114,15 = 1,46 a.u.) para o
vitelogénico (160,67 + 1,56 a.u.) (P<0,01), diminuindo no estadio regressao (152,85 + 1,46
a.u.) (P<0,01), e ap6s a inducao a reproducgdo (196,35 + 0,92 a.u.), um novo aumento neste

grupo foi observado (P<0,01) (Fig. 5d), resultados semelhantes ao GH.
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Os diametros celular e nuclear das células-ir com anti-LH nao apresentaram diferencas
estatisticas durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae (respectivamente, pré-vitelogénico:
11,85 + 0,17 pm” e 6,75 + 0,09 pm?%; vitelogénico: 12,26 + 0,21 um* e 7,03 + 0,10 um?;
regressdo: 12,54 + 0,21 um?* e 6,99 + 0,12 pm?; reproducdo: 12,73 + 0,30 um? e 6,71 + 0,13
um?) (Fig. 6a). Por outro lado, o didmetro celular das células-ir com anti-GH apresentaram
diferencas significativas durante o ciclo reprodutivo, com maior valor observado no estadio
regressdo (12,51 + 0,35 um?) se comparados com os valores dos estidios pré-vitelogénico
(10,94 + 0,32 um?) e vitelogénico (11,19 + 0,26 um?) (P<0,05), e manteve-se com os valores
préximos ao grupo “reproducio” (11,27 + 0,33 um?®) (Fig. 6b). Adicionalmente, o didmetro
nuclear das células-ir com anti-GH nao apresentaram diferencas significativas durante o ciclo
reprodutivo.

No que tange as células-ir com anti-PRL, também apresentaram diferencas
significativas durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae, ou seja, o diametro celular no
estadio vitelogénico (15,13 + O,21pm2) foi significativamente maior que nos estddios pré-
vitelogénico (12,98 + 0,23um?), regressio (12,89 + 0,53um?) e reprodugio (13,30 + 0,47um?)
(P<0,01) (Fig 6c¢). Adicionalmente, o diametro nuclear das células-ir com anti-PRL nao
apresentaram diferencas significativas durante o ciclo reprodutivo. Em relagdo ao didmetro
celular das células-ir com anti-SL, também apresentaram diferencas, nas quais, os valores nos
estadios vitelogénico (12,16 =+ O,30pm2) e regressao (12,56 =+ O,37pm2), foram
estatisticamente maiores dos estadios pré-vitelogénico (10,66 * 0,24um?) e reproducdo (10,91
+ 0,2Opm2) (P<0,01) (Fig. 6d). Adicionalmente, o didametro nuclear das células-ir com anti-

SL ndo apresentaram diferencas significativas durante o ciclo reprodutivo.

4. Discussao
A andlise dos valores de IGS durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae sugere que, mesmo
em cativeiro, 0os animais apresentam um completo desenvolvimento ovariano, pois, estes
valores aumentam do estddio pré-vitelogénico para o vitelogéncico. No entanto, apesar do
completo desenvolvimento ovariano em cativeiro, fémeas de S. parahybae apresentam uma
disfun¢do no sistema enddcrino neste ambiente, pois ndo conseguem ovular espontaneamente
em cativeiro e consequentemente ndo se reproduzem nestas condi¢des, demonstrando assim, a
importancia de estudos basicos sobre o eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas destas fémeas neste
ambiente.

Neste estudo, nds apresentamos as duas regides da hipéfise (NH e ADH), a

identificacdo e a localizacdo das diferentes células da regido da ADH e suas variacoes
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morfolégicas durante o ciclo reprodutivo anual de S. parahybae em cativeiro. Embora a
distribuicao e localizacdo destas células nesta regido (ADH) em S. parahybae sejam similares
ao ja descrito para outras espécies de teledsteos (revisdes: Kawauchi & Sower, 2006;
Agulleiro et al., 2006; Takei & Loretz, 2006; Yaron & Sivan, 2006; Levavi-Sivan et al., 2010;
Zohar et al., 2010), esta morfologia detalhada das diferentes células da ADH em espécies
reofilicas sulamericanas quando mantidas em cativeiro, e que apresentam disfuncdes
enddcrinas neste ambiente, ainda ndo foram realizadas. Assim, um dos primeiros passos
nestas investigacdes em peixes reofilicos, quando sofrem condi¢des de confinamento, é a
identificacdo precisa das diferentes células da ADH, demonstrando assim, a importincia do
presente estudo.

As células GtHs sdo as mais abundantes na regido da PPD e apresentam um papel
crucial na regulacdo dos processos reprodutivos de qualquer espécie, ou seja, a sintese e a
liberacao de GtHs sdo necessdrias e sdo pontos criticos para o sucesso na maturacdo gonadal e
desova (Zohar & Mylonas, 2001; Zohar et al., 2010; Mylonas et al., 2010; Levavi-Sivan et al.,
2010). Em relacao as gonadotropinas (B-FSH e B-LH), ambas foram identificadas na ADH de
S. parahybae com os anticorpos contra GtHs de F. heteroclitus. Entretanto, apenas para o 3-
LH foi identificado nas rea¢des de imuno-histoquimica e SDS-PAGE seguido pelo Western
blot. Ja para o B-FSH, apenas a reacdo de Western blot apresentou sucesso. Essa diferenca
observada na identificacao de B-FSH e B-LH em S. parahybae (por diferentes métodos) ocorre
provavelmente devido a estrutura molecular, filogenia e evolucdo das GtHs, que é comentada
abaixo.

Particularmente, a identificacdo precisa das células produtoras de B-FSH utilizando
anticorpos heterélogos é muito dificil de se realizar, devido as reagdes cruzadas e/ou baixa
especificidade entre as diferentes formas moléculas de B-FSH de diferentes espécies (Vissio et
al., 1996; Shimizu et al., 2003a, b; Pandolfi et al., 2006, 2009a, b). Os anticorpos contra [
FSH e B-LH de F. heteroclitus foram utilizados com sucesso no reconhecimento destas
células em diversas espécies de teledsteos (Shimizu et al., 2003a), pois reconhecem as regides
conservadas de FSH e LH de teledsteos. Por outro lado, Shimizu et al. (2003a), também néo
apresentaram bons resultados na identificacdo de B-FSH no bagre Ictalurus punctatus
(catfish), quando utilizaram o anticorpo de F. heteroclitus e, provavelmente, esta falta de
imuno-marca¢do foi devido a baixa similaridade da regido de reconhecimento, ou seja, a
sequéncia de aminodcido desta regido apresenta de 36-55% de similaridade entre F.
heteroclitus e Ostariophysi (grupo que englobam a ordem Siluriformes). Além disso, a

especificidade dos anticorpos, B-FSH e B-LH (de F. heteroclitus) nas GtHs de S. parahybae
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ndo apresentaram duvidas, pois como observado nas andlises de imuno-histoquimica (para 3-
LH) e Western blot (para B-LH e B-FSH), a diminui¢cdo da marcacdo quando incubado com os
diferentes anticorpos com os seus respectivos antigenos de F. heteroclitus (teste de pré-
adsor¢do), confirmam a especificidade destas reagdes.

As GtHs sdo glicoproteinas, heterodimeros, formadas por duas subunidades (a e f3),
sendo que, a subunidade “a” é comum entre as GtHs e a mais conservada entre as espécies de
peixes (composi¢do de aminodcidos), e a subunidade B € a unidade que determina a atividade
e especificidade do hormodnio (Levavi-Sivan et al., 2010). Neste sentido, a subunidade “o’” de
peixe que € semelhante a de mamiferos, possui dois potencias sitios para N-glicosilagcdo e dez
cisteinas conservadas, que formam cinco pontes disulfeto intra-moleculares. Por outro lado, a
subunidade B, contém doze cisteinas conservadas, ligadas por seis pontes disulfetos em
tetrdpodes, estrutura que € conservada em peixes apenas para B-LH, diferentemente, de 3-
FSH, que é a menos conservada em estrutura e sequéncia primdria (Levavi-Sivan et al., 2010).
Este nimero de cisteinas e de pontes disulfetos presentes na molécula de GtHs, implicam na
estrutura tercidria da molécula, o que pode dificultar a identificacdo do sitio ativo desta
molécula e consequentemente a localizacdo do anticorpo nas GtHs, principalmente, em
relacdo ao B-FSH que € a menos conservada em peixes, ou seja, é observada diferenca na
estrutura tercidria da molécula, principalmente de B-FSH (Levavi-Sivan et al., 2010).
Provavelmente, por conta desta diferenca de estrutura e sequéncia do B-FSH, a reacdo de
imuno-histoquimica em S. parahybae nao foi positiva, sendo identificada apenas pela andlise
de SDS-PAGE. Essa identificacdo do B-FSH pelo SDS-PAGE é devido ao método de andlise,
pois no homogenado de hipéfise ao adicionar o tampao (120 mM TRIS-HCI; pH 6,8; 3%
dodecil-sulfato; 10% glicerol; 1% B-mercaptoetanol) e posteriormente aquecido, a estrutura
da proteina é quebrada, tornando-se linear e provavelmente expondo o (s) sitio (s) ativo (s) e
consequentemente o reconhecimento do anticorpo de B-FSH de F. heteroclitus nas GtHs de S.
parahybae. Adicionalmente, os pesos moleculares das GtHs identificados para S. parahybae
estdo préximos ao observado para outra espécie de bagre, o I punctatus, no qual, o peso
molecular estimado foi de 20KDa para B-FSH e 21KDa para B-LH (Zmora et al., 2003, 2007).
Além disso, variacdes nos pesos moleculares para GtHs sao observadas em vdrias espécies de
teledsteos (revisao: Levavi-Sivan et al., 2010).

Adicionalmente, devido a estrutura tercidria destes hormonios, a separacdo das
subunidades “a” da “P” € dificil, o que dificulta a elaboracdo de protocolos para a
determinagdo dos niveis plasmaticos circulantes das GtHs (Swanson et al., 2003; Shimizu et

al., 2003a, b; Levavi-Sivan et al., 2010; Zohar et al., 2010). Atualmente, s6 é possivel a
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determinagdo plasmadticas de B-FSH e B-LH para algumas espécies de salmonideos (Levavi-
Sivan et al., 2010), principalmente para O. mykiss (Govoroun et al., 1998) e para Oreochromis
niloticus (Aizen et al., 2007). Neste contexto, outros métodos foram desenvolvidos para
analisar a variacdo do perfil de B-FSH e B-LH durante o ciclo reprodutivo dos peixes
teledsteos, como por exemplo, expressdo génica das GtHs, imuno-histoquimica, Western blot
entre outros (Levavi-Sivan et al., 2010; Zohar et al., 2010), sendo estes dois tltimos seguidos
de uma andlise de imagens, e que demonstraram boas interpretacdes fisioldgicas dos
resultados através deste método (Honji, 2007; Fiszbein et al., 2010), e que serd discutido a
seguir.

Sabe-se que trés disfungdes reprodutivas em peixes sdo observadas em varias espécies
quando sdo criadas em cativeiro: 1) completa auséncia do desenvolvimento dos gametas, ou
seja, a espermatogénese e vitelogénese falham completamente quando os animais sio
mantidos em cativeiro e este processo pode ser observado em enguias, Anguilla anguilla
(Zohar & Mylonas, 2001; van Ginneken & Maes, 2005); 2) apenas auséncia na liberacao dos
odcitos, ou seja, ocorre a ovulagdo mas nao a liberacdo dos odcitos, como identificado em
cultivo de salmonideos (Bromage et al., 1992); 3) baixa qualidade e/ou quantidade de
espermatozdides durante a espermiagdo e/ou falha na maturacio final e ovulagdo, quando os
odcitos apresentam a vitelogénese completa (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010).
Desta forma, devido a falta de imuno-marcac¢do das células de B-FSH em hipdfises de S.
parahybae, nao foi possivel analisar durante o ciclo reprodutivo e apds a indugdo a
reproducdo em cativeiro, esta GtH. No entanto, ao analisar histologicamente o
desenvolvimento ovariano (Capitulo 2), foi possivel identificar que as fémeas de S. parahybae
em cativeiro apresentam varios odcitos vitelogénicos, sugerindo que a sintese e liberagao de
B-FSH nao foram alteradas quando as fémeas sdo submetidas as condi¢des de cativeiro e,
portanto, a deficiéncia na reprodugdo em cativeiro de S. parahybae nao estaria relacionado
com a falha na vitelogénese, processo regulado pelo B-FSH (como observado em enguias, A.
anguilla) e sim, durante a maturacdo final e ovulagdo, ou seja, o terceiro tipo de disfun¢do
relatada pelos autores acima citados.

Neste caso a disfunc¢do observada € a falha na maturacdo final e ovulacdo, processos
estritamente modulados pela sintese e liberacdo do B-LH, e com as andlises semiquantitativas,
algumas consideracOes podem ser sugeridas. Apesar de uma tendéncia no aumento da
densidade 6ptica do estadio pré-vitelogé€nico para o vitelogé€nico, este ndo foi significativo, ou
seja, ndo foi suficiente para estimular a maturagdo final e ovulagdo dos odcitos de S.

parahybae, € que, o aumento deste parametro no grupo “reproducdo” diferentemente dos
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outros estadios de maturacao, indicam que a falha neste processo fisiologico € provavelmente,
devido a falta de algum estimulo na sintese e/ou liberacdo desta GtH, que por sua vez,
estimularia a sintese dos progestigenos efetivos em peixes, que sdo responsdveis pela
maturacdo final e ovulacdo (Levavi-Sivan et al., 2010; Taranger et al., 2010; Zohar et al.,
2010). Adicionalmente, é importante salientar que no presente estudo, a indu¢do hormonal a
reproducdo de S. parahybae, e consequentemente a maturagdo final e ovulagdo dos odcitos
desta espécie, foram realizadas com duas doses de extrato hipofisdrio de carpa, ou seja,
estimulacdo externa com GtHs de outra espécie de teledsteo, e que o aumento observado no
grupo “reprodugdo” para o B-LH, pode ter sido efeito de um feedback causado pelos
esterdides gonadais sobre a propria hipofise de S. parahybae el/ou nos neurdnios de
kisspeptina, que por sua vez, estimularia o GnRH (hormonio liberador de gonadotropinas) no
hipotdlamo, e este tltimo, modularia a sintese e liberacdao de B-LH de S. parahybae (Levavi-
Sivan et al., 2010; Taranger et al., 2010; Zohar et al., 2010). Neste caso, sugere-se uma
andlise também no sistema kisspeptina-GnRH de S. parahybae e no perfil plasmatico dos
esterdides gonadais, principalmente no 170,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one, que € o
hormonio indutor da maturacdo final e ovulacdo na maioria das espécies de teledsteos (Zohar
et al., 2010).

Além disso, alguns estudos indicam que a disfuncdo no sistema enddcrino quando as
fémeas sofrem condi¢des de confinamento, ndo apresentam necessariamente a mesma base
fisiolégica (Mylonas et al., 2010). Esta consideracdo deve-se ao fato, de que em muitas
espécies de teledsteos, a disfungdo na maturacdo final e ovulagdo sdo atribuidas pela falta de
liberacdo de B-LH nas células da ADH (Mylonas et al., 2010), enquanto para outras espécies
de teledsteos, principalmente para as espécies consideradas potamddromas (como S.
parahybae), o problema sugerido é observado em um passo anterior, ou seja, na sintese de 3-
LH (Amaral et al., 2007). Estudos adicionais neste contexto ainda precisam ser realizados
para S. parahybae.

Ainda neste contexto, recentemente um novo hormonio reprodutivo sintetizado na
hipofise foi descoberto, o chamado, peptideo relacionado ao polipeptideo que ativa a
adenilato ciclase (adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)-related peptide (PRP))
(Tam et al., 2007, 2011). Inicialmente PRP foi previamente denominado como um peptideo
parecido com o hormonio liberador do horménio de crescimento (GHRH-like) (Lee et al.,
2007), ou seja, relacionado com a liberacao de GH. No entanto, segundo Tam et al. (2011),
em Carassius auratus o PRP (gfPRP) controla a expressdo de hormonios reprodutivos no

encéfalo, hipofise e gdnadas, ou seja, gfPRP exerce um efeito estimulatério no GnRH, FSH e
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LH (hipofisérios) e uma inibi¢do do LH sintetizado pelas gonadas (para maiores detalhes de
producdo de GtHs extra-hipofisarios: Levavi-Sivan et al., 2010). Em relacdo ao GH, o gfPRP,
ndo exerce nenhum efeito neste hormodnio (Tam et al., 2007, 2011). Neste caso, os autores
supracitados, sugerem uma nova funcdo de PRP e PACAP na fisiologia reprodutiva em
peixes, i.e., uma nova direcio de pesquisa nos estudos do controle neuroenddcrino da
reproducdo em teledsteos. Adicionalmente, em nosso grupo de pesquisa foi identificada a
presenca de FSH e LH nos ovarios de S. parahybae (dados ndo publicados) e novas direcoes
de estudos nesta espécie estdo sendo realizados.

A familia dos hormodnios somatotrépicos (GH, PRL e SL), que sdo similares em sua
estrutura e organizacdo génica (Kawauchi & Sower, 2006), apresenta multiplas funcdes
fisioldgicas em teledsteos. Apesar de diversos estudos em relacdo a esta familia de hormonios
terem sido realizados, a grande maioria dessas investiga¢des tem focado sobre a identificagao,
distribuicao e caracteriza¢do desses hormonios na hipéfise de teledsteos (Garcia-Herdndez et
al., 1996; Vissio et al., 1996, 1997; Garcia-Ayala et al., 1997; Segura-Noguera et al., 2000;
Pandolfi et al., 2001a; Sanchez-Cala et al., 2003; Grandi & Chicca, 2004; Kawauchi & Sower,
2006; Agulleiro et al., 2006; Takei & Loretz, 2006; Yaron & Sivan, 2006; Borella et al., 2009;
entre outros estudos). No entanto, sdo poucos os estudos conduzidos analisando as possiveis
variagcdes sazonais dessas moléculas e/ou a influéncia de alteracGes ambientais sobre esta
familia de hormonios, especialmente em espécies nao-salmonideos (Pérez-Sanchez et al.,
1994; Figueroa et al., 1994, 1997, 2005; Riley et al., 2003; Vargas-Chacoff et al., 2009;
Fiszbein et al., 2010), e apenas um estudo com uma espécie potamdédroma sulamericana,
Salminus hilarii (Honji, 2007), foi realizado, comparando-se reprodutores de ambiente natural
e de cativeiro. No presente trabalho, os anticorpos utilizados de O. keta e S. aurata foram
especificos na identificacao das células produtoras de GH, PRL e SL em S. parahybae, e nao
foi observada nenhuma reacdo cruzada com nenhuma outra célula da ADH. Além disso, a
distribuicao destas células foi semelhante ao ja descrito para outras espécies de teledsteos
(revisoes: Kawauchi & Sower, 2006; Agulleiro et al., 2006; Takei & Loretz, 2006; Yaron &
Sivan, 2006). Os pesos moleculares estimados para GH (21KDa), PRL (22KDa) e SL
(26KDa) na hipéfise de S. parahybae, estao proximos ao identificado para outras espécies de
teledsteos, como por exemplo, para Cichlasoma dimerus (GH: 25,5KDa; PRL: 23KDa; SL:
28 e 32KDa) (Pandolfi et al., 2009a, b), para Odontesthes bonariensis (GH: 23KDa) (Stefano
et al., 1999) e Dicentrarchus labrax (GH: 21KDa; PRL: 23KDa; SL: 24 ¢ 28KDa) (de Celis et
al., 2004) e para Siluriformes, apenas o GH (22-23KDa) em Clarias gariepinus (Siluriformes)

foi caracterizado por este método (Berghman et al., 1996).
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A variacdo de GH durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae demonstrou claramente
que este hormodnio sofre alteragdes durante a maturacdo gonadal, com maiores valores da
andlise semiquantitativa observados nos estddios vitelogénico e reproducdo se comparados
aos estadios pré-vitelogénico e regressio. Em S. aurata, também foram identificadas
variacOes de expressdo de proteinas de GH durante as diferentes épocas do ano, com maior
valor observado durante o verdo, que € o periodo reprodutivo desta espécie, e baixos valores
foram identificados durante a época de inverno (Vargas-Chacoff et al., 2009). O aumento do
hormodnio GH durante o periodo reprodutivo de uma espécie, também pode estar relacionado
com o aumento da alimentacdo desses animais neste periodo, como descrito em algumas
espécies de teledsteos (Holloway & Leatherland, 1998; Canosa et al., 2007). Adicionalmente,
em S. hilarii uma espécie reofilica neotropical, provavelmente durante a primavera/verao
(época reprodutiva), estes animais liberam mais GH se comparado ao periodo ndo
reprodutivo, outono/inverno (Honji, 2007). Considerando que as fémeas vitelogénicas de S.
parahybae também foram coletadas durante o verdo e durante o inverno estes animais
apresentavam-se no estadio pré-vitelogénico, nossos dados foram consistentes com a variacao
do perfil de GH durante o ciclo reprodutivo.

Ainda neste sentido, o maior valor na andlise semiquantitativa foi observado no grupo
reproducdo, sugerindo uma maior sintese e/ou liberacdo deste horménio em S. parahybae
neste estddio. Provavelmente, esta liberacao foi devido ao feedback dos esterdides gonadais
sobre o sistema kisspeptina/GnRH, que por sua vez, modularia a sintese e liberagdo também
de GH, como sugerido para o B-LH nesta mesma espécie (descrito acima). Esta hipétese de
feedback, principalmente em relacdo a modulagdo de GnRH nas células produtoras de GH em
algumas espécies de teledsteos também foi demonstrada, como por exemplo em C. auratus,
O. bonariensis e Cyprinus carpio (Lin et al., 1993; Stefano et al., 1999; Canosa et al., 2007,
2008). Adicionalmente, Canosa et al. (2008) apresentaram que os niveis de GH e LH
aumentam em C. auratus quando estes animais estdo proximos a ovulacdo, sugerindo que o
GnRH estd envolvido também na regulacdao de GH durante este periodo. Em O. bonariensis,
foram identificados sitios de ligacao de GnRH com células que expressam GH, demonstrando
que o GnRH pode ter um papel neuroenddcrino no controle de diferentes hormonios da ADH,
além das GtHs (Stefano et al., 1999). Estudos adicionais do controle de GnRH nas células
hipofisdrias de S. parahybae comegaram a ser realizados em nosso grupo de pesquisa.

No que diz respeito a PRL, vérios estudos apontam que este hormonio esta relacionado
principalmente com os processos fisiolégicos de osmorregulacio em teledsteos,

especialmente no mecanismo de absorcdo e/ou redu¢@o na permeabilidade de fons e de 4gua,
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nas superficies osmorregulatdrias (i.e., branquias) (Manzon, 2002; Sakamoto & McCormick,
2006). Além disso, o fotoperiodo e a temperatura sdo os fatores ambientais que mais
influenciam os niveis de expressdao gé€nica e hormonal da PRL em peixes (Manzon, 2002;
Sakamoto & McCormick, 2006; Vargas-Chacoff et al., 2009; Onuma et al., 2010). Neste
sentido, em C. carpio, particularmente o fotoperiodo foi considerado um neuromodulador
relevante na cascata hormonal que ativa a sintese e a liberagdo de PRL, devido principalmente
a modulagdo deste hormonio pela melatonina (Falcén et al., 2007). Em C. dimerus, os niveis
de PRL foram significativamente maiores quando os animais foram expostos a fotoperiodo
longo se comparado aos animais expostos a fotoperiodo curto, indicando também que a
melatonina é um neuromodulador importante nesta espécie (Fiszbein et al., 2010). Em S.
parahybae, as fémeas foram expostas ao fotoperiodo natural da regido, no entanto, o fator
ambiental que parece ter mais influenciado na alteracdo de PRL durante o periodo reprodutivo
do surubim do Paraiba foi a temperatura da dgua, pois a média anual nos viveiros foi de 21,10
+ 0,14°C, podendo alcancar valores de 28°C no verdo (época reprodutiva) e de 19°C no
inverno (época nao reprodutiva).

O aumento da densidade 6ptica do estddio pré-vitelogénico para o vitelogénico e
posteriormente a queda no estadio regressdo, adicionado a ndo alteracdo no grupo induzido a
reproducdo, se comparado aos estddios vitelogénico e regressdo, sugere que a PRL esta
envolvida no ajuste de processos fisiolégicos anteriores e posteriores a €época reprodutiva de
S. parahybae (logo, no status reprodutivo dos reprodutores), uma vez que, OS animais
utilizados neste estudo foram provenientes de cativeiro e, portanto, o processo de aclimatacdo
em cativeiro foi minimo, somado ao fato desta piscicultura de conservacao da CESP utilizar a
agua proveniente do Rio Paraiba do Sul, rio este, que pertence a Bacia do Paraiba do Sul e
deste modo, a qualidade da dgua provavelmente nao alterou a maior parte dos processos
fisiolégicos do surubim do Paraiba (i.e., osmorregulacdo referente a diferentes ambientes e/ou
qualidade de dgua).

A funcdo fisioldgica da SL em teledsteos ndo estd totalmente estabelecida, pois, o
mecanismo de acdo ainda depende de cada espécie a ser considerada (revisdo: Kaneko, 1996).
Alguns estudos sugerem que SL estd mais envolvida na maturagdo sexual se comparado com
as influéncias das alteragdes ambientais nos processos fisiolégicos, pois o perfil plasmaético e
a expressao hipofisaria de SL aumentam concomitantemente com a maturagdo gonadal, como
observado em O. kisutch (Rand-Weaver et al., 1992), Salmo salar (Agl’lstsson et al., 2003), O.
masou (Bhandari et al., 2003) e O. keta (Onuma et al., 2010). Além do mais, poucos sao os

estudos que envolvem a fisiologia da SL em espécies ndo-salmonideos, i.e., Sciaenops
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ocellatus e Micropogonias undulatus (Zhu & Thomas, 1997), Siganus guttatus (Ayson &
Takemura, 2003), S. aurata (Vargas-Chacoff et al., 2009), C. dimerus (Fiszbein et al., 2010),
S. hilarii (Honji, 2007), e o presente estudo, que sugere um importante papel fisiolégico de
SL em reprodutores de S. parahybae em cativeiro.

Durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae, variacdes das células produtoras de SL
foram observadas, ou seja, a densidade Optica de SL aumentou do estddio pré-vitelogénico
para o vitelogénico diminuindo no estadio regressao, sugerindo um possivel papel fisiologico
deste hormonio durante o periodo reprodutivo do surubim do Paraiba. Mousa & Mousa (1999,
2000) também identificaram variacdes no perfil de SL em O. niloticus e Mugil cephalus
durante o periodo reprodutivo destas espécies, nas quais, o perfil de SL aumentou durante a
maturacdo e desova, sugerindo que a SL esteja envolvida no controle de alguns passos do
processo reprodutivo, como por exemplo, esteroidogénese e mobilizacdo energética
(especialmente na mobilizacdo de lipidios). Sabe-se também, que o processo de vitelogénese,
demanda de um aumento dos niveis circulante de calcio, devido o envolvimento deste cation
no processo de transporte da vitelogenina do figado até os ovérios e posteriormente, no
desenvolvimento do embrido (Kakizawa et al., 1993, 1995; Kaneko, 1996; Lubzens et al.,
2010), podendo ser sugerido para S. parahybae esta possivel funcao fisiologica de SL durante
o periodo reprodutivo (mobilizacio de cdlcio). Adicionalmente, estudos metabdlicos,
principalmente em relacio a mobilizacdo de lipidios e dcidos graxos durante o ciclo
reprodutivo de S. parahybae vem sendo desenvolvido em nosso laboratorio.

A maior densidade Optica de SL em S. parahybae foi observada no grupo reproducao,
sugerindo que a SL estd intimamente relacionada com a reproducdo nesta espécie, durante a
maturacdo gonadal e apds a inducdo artificial a reprodug@o em cativeiro. Em geral, a secrecao
de SL € controlada por neuro-hormonios hipotalamicos, e um dos possiveis candidatos a esta
modulacdo € o GnRH, como observado em O. mykiss e C. dimerus (Parhar & Iwata, 1994;
Caénepa et al., 2008), e o MCH (hormonio concentrador de melanina), como identificado em
C. dimerus (Céanepa et al., 2008).

Em resumo, o presente estudo com os métodos, imuno-histoquimico e Western blot,
caracterizaram as diferentes células da adeno-hip6fise de S. parahybae e forneceram uma base
para futuros estudos sobre o controle hormonal de diferentes processos fisioldgicos e
comportamentais em teledsteos Neotropicais, mais especificamente nos bagres.
Adicionalmente, ambas gonadotropinas, 3-FSH e B-LH, possuem um papel significativo na
regulacdo da maturacdo ovariana em S. parahybae, e a disfunc¢io reprodutiva desta espécie em

cativeiro, ou seja, na maturacao final e ovulagcdo, provavelmente € devido a uma falha no
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estimulo da sintese e/ou liberacdo de B-LH, sugerindo uma andlise especifica no sistema
kisspeptina/GnRH durante o estddio vitelogénico. Os resultados aqui obtidos acerca das GtHs,
adicionados aos futuros estudos sobre o sistema kisspeptina/GnRH, podem fornecer subsidios
para o entendimento desse quebra-cabeca da disfun¢do enddécrina do eixo hipotdlamo-
hipéfise-gonadas em espécies de peixes reofilicos migradores, confinados em cativeiro. Além
disso, as variagdes observadas nos hormonios da familia do hormonio de crescimento (GH,
PRL e SL) durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae, sugerem que estes hormonios estejam
envolvidos indiretamente na reproducdo, com um papel fisiolégico na regulacdo e/ou na
modulagdo de mecanismos associados a reproducdo, ou seja, no status reprodutivo do
surubim do Paraiba. Ao mesmo tempo, estes hormonios podem apresentar uma fun¢do na
transdugdo de sinal decorrente dos fatores ambientais, como por exemplo, a temperatura e

fotoperiodo.
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Tabela 1. Steindachneridion parahybae — Distribuicdio morfométrica e ponderal e Indice

Gonadossomdtico (IGS) por estddio de maturagdo. Média + erro padrdo da média.

Comprimento Comprimento Massa corbérea
Estiddio de maturacio N | padrio (cm): padrao médio a corp IGS
. média (g)
min-max (cm):
Pré-vitelogénico 28 | 29,00 - 40,50 35,93 £ 0,64 698,52 + 29,50 0,40 +0,14*
Vitelogénico 22 | 29,50 - 40,50 34,50 £ 0,55 596,66 + 25,35 1,59 +0,24°
Regressdo 18 | 30,00 - 38,50 33,61 £0,46 603,85 + 29,97 0,57 +0,09*
Reprodugdo 4 | 32,50-33,00 33,07 £ 0,09 541,67 + 8,08 1,61 + 0,14b

® L etras diferentes significam valores estatisticamente diferentes.
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FIGURAS: CAPITULO 3




Capitulo 3 158




Células hipofisarias de Steindachneridion parahybae 159

Fig. 1. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Descri¢do de cortes histologicos e reacdo de imuno-histoquimica no encéfalo e
na hipéfise do surubim do Paraiba. a) Fotomicrografia de células-ir com o anticorpo f-LH de
F. heteroclitus (anti-B-LH). Exemplo de medi¢dao de densidade Optica (quadrado azul) e 4rea
celular (circulo preto) e nuclear (circulo vermelho); b) Regido do hipotdlamo médio basal
(HBM) apresentando a direta conexdo do encéfalo com a hipéfise (Pi) através do pedinculo
hipofisario (PS). Coloracdo: hematoxilina 4cida. IL, lobo inferior; NRLI, recesso lateral do
nucleo lateral; c) Principal divisdo da hipéfise: neuro-hipéfise (NH) e adeno-hipéfise (ADH).
Coloragdo: dcido periddico de Schiff (PAS); d) Principais subdivisdes da adeno-hipéfise:
rostral pars distalis (RPD), proximal pars distalis (PPD) e pars intermedia (PI). Coloracao:
acido periddico de Schiff (PAS). Barra: 10um (a; ¢) e 400um (b; d).
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Fig. 2. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Reacdo de imuno-histoquimica na hipéfise do surubim do Paraiba. a) Resultado
da reac@o com anti-prolactina de O. keta (anti-PRL); b) Detalhe das células-ir com anti-PRL;
¢) Resultado da reacdo com anti-hormdnio de crescimento de O. keta (anti-GH); d) Detalhe

das células-ir com anti-GH. Barra: 400um (a; c) e 10um (b; d).
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Fig. 3. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Reacdo de imuno-histoquimica na hipéfise do surubim do Paraiba. a) Resultado
da reacdo com anti-B-hormonio luteinizante de F. heteroclitus (anti-B-LH); b) Detalhe das
células-ir com anti-B-LH; c) Resultado da reacdo com anti-somatolactina de S. aurata (anti-

SL); d) Detalhe das células-ir com anti-SL. Barra: 400um (a; c) e 10um (b; d).
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Fig. 4. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Andlise de Western blot utilizando homogeneizados de hipdfises incubados
com os anticorpos: anti-B-hormdnio-foliculo estimulante de F. heteroclitus (anti-B-FSH)
(linhas: 2, 3); anti-B-hormodnio-luteinizante de F. heteroclitus (anti-B-LH) (linhas: 4, 5); anti-
hormonio de crescimento de O. keta (anti-GH) (linhas: 6, 7); anti-somatolactina de S. aurata
(anti-SL) (linhas: 8, 9); anti-prolactina de O. keta (anti-PRL) (linhas: 10, 11). Marcador
molecular padrdo (linha 1). A coloracdo com Ponceau S (linha 12) foi utilizada como controle
de qualidade na transferéncia das proteinas para a membrana no Western blot, € como meio

alternativo para imuno-transferéncia, além de normalizador desta andlise. C, controle.
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Fig. 5. Steindachneridion parahybae: variacdo da andlise semiquantativa de densidade 6ptica

de células-ir durante o ciclo reprodutivo e apds a inducdo a reprodugcdo em cativeiro. a)

densidade oOptica de células-ir com anti-B-hormonio luteinizante (anti-B-LH); b) densidade

optica de células-ir com anti-hormoénio de crescimento (anti-GH); ¢) densidade Optica de

células-ir com anti-prolactina (anti-PRL); d) densidade Optica de células-ir com anti-

somatolactina (anti-SL). Dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média. Valores

seguidos por diferentes letras (a, b) s@o significativamente diferente entre os estddios de

maturagdo gonadal.
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Fig. 6. Steindachneridion parahybae: variacdo da andlise semiquantitativa do didmetro celular

(barra cinza) e nuclear (barra branca) de células-ir durante o ciclo reprodutivo e apds a

reproducdo em cativeiro. a) células-ir com anti-B-hormonio luteinizante (anti-B-LH); b)

células-ir com anti-horménio de crescimento (anti-GH); c) células-ir com anti-prolactina

(anti-PRL); d) células-ir com anti-somatolactina (anti-SL). Dados sao apresentados em média

+ erro padrao da média. Valores seguidos por diferentes letras (a, b) s@o significativamente

diferente entre os estddios de maturagdo gonadal.
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Resumo

Steindachneridion parahybae é um bagre de dgua doce, endémico da Bacia do Paraiba do Sul,
e estd criticamente ameagado de extincdo. Além dessa situagcdo critica, este teledsteo
apresenta sérios problemas enddcrinos relacionados com a reprodu¢do quando em condigoes
de cultivo. O conhecimento do sistema das diferentes formas de hormonio-liberador de
gonadotropinas (GnRH) em uma espécie, pode contribuir para o entendimento dos
mecanismos envolvidos no controle fisiolégico da maturagdo gonadal e desova, pois, €
sugerido que a disfuncdo enddcrina que ocorre em espécies neotropicais com bloqueio
reprodutivo em cativeiro, provavelmente é decorrente de uma falha no sistema de GnRHs.
Devido a essa importancia, a distribui¢do dos neurénios que expressam as diferentes formas
de GnRH e suas respectivas fibras, foram estudados no encéfalo e na hipéfise de S. parahybae
durante o ciclo reprodutivo e apds a inducdo a reproducdo em cativeiro. Neur6nios imuno-
reativos (ir) com cfGnRH (catfish GnRH) foram identificados em toda regido ventral do
telencéfalo e nas principais areas do diencéfalo (especialmente no hipotdlamo), incluindo
fibras-ir na hipdfise. A segunda forma de neurdnios-ir GnRH identificada no encéfalo de S.
parahybae, foi cGnRH-II (chicken GnRH-II), restrito ao cérebro médio, préximo ao terceiro

ventriculo, e ndo alcangam a hipdfise. Estes resultados indicam que o cfGnRH € responsavel
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pelo controle enddcrino da reprodug@o no surubim do Paraiba, principalmente estimulando a
liberagdo das gonadotropinas na hipoéfise, e que o cGnRH-II, pode agir como neuromodulador
e/ou neurotransmissor no encéfalo. Adicionalmente, o sistema cfGnRH em S. parahybae,
durante o ciclo reprodutivo e ap6s a indug@o a reprodugao, se alteram em cativeiro, sugerindo
que este ambiente afeta este sistema, € que o insucesso na reprodugdo neste ambiente pode ser
devido a alguma disfun¢do na liberacdo do GnRH e/ou em outro nivel do eixo hipotdlamo-
hipéfise-gonadas. Além do mais, os peptideos associados ao GnRH (GAPs), co-localizam-se
com os seus respectivos GnRHs, cfGAP-cfGnRH na regido ventral do telencéfalo e nas
principais dreas do diencéfalo e cGAP-1I-cGnRH-II, restrito ao cérebro médio, reforcando a
idéia de que os anticorpos para GAPs, sdo ferramentas valiosas nos estudos do sistema de
GnRH, evitando os problemas de reagdes-cruzadas eventualmente observados quando sdo

utilizados somente os anticorpos para GnRHs.

1. Introducao
A maturacdo gonadal € primariamente regulada pelo eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadas, e é
bem estabelecido na literatura que em todos os vertebrados, a secrecao de gonadotropinas
(GtHs), hormonio foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH), € modulada por
peptideos hipotalamicos, principalmente pelo hormdnio-liberador de gonadotropinas (GnRH).
O decapeptideo GnRH, integra os estimulos externos e internos no controle da reproducao,
tendo portanto, um papel central no desenvolvimento e manutencdo das fung¢des reprodutivas
em vertebrados (Gorbman & Sower, 2003; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo &
Nagahama, 2008; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010). Além disso, 0 GnRH age como
neuromodulador do processo reprodutivo (Oka, 1997), pois, a administracdo exdgena de
GnRH pode afetar o comportamento reprodutivo em muitas espécies (Dubois et al., 2002;
Somoza et al., 2002a; Zohar et al., 2010). Apesar do sistema de GnRH estar presente em todos
os vertebrados, diferencas morfoldgicas entre os grupos sdo observadas, uma vez que, o
GnRH atinge as células gonadotrépicas indiretamente via sistema porta hipotdlamo-
hipofisario (em tetrdpodas) ou diretamente via terminacdes axonais (em teledsteos) (Dubois et
al.,, 2002; Gorbman & Sower, 2003; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo &
Nagahama, 2008; Levavi-Sivan et al., 2010; Zohar et al., 2010).

Apenas para datar, 25 diferentes formas de GnRH foram identificadas em vertebrados
e invertebrados com base na estrutura do DNA da molécula, sendo que, as diferentes formas
moleculares de GnRH s3ao comumente conhecidas pelo nome da espécie em que foi

primeiramente caracterizada (Sherwood & Adams, 2005; Guilgur et al., 2006; Zhang et al.,
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2008; Zohar et al., 2010). Em todas as classes de vertebrados, de agnatas a mamiferos, a
presenca de GnRH foi identificada (revisdes: Dubois et al., 2002; Somoza et al., 2002a;
Gorbman & Sower, 2003; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo & Nagahama, 2008;
Zohar et al., 2010). Inicialmente, era considerado que em encéfalos de vertebrados, uma
simples forma de GnRH estava presente. Atualmente, devido a diversidade de formas
moleculares de GnRH descoberto, sabe-se que duas ou trés diferentes formas de GnRH estao
presentes em uma Unica espécie, € que nao € restrito apenas a teledsteos, levantando-se a
questdo sobre o preciso papel das multiplas formas de GnRH no controle da reprodugao, e em
outros processos fisioldgicos correlatos. Além disso, interessantemente, todas as diferentes
formas moleculares de GnRH apresentam peptideos associados ao GnRH (GAPs), que sdo
oligopeptideos, maiores que o préprio GnRH, mais especificos, e co-localizam-se com os
neuronios que sintetizam o GnRH, sugerindo que os GAPs sdao ferramentas valiosas na
identificacdo do sistema de GnRH (Zandbergen et al., 1995; Montaner et al., 2001; Gonzalez-
Martinez et al., 2001, 2002a, b, 2004; Pandolfi et al., 2005).

Com mais de 25000 espécies viventes, 62 ordens e 515 familias, os peixes
compreendem o grupo mais diverso entre os vertebrados (Nelson, 2006). O primeiro GnRH
descrito em teledsteos foi o de salmao (Sherwood et al., 1983), e desde entdo, varios estudos
tém identificado diferentes formas de GnRH em outras espécies de teledsteos (Somoza et al.,
2002a; Lethimonier et al., 2004; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo & Nagahama,
2008; Zohar et al., 2010). Duas diferentes formas tém sido observadas em Siluriformes
(Ngamvongchon et al., 1992; Bogerd et al., 1994; Zandbergen et al., 1995; Dubois et al.,
2001) e em Salmoniformes (Sherwood et al., 1983; Sherwood & Adams, 2005). Trés
diferentes formas de GnRH foram observadas em varias espécies de Perciformes (Powell et
al., 1994; Gonzalez-Martinez et al., 2002a; Pandolfi et al., 2005), Characiformes (Powell et
al., 1997), Clupeiformes (Carolsfeld et al., 2000), Beloniformes (Okubo et al., 2000),
Pleuronectiformes (Amano et al., 2002), Scorpaeniformes (Collins et al., 2001),
Synbranchiformes, Atheriniformes e Cyprynidontiformes (Somoza et al., 2002b), sugerindo
que este padrio (trés formas) € prevalecente no grupo de teledsteos. Adicionalmente,
diferencas na distribui¢do neuroanatdomica dos diferentes tipos de GnRH e na inervagao deste
sistema na hipdfise em teledsteos, principalmente na adeno-hipéfise, proximo as células
gonadotrépicas, sdo observadas em vadrias espécies (Zohar et al., 2010), questionando assim,
qual (is) formas de GnRHs estd (20) relacionada (s) com a modulacdo de FSH e LH em
teledsteos, além de outro possivel papel fisiolégico para este neuropepitideo

(neurotransmissor e/ou neuromodulador).
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Estas caracteristicas dos teledsteos tém atraido especial atencdo para as investigagcoes
sobre 0 GnRH neste grupo. Estas investigacOes sdo importantes para a compreensao dos
mecanismos referentes a evolucdo dos genes de GnRHs em vertebrados (Morgan & Millar,
2004; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo & Nagahama, 2008; Zohar et al., 2010),
pois esta nova visdo do sistema de GnRHs surgiu progressivamente de numerosos estudos
comparativos em todas as classes de vertebrados, devendo ser considerado ainda que, em
geral, os peixes (particularmente os teledsteos), muitas vezes desempenham um papel
importante na mudanca de paradigmas na drea de endocrinologia reprodutiva (Zohar et al.,
2010). Além disso, estes estudos sdo importantes para orientar a aplicacdo de diferentes
formas de GnRHs na aquicultura, pois vérias espécies quando transferidas ao cativeiro,
apresentam disfun¢des enddcrinas severas, e nao se reproduzem naturalmente (Zohar &
Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010). Este fato é ainda mais agravante,
quando consideramos as espécies de teledsteos ameagados de extingdo, portanto, o sistema de
GnRHs, é importante também na piscicultura de conservagdo de espécies ameacadas (Zohar
& Mylonas, 2001; Wikelski & Cooke, 2006; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010).

O Siluriforme Neotropical, surubim do Paraiba, Steindachneridion parahybae, é um
bagre de dgua doce, endémico da Bacia do Paraiba do Sul, Brasil (Garavello, 2005),
seriamente ameacada de extin¢cdo (Honji et al., 2009), e a sua biologia reprodutiva é pouco
compreendida. Além disso, muitos dos problemas encontrados na piscicultura de conservacao
de S. parahybae no Brasil estao relacionados com as disfungdes enddcrinas apresentadas por
estes animais, principalmente em relacdo a auséncia da maturacgdo final dos odcitos, quando as
fémeas sdo submetidas as condi¢des de cativeiro. Assim sendo, o sucesso desta atividade é
fortemente dependente do entendimento dos mecanismos envolvidos no controle fisioldgico
da maturacdo gonadal, ovulacdo e desova, quando estes animais estdo em sistema de cultivo.
Deste modo, o primeiro objetivo do presente estudo foi identificar os diferentes tipos de
GnRH em fémeas adultas de S. parahybae em cativeiro, assim como as precisas localiza¢des
das projecdes de cada forma molecular de GnRH no encéfalo e na hipéfise, determinando
qual (is) forma (s) € (sdo) hipofisiotrépica nesta espécie. O segundo objetivo do estudo, foi
analisar as diferentes formas de GnRH durante o ciclo reprodutivo anual e ap6s a inducdo
artificial a reprodugdo em cativeiro. Por fim, nds utilizamos os diferentes anticorpos GAPs
disponiveis com os objetivos de verificar se estes anticorpos sdo ferramentas valiosas para os
estudos do sistema de GnRHs em espécies proximas e distantes filogeneticamente, evitando
os problemas de reacdes cruzadas eventualmente observadas quando utiliza-se somente os

anticorpos para GnRH.
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2. Material e métodos

2.1. Desenho experimental e coleta dos animais

O experimento foi conduzido na Piscicultura da Companhia Energética de Sao Paulo (CESP)
(23° 24’ 53,771 S e 45° 35’ 59,82’ W), localizada no municipio de Paraibuna (Sao Paulo,
Brasil). Em dezembro de 2007, cem fémeas adultas de S. parahybae, nascidas e criadas na
CESP (primeira geracdo, F1; Caneppele et al., 2009), foram randomicamente distribuidas em
dois viveiros (200m2) nesta piscicultura (50 fémeas/viveiro). Durante o periodo experimental,
os animais foram alimentados diariamente “ad libitum” com racdo comercial extrusada para
carnivoros, com teor de proteina bruta de 40% e granulometria de 6mm de didmetro (Purina
TC 40). A concentragdo de oxigénio dissolvido na dgua foi monitorada diariamente com um
oximetro (Horiba — ModU10) que registrou também a temperatura da dgua.

No momento de cada coleta (mensalmente, exceto durante os meses de inverno),
quatro animais foram amostrados aleatoriamente em cada viveiro, e transportados para o
laboratério da CESP, onde foram anestesiados por imersdo em dgua contendo benzocaina
(ethyl-p-aminobenzoate) previamente solubilizada em etanol, na propor¢do de 1g/20L de
agua, e os dados morfométricos e ponderais foram registrados. Em seguida, os animais foram
sacrificados por decapitacdo, seus ovdrios rapidamente removidos e pesados, para
posteriormente ser calculado o indice gonadossomdtico (IGS) (Vazzoler, 1996).
Concomitantemente a coleta das gonadas, o encéfalo e a hipdfise (Fig. 1) foram também
coletados fixados ou congelados dependendo de cada método a ser descrito a seguir. Os
procedimentos adotados para sacrificar os animais neste estudo estdo de acordo com o Comité
de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (Protocolo:
072/2008).

Para as andlises das possiveis variacoes das diferentes formas de GnRH durante o
ciclo reprodutivo foram consideradas as seguintes classificacdes dos estddios de maturacao
gonadal: pré-vitelogénico, vitelogénico e regressdo. Estes estddios de maturagcdo gonadal de S.
parahybae foram confirmados através de ferramentas morfologicas e histoldgicas (dados
estdo descritos no Capitulo 2).

Para as andlises das possiveis variacdes de GnRH no encéfalo de fémeas de S.
parahybae induzidas a reproducdo em cativeiro, os animais foram induzidos artificialmente a
reproducdo na CESP (maiores detalhes da reprodugdo induzida de fémeas de surubim do

Paraiba foram descritas no Capitulo 5), e o encéfalo e a hipdfise foram coletados e fixados
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logo em seguida a extrusdo a seco dos gametas (momento zero, apds a extrusao dos gametas).

Neste estudo, este grupo experimental foi denominado de “reprodugdo”.

2.2. Andlise histolégica do encéfalo

Para a identificacdo precisa das dreas e dos nucleos encefilicos de S. parahybae, levaram-se
em consideracdo os atlas descritos para Dicentrarchus labrax (Cerda-Reverter et al., 2001a, b,
2008), e a distribuicdo e expressio de GnRH no encéfalo para Clarias gariepinus
(Siluriformes) (Zandbergen et al., 1995; Dubois et al., 2001). Cinco encéfalos de S. parahybae
juntamente com a hipéfise (Fig. 1) conectada através do pedinculo hipofisario em cada
estddio de maturacdo gonadal, foram removidos e fixados por 20-24 horas em solucdo de
Bouin acético, desidratados com uma série crescente de dilui¢des de etanol, diafanizadas em
solucio de xilol (dimethylbenzene), e infiltradas em Paraplast® (Erv-Plast, Erviegas
Instrumental Cirdrgico Ltda) de acordo com os procedimentos histolégicos rotineiros
(Behmer et al., 1976). Cortes seriados com 12um foram obtidos (micrétomo — Leica RM
2255), montados em laminas com poli-lisina (Poly-Lysine Solution — Sigma Diagnostics INS),
diluida em 1:5 (em 4gua destilada), e corados com hematoxilina-eosina, hematoxilina de
Carazzi acidificada em 4cido acético, e tricromico de Masson. Os cortes preparados foram
analisados e documentados, utilizando-se um sistema computadorizado de captura de imagens
(microscopio de luz transmitida — Leica DM 1000, camera fotografica — Leica DFC 295, e

programa de captura de imagem — Leica Application Suite Professional, LAS V3.6).

2.3. Andlise de imuno-histoquimica

Para identificar e localizar as diferentes formas de GnRHs no encéfalo e na hipdfise de S.
parahybae, os cortes seriados obtidos, foram processados conforme as técnicas rotineiras de
imuno-histoquimica com amplificacdo de sinal (metodologia descrita em Fiszbein et al.,
2010).

Os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados em decrescentes dilui¢des de
etanol, e lavados com tampao PBS (fosfate buffer saline, pH 7,4). Em seguida o material foi
submetido ao bloqueio da atividade da peroxidase endégena com 3% de perdxido de
hidrogénio (H,0,) diluido em tampao PBS por 5 minutos. Apés este periodo, os cortes foram
lavados em tampao PBS novamente e o bloqueio inespecifico foi realizado com 5% de leite
em pé desnatado, diluido em PBS por 30 minutos. Em seguida, o material foi incubado
durante toda a noite a 4°C com os anticorpos primdrios (Tabela 1). Apds o periodo de

incubacdo com o anticorpo primdrio, os cortes foram lavados em PBS por 5 minutos e
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incubados dependendo do anticorpo primério, com o anticorpo secunddrio biotinilado (Tabela
1) por 45 minutos. Em seguida foram lavados novamente com PBS por 5 minutos e a
amplificacdo de sinal foi realizado, incubando-se os cortes com estreptavidina, tiramida e
peroxidase conjugada com estreptavidina (Dako, CSA Amplification system kit — Code:
k1500) por 45 minutos cada um, de acordo com as especificacdes do fabricante. Apds a
incubagdo com estes reagentes, o material foi lavado novamente em PBS (5 minutos), e em
seguida a atividade da peroxidase foi visualizada com a solucdo cromogénica DAB (0,1% de
3,3 — diaminobenzidina (DAB) — Dako Cytomation LSAB,® System HRP Liquid DAB — Ref.
0673). Posteriormente, o material revelado foi contra-corado com hematoxilina de Carazzi
por 2—3 minutos. Por fim, as laminas foram desidratadas, montadas e analisadas utilizando um
sistema de andlise computadorizado de imagens (descrito acima).

Para confirmar a especificidade das reacdes de imuno-histoquimica, os cortes
controles foram incubados com o anticorpo primdrio pré-adsorvidos com excesso de seu
respectivo antigeno, nos casos em que o antigeno estivesse disponivel. Para evitar os falsos
positivos, observado eventualmente nas reacdes de imuno-histoquimica, algumas laminas
tiveram o anticorpo primdrio omitido e substituido por PBS, e a omissdao do anticorpo
secunddrio também foi realizado. Adicionalmente, para a localizacdo precisa das vdrias
formas dos neur6nios de GnRHs e suas respectivas fibras, foram utilizados como base, os
seguintes trabalhos: Zandbergen et al. (1995); Dubois et al. (2001); Gonzélez-Martinez et al.
(2001, 2002a, b, 2004) e Pandolfi et al. (2005).

Todas as laminas histologicas e de imuno-histoquimica de S. parahybae foram
depositadas na colecdo cientifica do Laboratério de Metabolismo e Reproducdo de

Organismos Aquaticos do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (IB-USP).

2.4. Andlise de Western blot
Para caracterizar e testar a especificidade dos anticorpos de C. gariepinus e de D. labrax, no
encéfalo e na hipéfise de S. parahybae, foram realizadas as anélises com eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo 15% de dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE), seguindo
posteriormente com o Western blot. Para estas andlises, trés encéfalos foram manualmente
separados das hipofises, congelados separadamente em gelo seco, e posteriormente
transferidos para freezer -80°C até o momento do processamento.

As hipdfises congeladas foram homogeneizadas com 400 ul de tampao TRIS-HCI (50
mM), pH 7,4 e adicionado 3 pl de uma mistura de inibidor de proteases (Sigma, St Louis,

Mo), e os encéfalos congelados foram homogeneizados com 1 ml de tampao TRIS-HCI, e
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adicionado 5 pul da mesma mistura de inibidor de proteases; todos os homogeneizados foram
centrifugados a 10.000 g a 5 minutos a 4°C e ao sobrenadante também foi adicionada a
mistura de inibidor de proteases (3 ul). Posteriormente, para 18 ul deste homogeneizado (para
a hipdfise) foram adicionados 6 ul de tampao (120 mM TRIS-HCI; pH 6,8; 3% dodecil-
sulfato; 10% glicerol; 1% p-mercaptoetanol), e para o homogeneizado de encéfalo (12,5 ul)
foram adicionados 3 pl do mesmo tampdo. Em seguida, todos os homogeneizados (de
hipéfise e de encéfalo) foram aquecidos até 95°C por 10 minutos, sendo posteriormente,
resfriado em temperatura ambiente. Depois da eletroforese deste homogeneizado (15% SDS-
PAGE), as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitro-celulose (Whatman®
Schleicher & Schuell), por 1 hora a 4°C a 75 V. Para verificar a total transferéncia das
proteinas para a membrana, foi utilizada a coloracdo reversivel de Ponceau S, sendo
posteriormente escaneada, além desta ser utilizada como fonte alternativa no controle de carga
em Western blot (Dittmer & Dittmer, 2006; Aldridge et al., 2008; Romero-Calvo et al., 2010).
Adicionalmente, para o marcador molecular (ColorBrustTM Eletrophoresis Marker, Sigma),
foi utilizado 5 pl, para posteriormente, com base neste marcador, serem calculados os pesos
moleculares.

Posteriormente, as membranas foram lavadas com TTBS (100 mM TRIS-HCI; 0,9%
NaCl; 0,1% Tween-20), pH 7,5, e bloqueado com TTBS contendo 5% de leite em pé
desnatado e 3% de BSA (albumina de soro bovino), a 4°C durante toda a noite. Em seguida,
as membranas foram incubadas com os anticorpos primdrios (Tabela 2) por 3 horas em
temperatura ambiente. Apos este periodo, trés lavagens com TTBS foram realizadas, e as
membranas foram incubadas com o anticorpo secunddrio biotinilado (especificacdes descritas
na Tabela 2), por uma hora, dependendo do anticorpo primério (Tabela 2), lavado novamente
com TTBS, e finalmente incubado (no escuro) com peroxidase conjugada com estreptavidina
(Streptavidin HRP, DAKO) por 45 minutos. Para a visualizacdo da atividade da peroxidase na
membrana de nitrocelulose, as amostras foram visualizadas com a solu¢do cromogénica DAB
(Dako Cytomation). Finalmente, as membranas foram escaneadas e os seus pesos moleculares
foram estimados utilizando-se o programa Image Gauge software (Fuji, Japan).

Adicionalmente, como descrito para as rea¢des de imuno-histoquimica, os controles

(positivo e negativo), também foram realizados para as andlises de Western blot.
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2.5. Andlises de dados
Para as andlises morfométricas dos neur6nios de GnRH durante o ciclo reprodutivo, e apds a
indu¢cdo a reproducdo em cativeiro, os seguintes parametros foram utilizados: densidade

Optica da imuno-marcagdo e drea nuclear e celular.

2.5.1. Andlise semiquantitativa da densidade optica

Para as andlises de densidade dptica da imuno-marcagao para as diferentes formas de GnRH,
as imagens de cada amostra capturada pelo sistema LAS (tamanho da imagem: 1260 pixels
por 960 pixels) foram analisadas com o auxilio do programa Image Gauger, versao 3.12
(anélises similares foram descritas em Cénepa et al., 2008; Fiszbein et al., 2010).

Do ndmero total de neurdnios-ir em cada encéfalo, oito destes que apresentavam 0s
nucleos nitidos foram selecionados aleatoriamente para a medicdo da densidade 6ptica (a.u.).
Adicionalmente, para reduzir a variabilidade nos resultados de imuno-histoquimica, as
condi¢Oes destas reacOes foram controladas e mantidas homogéneas em todos os parametros.
Além disso, devido ao fato de ser dificil comparar a intensidade de imuno-marcacio entre as
amostras processadas separadamente, representantes de cada estddio de maturacdo gonadal e
apods a inducdo a reproducdo em cativeiro foram incluidas em cada lote de reagdo de imuno-

histoquimica para controlar estas possiveis diferencas de imuno-marcacao.

2.5.2. Andlise semiquantitativa da drea nuclear e celular

As mesmas imagens utilizadas nas andlises da densidade 6ptica foram utilizadas para as
medigdes da drea nuclear e celular dos diferentes neurdnios de GnRH-ir. Para estas anélises,
oito neurdnios de cada animal foram aleatoriamente selecionados e analisados utilizando-se o
programa Image-Pro®Plus — The Proven Solution (versdo, 4.5.0.29). Adicionalmente, nestas
andlises, assim como na densidade O6ptica, foram incluidos apenas os neurdnios-ir que

apresentavam os nucleos claramente visiveis. Estas andlises foram previamente descritas por

Pandolfi et al. (2005); Canepa et al. (2006; 2008) e Fiszbein et al. (2010).

2.6. Andlises estatisticas

Para as andlises de resultados, os valores foram expressos em média + erro padrao da média
(M = EPM). Valores médios de cada parametro foram comparados levando em consideracao
o estadio de maturacdo gonadal (pré-vitelogénico, vitelogénico ou regressao) e apds a inducao
a reproducdo (grupo reproducdo). As diferencas estatisticas foram determinadas utilizando-se

a andlise de variincia (one-way ANOVA), seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK)
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para andlises paramétricas ou o teste Dunn’s ou Tukey para as andlises nao-paramétricas. Em
todas as andlises, diferencgas significativas foram consideradas quando P<0,05 (Zar, 2010).
Estas andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SigmaStat para Windows

(versao, 3.10, Copyright).

3. Resultados

Todos os peixes utilizados no presente estudos eram fémeas adultas, sendo amostrados 28
animais no estaddio pré-vitelogénico, 22 animais no estddio vitelogénico, 18 animais no
estddio regressdao e 6 animais induzidos a reproducdo. Os dados biométricos e ponderais
destes animais, analisadas por estidio de maturacdo gonadal, ndo apresentaram diferencas
significativas (Tabela 3). Por outro lado, os valores de IGS se alteraram significativamente em
S. parahybae durante o ciclo reprodutivo, i.e., observa-se um aumento significativo dos
valores de IGS quando as fémeas passaram do estddio pré-vitelogé€nico para o vitelogénico e
aptas para a reproducdo. Estes valores retornaram aos iniciais no estadio regressao (P<0,01)

(Tabela 3).

3.1. Andlises histologicas, imuno-histoquimicas e Western blot
Na figura la encontra-se a posi¢do anatdmica do encéfalo na cabeca de uma fémea adulta de
S. parahybae. Analisando o encéfalo de uma vista dorsal (Fig.1b), podemos identificar dois
pares de 16bulos (um mais anterior e outro mais mediano) e um Iébulo impar. Os 16bulos mais
anteriores sdo os chamados hemisférios telencefélicos (Tel), dos quais partem o trato olfatorio
médio (TOM). Os l6bulos mais medianos correspondem ao tecto Optico (TO), e o ultimo
I6bulo, impar, bem desenvolvido em S. parahybae, € o cerebelo (Ce). Ainda
macroscopicamente, da extremidade do Tel (regido mais anterior do encéfalo), em direcao a
cavidade nasal, partem dois prolongamentos finos, o TOM (Figs. 1b, c). Na extremidade desta
estrutura mais anteriormente ao Tel, encontram-se uma porcdo mais dilatada, os chamados,
bulbos olfatérios, que em S. parahybae, localiza-se bem préximo a cavidade nasal (Fig. 1c¢).
Por outro lado, de uma vista ventral antero-posterior (Fig. 1d), podemos distinguir o quiasma
optico (OC), o Tel, a hipdfise, os 16bulos inferiores (IL) e entre eles o saco vasculoso (SV), e
a medula (MO).

A figura 2 apresenta um esquema da vis@o lateral do encéfalo de S. parahybae e as
linhas pontilhadas indicam os niveis das regides dos cortes transversais ilustrados na figura 3.
Microscopicamente, o Tel pode ser dividido em duas principais areas, dorsal (Dd) e ventral

(V1) (Fig. 3a), sendo que, os principais nucleos identificados nestas areas foram: nucleo dorsal
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(Dd e Vd), central (Dcl e Dc2), lateral (DId), medial (Dm2 ¢ Dm3) e ventral (Vv e Dlv).
Além disso, podemos identificar histologicamente os dois prolongamentos (TOM) que partem
do Tel em dire¢do a cavidade nasal (Fig. 3a).

No diencéfalo (Figs. 3b, c, d, e, f) de S. parahybae, foram identificados as principais
estruturas desta regido, como por exemplo, a drea pré-Optica (POA), nervo olfatério (NO),
OC, TO, IL, e o terceiro ventriculo (V). A POA rodeia o recesso pré-optico (POR) do terceiro
ventriculo (Fig. 3b). Os principais nicleos da POA sao os ntcleos periventricular (NPP) (Fig.
3c) e anterior periventricular (NAP) (Fig. 3e), sendo um dos mais importantes no processo
reprodutivo de S. parahybae. Estes nucleos localizam-se mais ventralmente a comissura
anterior (AC) e a comissura horizontal (HC) (respectivamente, Figs. 3b e 3d). Outra regido de
extrema relevancia no presente estudo € o hipotdlamo médio basal (HBM) (Fig. 3f),
localizado ventralmente na POA, entretanto, mais caudalmente (regido posterior) que os
nicleos NPP e NAP. Além disso, o HBM localiza-se em uma regido mais central, e nas
porcdes laterais visualizamos o IL (Fig. 3f). Do HBM também se projeta o pedinculo
hipofisario (PS) (Fig. 3g), e na sua outra extremidade encontra-se a hipéfise (Pi) (Fig. 3g).
Ainda préximo ao HBM, dorsalmente pode-se identificar o cérebro médio (MB) e a vélvula
do cerebelo (Vce), além de se localizar préximo ao terceiro ventriculo (Fig. 3h). O MB € outra
regido de importancia para o presente estudo. Posteriormente ao HBM e a Pi, situa-se o
nucleo do saco vasculoso (NSV) (Fig. 3i) e o saco vasculoso (SV) (Figs. 3j, k). O quarto
ventriculo (IV), a camada molecular do cerebelo (M) e a camada granular do cerebelo (G)
localizam-se respectivamente ao final e posteriormente ao SV (Figs. 3k, 1). Por fim, as regides
encefdlicas de interesse no presente estudo sdo o telencéfalo ventral (NPP e NAP), a regido
hipotalamica (HBM), a hipéfise (Pi) e o cérebro médio (MB), regides estas, que localizam-se
os neurdnios produtores de GnRH.

No presente estudo, foram utilizados sete diferentes anticorpos para localizar e
identificar as diferentes formas moleculares de GnRHs no encéfalo e na hipdfise de S.
parahybae, cftGnRH (catfish GnRH), cGnRH-II (chicken GnRH-II), sGnRH (salmon GnRH),
cfGAP (catfish GAP), cGAP (chicken GAP-II), sGAP (salmon GAP) e LRH;;. Entretanto,
apenas cinco anticorpos apresentaram imuno-reatividade (ir). Devido a co-localiza¢do de
cfGnRH-cfGAP-ir (Figs. 4a, b, ¢, d) e cGnRH-II-cGAP-II-ir (Figs. 4e, f, g, h), nés preferimos
utilizar o anticorpo GAP como alternativa ao anticorpo GnRH, o que serd discutido
posteriormente. Adicionalmente, o anticorpo LRH;3; (monoclonal) apresentou neurdnios-ir
apenas na regido ventral do encéfalo (Figs. 4i, j) de S. parahybae, nao apresentando imuno-

reatividade na regido do MB (dados ndo apresentados). Além disso, ndo foi observado
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nenhum neurdnios-ir e/ou fibras no encéfalo de S. parahybae quando utilizamos os anticorpos
sGnRH e/ou sGAP (dados ndo apresentados). Do mesmo modo, ndo foi observado imuno-
marcagdo positiva quando o anticorpo foi pré-adsorvido com os seus respectivos antigenos, ou
quando o anticorpo primario ou o anticorpo biotinilado foi omitido.

Os neurdnios-ir de S. parahybae com cfGAP foram identificados por toda regido
ventral do Tel e em diversas dreas do diencéfalo, ou seja, principalmente na POA (Fig. 5a),
nos nucleos NPP, NAP (respectivamente, Figs. 5b, ¢), e no HBM (Figs. 4c, d). Ainda em
relacdo a caracterizagdo dos neurdnios-ir com cfGAP, escassos e pequenos neurdnios-ir na
regido ventral anterior do Tel (incluindo alguns na POA, NPP e NAP) foram identificados
(didmetro médio: 16,54 + 0,32 um) (Fig. 5d), aumentando significativamente (P<0,01) de
tamanho conforme se distribuem da regido anterior para regido posterior (rostro-caudal), ou
seja, especialmente nas regides do NPP e HMB (didmetro médio: 25,11 + 0,58 um) (Fig. Se)
(Tabela 4). Na regido do MB, foram identificados os neurdnios-ir que sintetizam e liberam o
cGAP-1I (24,02 + 0,42 pm), préoximo ao terceiro ventriculo (Figs. 4g, h) (Tabela 4).
Adicionalmente, neurdnios-ir com o anticorpo cGnRH-II também foram identificados
ventralmente na regiao do telencéfalo ventral (Fig. 5f), apresentando a mesma distribuicao
dos neurdnios para cfGAP. Entretanto, ao utilizar o anticorpo para cGAP-II, estes neurdnios-ir
na regido ventral, ndo apresentaram reacdes positivas (dados ndo apresentados).

Fibras-ir com cfGAP foram observadas praticamente em todas as regides do encéfalo
de S. parahybae, i.e., TOM, POA, NO, OC, NPP, NAP, HBM e TO (Fig. 6). Adicionalmente,
na regido HBM de S. parahybae, fibras-ir fortemente marcadas (Fig. 7a) foram observadas em
direcdo a Pi (Fig. 7b) com cfGAP, principalmente na regido do PS e na Pi (Fig. 7c),
especialmente na regido da proximal pars distalis (PPD) (Fig. 7d). Fibras-ir com cGAP-II
proximos ao terceiro ventriculo e no TO também foram identificadas (respectivamente, Figs.
7e, f). Além disso, ndo foi observado nenhuma fibra-ir com ¢cGAP-II no PS e na Pi de S.
parahybae. Adicionalmente, fibras-ir foram identificadas no Orgdo Subcomissural (Orgdo
circunventricular) (Fig. 8a), localizada no topo do terceiro ventriculo, imediatamente atrds do
ganglio habenular. Estas fibras-ir foram observadas com cfGAP (Fig. 8b), com cGAP-II (Fig.
8c) e nenhuma marca no controle negativo (Fig. 8c).

Com base nestes resultados descritos, o padrdo de distribuicdo dos diferentes
neurOnios-ir para os diferentes peptideos associados aos GnRHs, baseados nas reagdes de
imuno-histoquimicas, estdo sumarizados na figura 9.

Por fim, a figura 10, sumariza os resultados obtidos pelo Western blot para testar a

especificidade dos anticorpos cfGAP e cGAP-II no encéfalo e na hipéfise de S. parahybae.
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Esta especificidade pode ser inferida na auséncia de imuno-reatividade quando os anticorpos
primdrios sdo incubados com o excesso de antigenos, método este, que também pode ser
inferido nas andlises de imuno-histoquimica (dados nao apresentados). Finalmente, esta
andlise, reconheceu uma especifica banda para cfGAP na hipdfise e o peso molecular
estimado foi de 9KDa. Entretanto, no encéfalo, devido a presenca de muitas proteinas e
consequentemente muitas bandas inespecificas, adicionado ao baixo peso molecular do
cfGAP, foi dificil de caracterizar esta forma de GnRH por este método, o que serd
posteriormente discutido. Em relacdo ao cGAP-II, apenas no encéfalo foi identificada uma

banda especifica pela andlise de SDS-PAGE e o peso molecular estimado foi de 26KDa.

3.2. Andlise semiquantitativa de densidade optica e drea celular e nuclear

Devido a maior quantidade de neurdnios-ir com o anticorpo cfGAP na regido do HBM,
apenas estes neuronios-ir foram considerados para estas andlises durante o ciclo reprodutivo, e
que serd discutido posteriormente. Em relacdo a densidade 6ptica de cfGAP, diferencas
significativas entre os estadios do ciclo reprodutivo e apds a indugdo artificial a reprodugao
foram identificadas. A densidade 6ptica aumentou do estadio pré-vitelogénico (124,86 + 2.06
a.u.) para o estadio vitelogénico (163,32 + 3,13 a.u.) (P<0,01) e continuou elevada no estadio
regressdo (156,12 + 4,32 a.u.) se comparado ao estadio pré-vitelogénico (P<0,01) (Fig. 11a).
No grupo reproducdo, estes valores (118,80 + 2,91 a.u.) diminuiram significativamente, em
relacdo aos estadios vitelogénico e regressdo (P<0,01), alcancando valores préximos ao
estadio pré-vitelogénico (Fig. 11a). Por outro lado, o cGAP-II apresentou pouca variagdo,
sendo maior no estddio regressdo (181,62 + 2,50 a.u.), se comparados com os estadios pré-
vitelogénico (158,89 + 3,31 a.u.), vitelogé€nico (165,76 £ 2,75 a.u.) e reproducdo (167,04 +
4,82 a.u.) (P<0,01) (Fig. 11b).

O diametro celular e nuclear médio dos neurdnios-ir com cfGAP ndo apresentou
diferencas estatisticas durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae (respectivamente: pré-
vitelogénico: 25,30 = 0,99 uym e 11,62 £+ 1,15 um; vitelogénico: 26,04 £ 1,53 um e 14,43 +
1,33 um ; regressao: 23,44 + 1,20 ym e 11,41 £ 0,95 um; reproducao: 24,90 £ 5,65 um e
11,98 £ 0,58 um) (Tabela 5). Assim como, para os neurdnios-ir cGAP-II (respectivamente:
pré-vitelogénico: 24,53 + 0,99 um e 9,84 + 0,23 um; vitelogénico: 22,66 + 0,84 um e 9,60 +
0,53 um; regressao: 23,73 + 0,66 um e 10,63 + 1,51 um; reprodugdo: 25,77 + 0,88 um e 9,24
+ 0,58 um) (Tabela 5).
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4. Discussao

Neste estudo, nds apresentamos a distribui¢cdo de neurdnios-ir em diferentes dreas encefalicas
de S. parahybae, utilizando especificos anticorpos para GnRH e GAP. Devido a co-
localizacao de cfGnRH-cfGAP e cGnRH-II-cGAP-II em S. parahybae, nés optamos pelo
anticorpo GAP como alternativa ao anticorpo GnRH, uma vez que, ao clonar completamente
os diferentes cDNAs que codificam as diferentes formas moleculares de GnRH,
proporcionam informacdes precisas sobre a estrutura molecular, além de fornecerem outras
informacdes, pois, estas sequéncias codificam o préprio GnRH, um peptideo sinal, um outro
peptideo de processamento e os peptideos associados ao GnRH (GAPs) (Gonzélez-Martinez
et al., 2002a; Guilgur et al., 2007). Este ultimo consiste em oligopeptideos e mais divergentes,
ou seja, com uma menor homologia entre os diferentes GAPs se comparado aos diferentes
GnRHs (Gonzilez-Martinez et al., 2002a; Guilgur et al., 2007). Estas caracteristicas
moleculares dos diferentes GAPs conferem uma maior especificidade se comparado com os
diferentes GnRHs, sugerindo que os GAPs sdo ferramentas valiosas na identificacdo dos
diferentes tipos de GnRH, ja que, evitam as reagdes cruzadas associado ao uso de apenas
anticorpos contra GnRH. Estas rea¢des cruzadas sao frequentemente observadas nas reagdes
de imuno-histoquimica (Zandbergen et al., 1995; Dubois et al., 2001; Gonzdilez-Martinez et
al., 2001, 2002a; Pandolfi et al., 2005), e também foi observado no presente estudo entre os
anticorpos cfGnRH-cGnRH-II e ndo ocorreu quando utilizamos os diferentes GAPs.

A andlise por 15% SDS-PAGE seguido pelo Western blot reconheceu uma especifica
banda para cfGAP na hipdfise de S. parahybae (9KDa). Entretanto, no encéfalo do surubim,
ndo foi possivel identificar claramente esta banda, provavelmente, devido a presenca de
muitas proteinas, o que resultava em muitas bandas inespecificas. Além disso, o baixo peso
molecular desta molécula dificultou a caracterizacdo do cfGAP no encéfalo de S. parahybae.
Ja na hipdfise, por ser um 6rgdo menor e conter uma quantidade menor de proteinas (se
comparada ao encéfalo), o resultado do SDS-PAGE era mais “limpo”, ou seja, sem muitas
bandas inespecificas. Para as espécies de bagres, ndo foram realizados estudos com este
método e, portanto, ndo temos na literatura dados para a comparacdo do peso molecular
encontrado no presente estudo. Adicionalmente, para Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al.,
2005), o peso molecular de sGAP e sbGAP (este ultimo € especifico na liberacdo de
gonadotropinas nesta espécie) foram de 7,5KDa, 1,5KDa menor se comparado ao resultado
obtido para S. parahybae (cfGAP, especifico na liberacdo de GtHs nesta espécie). Esta
diferenca ocorre provavelmente devido a distancia filogenética de C. dimerus em relacdo a S.

parahybae (respectivamente, Perciformes para Siluriformes) (Nelson, 2006).
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O peso molecular de cGAP-II, identificado em S. parahybae, pela anélise de SDS-
PAGE (26KDa), foi superior ao esperado para cGAP-II, pois sugere-se que o peso molecular
seja de aproximadamente 7KDa (baseado na sequéncia de aminodcidos de cGnRH-II em
outras espécies) (Gonzaléz-Martinez et al., 2002a). A especificidade do anticorpo utilizado
neste estudo ndo apresenta dividas, pois a auséncia de imuno-reatividade nas reacOes de
imuno-histoquimica e Western blot quando incubados com o anticorpo cGAP-II de D. labrax
com o excesso de antigeno de cGAP-II (teste de pré-adsor¢do) do préprio D. labrax, reforgcam
a especificidade do anticorpo para as reacdes utilizadas em S. parahybae. Esta diferenca
observada no valor aproximado do peso molecular de cGAP-II utilizando o anticorpo de D.
labrax em S. parahybae também foram identificadas em outras espécies, i.e., C. dimerus
(Pandolfi et al., 2005).

No presente estudo, nds localizamos por imuno-histoquimica, os sitios de expressao de
duas diferentes formas de GnRH que estdo presentes em dreas encefdlicas especificas de S.
parahybae. Apesar de ter sido utilizado trés diferentes tipos de GnRH (cfGAP, cGAP-II e
sGAP), apenas duas formas de GnRH foram identificadas no encéfalo de S. parahybae: os
neuronios-ir com cfGAP distribuidos em toda a regiao ventral do Tel e nas principais areas do
diencéfalo e os neurdnios-ir com cGAP-II no MB. Adicionalmente, o anticorpo LRH;3 foi
sintetizado contra a regido conservada comum dos conhecidos GnRHs, portanto, é capaz de
reconhecer provavelmente todas as diferentes formas de GnRHs presente em uma espécie. O
anticorpo LRH;; reconhece a regido por volta da serina e da tirosina das conhecidas formas de
GnRHs, entretanto, apresenta baixa afinidade com o cGnRH-II, pois, nesta forma de GnRH a
tirosina € substituida por histidina (Park & Wakabayashi, 1986). Este anticorpo, segundo
alguns trabalhos, ndo apresenta afinidade com cGnRH-II, como identificado em Odontesthes
bonariensis (Stefano et al., 2000) e Colisa laila (Oka, 1997). Entretanto, Miranda et al.
(2003), apresentam neurdnios-ir com LRH;3 em O. bonariensis na regido do MB,
provavelmente, a diferenca de marcag@o e nao marcagdo com LRH;3 em uma mesma espécie,
foi devido ao protocolo de imuno-histoquimica aplicada pelos diferentes autores. Ainda neste
sentido, Pandolfi et al. (2002), apresentam marcagao positiva com LRH 3 na regiao do MB em
C. dimerus, € o0 mesmo anticorpo nao reconheceu os neurdnios ventrais para sGnRH. Em .
parahybae, ao utilizar o LRH;3, neur6nios-ir foram identificados apenas na regido ventral do
Tel e nas principais dreas do diencéfalo e ndo foi observada reacio positiva na regiao do MB.
Estes dados também corroboram a hipétese de que S. parahybae apresenta apenas duas

formas de GnRHs no encéfalo.
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Adicionalmente, a identificacdo e distribuicao dos neurdnios-ir com cfGAP na regido
ventral do Tel e nas principais dreas do diencéfalo (NPP, NAP e HMB), no PS, na Pi (regido
da PPD), e neurdnios-ir com cGAP-II restritos ao tegumento do MB, préximo ao terceiro
ventriculo em S. parahybae, estdo de acordo com as distribuicdes e identificacdes dos
neur6nios de GnRH e GAP previamente descritos para outras espécies de Siluriformes, o
catfish africano (C. gariepinus) (Bogerd et al., 1992, 1994; Schulz et al., 1993; Zandbergen et
al.,, 1995; Goos et al., 1997; Dubois et al., 2001) e o thai catfish (C. macrocephalus)
(Ngamvongchon et al., 1992). Em outra espécie de Siluriformes, C. batrachus (Subhedar &
Rama-Krishna, 1988) foram observados neur6nios-ir para mGnRH (mammalian GnRH) nas
mesmas dreas ventrais do Tel e nas dreas principais do diencéfalo encontradas para o cfGnRH
no S. parahybae, e que Zandbergen et al. (1995) também identificaram para C. gariepinus.
Além disso, estes ultimos autores comentam que em extratos encefdlicos desta espécie nao
identificaram a presenca de mGnRH utilizando a técnica de HPLC, portanto, provavelmente
esta reacdo positiva com mGnRH é decorrente de uma reacdo cruzada (Zandbergen et al.,
1995). No presente estudo, utilizamos também o anticorpo LRH;3, que de acordo com os
autores Park & Wakabayashi (1986) que produziram este anticorpo, o mesmo, seria adequado
no reconhecimento de mGnRH, entretanto, a mesma distribuicdo de LHR;3 e cfGnRH nos
mesmos neurdnios-ir foram demonstradas neste estudo, pois, cortes adjacentes foram
incubados com anticorpo para LRH;3 e em outro com cfGnRH, e foram observados
neurdnios-ir com ambos anticorpos, indicando a presenca de cfGnRH na regido ventral do
Tele nas principais areas do diencéfalo deste bagre. Estes resultados adicionados ao ja
descrito na literatura, sugere que provavelmente, todos os teledsteos chamados de bagres
(catfish, Siluriformes), apresentam apenas duas formas diferentes de GnRH (cfGnRH e
cGnRH-II).

Em outras regides do encéfalo de S. parahybae foram observadas fibras com marcacao
positiva com o anticorpo para cfGAP, como por exemplo, no TO, Ce, IL, OC, NO, TOM. As
funcOes das projecdes de fibras para outras regides do encéfalo ainda permanecem incertas,
sendo necessarios outros estudos especificos para identificar as possiveis funcdes do GnRH,
além da estimulacao das GtHs. Identificacdes de projecdes de GnRH em outras regides
encefalicas em outras espécies de teledsteos, também foram observadas, como por exemplo,
em C. dimerus, C. gariepinus, D. labrax, O. bonariensis, entre outros (Zandbergen et al.,
1995; Dubois et al., 2001; Gonzalez-Martinez et al., 2001, 2002a; Pandolfi et al., 2005).
Adicionalmente, o 6rgdo sub-comissural (6rgdo circunventricular) que é uma glandula

altamente especializada, apresentou fibras-ir fortemente para GnRH (cfGnRH e cGnRH-II).
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Finos prolongamentos se agrupam e formam o chamado “Fibras de Reissner’s” (Saha et al.,
2000; Saha & Subhedar, 2011), e alguns estudos apontam que os produtos sintetizados por
este 6rgdo (majoritariamente glicoproteinas), sdo liberados no terceiro ventriculo (Saha &
Subhedar, 2011). No entanto, a precisa natureza desta secre¢do, mecanismo de regulacdo ou
funcdo deste 6rgdo ainda permanece incerto. No presente estudo, ndo sabemos o papel
fisiologico da presenca de fibras-ir com GnRH neste 6rgao.

A segunda forma de GnRH observada em S. parahybae foi o cGnRH-II, distribuidos
na regido do tegumento do cérebro médio, préximo ao terceiro ventriculo, eventualmente
associado a vasos sanguineos e apresentou o mesmo padrdo de distribuicdo em outros
teledsteos (Dubois et al., 2002; Somoza et al., 2002a; Gorbman & Sower, 2003; Guilgur et al.,
2006; Zohar et al., 2010). Neur6nios-ir com o anticorpo cGnRH-II na regido do NPP e HBM
observado no presente estudo, sugerem a mesma distribuicdo dos neurdnios-ir com o
anticorpo cfGAP, e que foi decorrente de uma reacdo cruzada entre o anticorpo cGnRH-II
com os neurdnios cfGnRH, pois com o anticorpo cGAP-II, ndo foram observadas reacdes
positivas nestes neurOnios da regido rostro-caudal do eixo do telencéfalo e hipotdlamo.
Reacdes cruzadas observadas em S. parahybae também foram observadas nos primeiros
estudos com C. gariepinus (Zandbergen et al., 1995) e em outras espécies de teledsteos
(Gonzélez-Martinez et al., 2002a; Pandolfi et al., 2005), quando utilizamos apenas o anticorpo
para GnRH. Desta forma, como mencionado anteriormente, alguns estudos apresentam que
esses diferentes GAPs sdo ferramentas valiosas para a localizacdo especifica das células que
expressam as diferentes formas de GnRH, porque tem sido registrado que essas diferentes
formas de GnRH sdo consistentemente idénticas com os seus respectivos GAPs (Dubois et al.,
2001; Gonzélez-Martinez et al., 2001, 2002a, 2004; Pandolfi et al., 2005), até mesmo, quando
utilizamos anticorpos em espécies proximas e/ou distantes filogeneticamente, o que pode ser
observado também no presente estudo, pois utilizamos os anticorpos de C. gariepinus cfGAP
e D. labrax cGAP-II no encéfalo e na hipéfise de S. parahybae.

Apesar da presenga de neurdnios de cGnRH-II ter sido reportada em todas as classes
de vertebrados, exceto em lampréias (Bennis et al., 1989; van Gils et al., 1993; Lescheid et al.,
1997; Urbanski et al., 1999; Sherwood & Adams, 2005), a primeira espécie em que foi
registrada a presenca de neurdnios que expressam cGnRH-II, foi em Xiphophorus maculatus
(Miinz et al., 1981), e posteriormente em Carassius auratus (Kah et al., 1986). Embora tenha
sido identificado hd muito tempo atrds, a funcdo especifica desta forma de GnRH ainda
permanece incerta. Por outro lado, recentemente, Servilli et al. (2010), demonstraram que a

glandula pineal de D. labrax expressa fortemente receptores de cGnRH-II, e fornecem pela
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primeira vez, em uma espécie de vertebrado, evidéncias que suportam o papel de cGnRH-II
na modulagdo das fungdes desta glandula fotorreceptora, principalmente na secrecao noturna
de melatonina. Por outro lado, em vdrias espécies de teledsteos, é sugerido que o cGnRH-II
em 4reas extra-hipotalimicas agem como neurotransmissores ou neuromoduladores,
principalmente em relagdo ao comportamento reprodutivo (Anglade et al., 1993; Amano et
al., 2002; Miranda et al., 2003; Pandolfi et al., 2005). Estudos neste contexto estdo sendo
iniciados em nosso laboratério com S. parahybae.

Em S. parahybae, a auséncia de uma direta conexao dos neuroénios de cGAP-II no MB
com a hipoéfise, através do pedinculo hipofisdrio (confirmado pelas andlises de imuno-
histoquimica e Western blot), indicam que esta forma de GnRH ndo estd relacionada
diretamente com a liberacao de GtHs nesta espécie. Em C. auratus sGnRH e cGnRH-II sdo
encontradas em diferentes areas do encéfalo e na hipéfise (Yu et al., 1987, 1988), e ambos
GnRHs sdo eficientes na estimulagdo e liberacdo de GtHs nesta espécie. No salmonideo
Oncorhynchus masou, que também apresenta apenas duas formas de GnRHs, foi identificada
a forma sGnRH em diferentes dreas do encéfalo e na hipdfise, no entanto, diferentemente de
C. auratus, cGnRH-II ndo foi identificado na hipé6fise e ndo apresentou atividade na liberagao
de GtHs (Amano et al., 1991). Do mesmo modo, em C. gariepinus, espécie que também
apresenta apenas duas formas de GnRH, cfGnRH e ¢GnRH-II, apenas a forma cfGnRH ¢é
efetiva na modulacdo de GtHs (Zandbergen et al., 1995). Em C. dimerus e D. labrax (espécies
que apresentam 3 formas de GnRHs), o sGnRH e o sbGnRH (seabream GnRH) estdo
distribuidos em diferentes areas encefélicas e inervam a hipodfise, e provavelmente apenas a
forma sbGnRH € a mais efetiva na estimulacao de GtHs, e a outra forma, cGnRH-II, presente
apenas no encéfalo, ndo apresenta atividade nesta estimulacdo (Gonzdlez-Martinez et al.,
2002a; Pandolfi et al., 2005). No entanto, em Verasper moseri, espécie que também
apresentam sGnRH, sbGnRH e cGnRH-II em diferentes areas do encéfalo, apenas o sbGnRH
inerva a glandula hipofiséria, indicando que apenas esta forma de GnRH € responsdvel no
controle neural da reproducdo desta espécie (Amano et al., 2002). Adicionalmente, em Sparus
aurata, foram identificadas trés formas de GnRH (sGnRH, sbGnRH e ¢cGnRH-II) (Holland et
al., 1998), e nesta espécie, sbGnRH e cGnRH-II foram observados na hipéfise, no entanto, os
autores sugerem que a forma mais efetiva é o sbGnRH.

Com estes resultados, a imuno-marcacdo positiva com o anticorpo cfGAP nos
neurdnios € numerosas fibras-ir na regido ventral do Tel e nas principais dreas do diencéfalo,
na hipéfise e no pedinculo hipofisério, e a ndo rea¢ao positiva com cGAP-II no pedinculo e

na hipéfise de S. parahybae, adicionado com a identificacdo de cfGAP nas anélises de SDS-
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PAGE na hipofise, e a ndo identificacdo de cGAP-II nos extratos hipofisarios (com o método
de SDS-PAGE), demonstram claramente que nesta espécie o sistema cfGnRH de origem da
regido ventral do Tel e das principais areas do diencéfalo estd relacionado com o controle
enddcrino do eixo hipotdlamo-hipdfise, fortalecendo ainda, o conceito de que o cfGnRH € o
principal neuropeptideo que controla a sintese e liberagdo de GtHs (FSH e LH) em bagres.
Conclusdes similares ao presente estudo foram encontradas para outras espécies de teledsteos,
como por exemplo, para Anguilla anguilla (Montero et al., 1994); para D. labrax (Gonzalez-
Martinez et al., 2004), para C. dimerus (Pandolfi et al., 2005), para O. bonariensis (Montaner
et al., 2001), entre outros, nos quais, a forma de GnRH distribuida na regido ventral do
encéfalo, estd relacionada diretamente com a liberagao de FSH e LH.

No que diz respeito a evolucao das diferentes formas de GnRHs, apesar das espécies
popularmente conhecidas como “bagres” e “salmdes” apresentarem apenas duas diferentes
formas de GnRH, se comparado com outras espécies de teledsteos mais derivadas que
apresentam trés diferentes formas (ver revisdes: Somoza et al., 2002a; Gorbman & Sower,
2003; Gonzalez-Martinez et al., 2004; Lethimonier et al., 2004; Sherwood & Adams, 2005;
Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo & Nagahama, 2008; Zohar et al., 2010), a
identificacao de trés diferentes formas de GnRH na espécie de peixe considerado mais basal,
como o herring (Clupea harengus) (Carolsfeld et al., 2000), indicam que a presenca de trés
formas de GnRH, nao € restrito as espécies consideradas mais derivadas, reativando a questao
a respeito da presenca de diferentes formas moleculares de GnRH (duas ou trés?) em uma
Unica espécie. Além do mais, Gonzélez-Martinez et al. (2002a), como apresentado
anteriormente, em encéfalos de D. labrax apresentam 3 diferentes formas de GnRH, o sGAP e
sbGAP (distribuidos na regiao ventral do encéfalo e na hipoéfise) e o cGAP-II (distribuidos na
regido do MB). Nesta espécie, numerosos e grandes neurdnios-ir com sGAP na regido anterior
do Tel e no bulbo olfatério foram identificados, € nesta mesma regido, pequenos neurdnios-ir
com sbGAP também foram observados, diferentemente dos maiores € numerosos neurdnios-ir
da regido hipotalamica (sbGAP, forma efetiva na liberacdo de gonadotropinas). Com estes
resultados, adicionado ao fato, de que em bagres, pequenos e escassos neurdnios-ir estao
presentes na drea olfatéria, Gonzélez-Martinez et al. (2002a) sugerem que a terceira forma nas
espécies que apresentam duas diferentes formas (bagres e salmonideos), provavelmente ainda
nao foram descobertas. Entretanto, os dados moleculares (Bogerd et al., 1992, 1994; Schulz et
al., 1993; Goos et al., 1997) em outras espécies de bagres, ndo indicam a presenga de qualquer
outra forma de GnRH nestas espécies, sugerindo que a presenca de duas ou trés formas de

GnRH em uma tnica espécie, provavelmente € resultado de uma duplicagdo génica ocorrida
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durante o inicio da evolucdo dos teledsteos (Dubois et al., 2002; Venkatesh, 2003).
Adicionalmente, a maioria das espécies de teledsteos nas quais foi identificada a terceira
forma, apresentaram o sGAP na regido anterior do telencéfalo (Zohar et al., 2010), o que ndo
foi identificado no presente estudo, pois em encéfalos de S. parahybae nao foram observados
neurdnios-ir ou alguma banda especifica quando incubados com sGAP (respectivamente com
imuno-histoquimica e Western blot). Alids, o anticorpo contra cfGAP € muito especifico e os
diferentes GAPs de bagres e salmao, sdo dissimilares (Dubois et al., 2001).

Ainda neste sentido, Dubois et al. (2001), apresentam que o bagre africano apresenta 3
distintas populacdes de GnRH, sendo uma populagdo restrita ao MB (cGnRH-II), e outras
duas populacdes de cfGnRH, sendo uma populagdo mais anterior distribuida no nervo
terminal (TN) que ndo inervam a hipéfise, e outra populagdo de neurdnios distribuidas no
ventralmente no Tel e nas principais dreas do diencéfalo, e que inervam a hipdfise através do
pedunculo hipofisdrio. Estes resultados foram baseados nas diferencas morfoldgicas, no
tempo de surgimento destes neurdnios de GnRH durante o desenvolvimento ontogenético do
catfish africano, e na auséncia de conexao com a glandula hipofisdria com o método Dil
tracing (I-1’-dioctadecyl-3,3,3’,3 -tetramethylindocarbicyanin perchlorate) (Dubois et al.,
2001). Esta diferenga morfolégica entre os neurdnios de GnRH em S. parahybae também foi
identificada, uma vez que, escassos € pequenos neurdnios-ir dispersos na regido anterior, ao
contrario dos maiores € numerosos neurodnios-ir na regiao posterior (principalmente no HBM)
foram observados. Além disso, o anticorpo contra cfGAP marcou fortemente as fibras no Tel
ventral e nas principais dreas do diencéfalo, no pedinculo hipofisario, e na hipdfise,
provavelmente, esta inervagdo se originou de neurdnios-ir de cfGnRH desta regidao do HBM e
nao dos neurdnios do TN. No entanto, a diferente origem e/ou migracdo dos neurdnios de
GnRH durante a ontogénese, e a precisa inervagdo da hipéfise pelos neurdnios localizados
mais anteriormente no TN no surubim do Paraiba ainda precisam ser estudadas.

No presente estudo, S. parahybae apresentou grandes neurOnios-ir para cGAP-II,
assim como, os neurOnios efetivos na liberacdo de GtHs (cfGAP), diferentemente dos
neurdnios-ir da regido anterior (menores). Esta variacdo do didmetro celular de GnRH em
outras espécies de peixes teledsteos também foram observadas, ou seja, em D. labrax, SGAP,
sbGAP e cGAP-II apresentaram respectivamente: 10-25 pm, 5-20 pm e 15-23 um (Gonzalez-
Martinez et al., 2002a); em C. dimerus, apresentou 5-20 um (sGAP), 4-17 um (sbGAP) e 21
um (cGAP-II) (Pandolfi et al., 2005); e em C. gariepinus, ctGAP apresentou 7 pm (em
neurdnios anteriores) e 16 um de comprimento e 8 um de altura, nos neurdnios posteriores, e

25-40 pm para cGAP-II (Dubois et al., 2001). No entanto, esta variacdo do didmetro celular
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pode ser explicada também com base nas diferengas do tamanho corpéreo do animal (Grober
et al., 1994), e ndo pela diferentes espécies consideradas/comparadas. Além do mais, Grober
et al. (1994), sugerem que as alteragdes de diametro dos neurdnios de GnRH podem estar
envolvidas com o processo de matura¢do gonadal (mudangas podem estar relacionadas com
os estdgios finais de maturacdo sexual) e/ou transi¢c@o entre as fases do ciclo de vida (juvenil
para adulto), e que alguns desses eventos podem ser regulados também pelos esterdides
gonadais, sugerindo também uma andlise destes hormonios. Levando em consideracdo estes
resultados supracitados, utilizamos no presente estudo, animais sexualmente adultos que nao
apresentaram diferengas no tamanho corporeo, assim a manutengdo do didmetro celular em S.
parahybae durante o ciclo reprodutivo (para cfGAP e cGAP-II), indica um complexo
funcionamento do eixo hipotdlamo-hipdfise-gdnadas. Portanto, estes resultados precisam ser
analisados com cautela.

Por outro lado, a variacdo da densidade Optica durante o ciclo reprodutivo de S.
parahybae em cativeiro, sugere que o cfGnRH durante o estddio pré-vitelogénico foi
sintetizado e liberado de forma suficiente para preparar os odcitos durante a vitelogénese, nos
quais, o ¢cfGnRH modula a liberacdo de FSH, que por sua vez, estimula a produgdo de 17f3-
estradiol (E,) pelos ovérios e liberacdo na corrente sanguinea, promovendo assim, a sintese de
vitelogenina pelo figado, e posteriormente, na incorporacdo da mesma pelos 0dcitos,
resultando na completa maturacdo gonadal, mesmo em animais em condicdes de cativeiro. As
andlises histoldgicas dos ovérios e o perfil do E, plasmético durante o ciclo reprodutivo
corroboram esta hipétese, pois, o surubim do Paraiba em cativeiro apresenta odcitos
completamente vitelogénicos durante o periodo reprodutivo (por volta de novembro-
fevereiro), e durante a fase pré-vitelogénica, os valores de E, estavam elevados, diminuindo
na maturacdo final e permanecendo com valores baixos durante o estddio regressdo (dados
nao publicados, capitulo 2). Padrdo similar ao observado em S. parahybae durante o estadio
pré-vitelogénico, foi constatado em Paralichthys olivaceus, nos quais, sbGnRH (forma efetiva
nesta espécie na estimulacido de GtHs), aumentou durante a maturacdo gonadal, confirmando
que o eixo hipotdlamo-hipdfise € necessdrio para este processo fisiolégico (Pham et al., 2006).

Deste modo, o grande obstdculo na aquicultura de conservagdo de S. parahybae, uma
espécie ameacada de extincdo, é que estes animais ndo ovulam espontaneamente sob
condig¢des de cultivo (em cativeiro) e, portanto, ndo desovam. Os altos valores de densidade
optica de cfGnRH durante o estddio vitelogénico e regressdo, diferentemente dos animais
induzidos a reproducdo, sugerem que a falha na ovulacio e desova nesta espécie é decorrente

de uma falha na liberacdo de GnRH, que pode ser devido a falta de algum outro estimulo
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fisioldgico, i.e., modulacdo pelos neurdnios de kisspeptina (van Aerle et al., 2008; Zohar et
al., 2010); feedback dos esterdides sexuais (Colledge, 2008; Zohar et al., 2010), entre outros
(revisdo: Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010). Neste caso, o alto
valor de densidade 6ptica durante o estddio vitelogénico e no acimulo de GnRH no estadio
regressdo, foi uma consequéncia na falta de estimulo para a produ¢do de LH pela hipdfise, e
posteriormente na falha da producdo do hormodnio indutor da maturacdo final e ovulacao
(170,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one) pelos ovarios (Zohar et al., 2010), e consequentemente
a ndo ovulacdo e desova desses animais em cativeiro.

Adicionalmente, a diminuicdo dos valores de densidade Optica observada no grupo
“reproducdo” pode ser decorrente do feedback da 170,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one, nos
neurdnios de kisspeptina, que por sua vez, modulou a sintese e secre¢do de GnRH (Taranger
et al., 2010; Zohar et al., 2010). Altos valores de sbGnRH também foram encontrados em
Paralichthys olivaceus no final do periodo reprodutivo, quando os animais estavam em
regressao (Pham et al., 2006). Similares resultados foram observados em Pagrus major
(Senthilkumaran et al., 1999), Scophthalmus maximus (Anderson et al., 2001) e Sebastes
rastrelliger (Collins et al., 2001). Neste caso, sugere-se uma andlise também nas GtHs de S.
parahybae, especialmente no LH nestas fases finais de maturagdo gonadal e no perfil
plasmatico dos esterdides gonadais, principalmente na 17a, 20B3-dihydroxy-4-pregnen-3-one,
que é o hormonio indutor da maturagao final e ovulacdo na maioria das espécies de teledsteos
(Zohar et al., 2010).

No que diz respeito a variacdo nos valores de densidade Optica para a segunda forma
de GnRH (cGnRH-II) em S. parahybae, altos valores foram obtidos no estddio regressao,
sugerindo algum papel fisiolégico durante esta fase do ciclo reprodutivo. Em C. auratus, foi
demonstrado que ¢cGnRH-II s@o capazes de aumentar a fragmentacdo de DNA (apoptose) em
testiculos maduros (Andreau-Vieyra & Habibi, 2001; Andreau-Vieyra et al., 2005), sugerindo
que o GnRH possui um papel autécrino e pardcrino na regulacio do desenvolvimento
testicular. Provavelmente em S. parahybae, o cGnRH-II (producio extra encefdlica) também
possui um papel semelhante nos ovérios desta espécie, pois no estddio regressdo, foi
observado a presenca de varios odcitos atrésicos, em processos de absorcdo e/ou apoptose
(dados nado publicados, capitulo 2). Adicionalmente, varios estudos apontam a presenca de
GnRH em goénadas de teledsteos (White & Fernald, 1998; von Schalburg et al., 1999; Gray et
al., 2002; Sherwood & Adams, 2005). Em S. parahybae também foi identificado, por imuno-
histoquimica, a presenga de GnRH nos ovarios (dados ndo apresentados), o que serd

investigado futuramente.
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Além da estimulacio de FSH e LH, o GnRH também estd envolvido em outros
processos fisioldgicos, como na maturagcdo gonadal em Salmoniformes (Amano et al., 1997) e
Perciformes (Senthilkumaran et al., 1999), na “smoltificacdo” (smoltification: eventos
fisiolégicos observados quando as espécies do grupo Salmoniformes que realizam migracao
entre ambientes aquéticos, ou seja, durante o periodo em que os animais migram do ambiente
dulciaquicola para o ambiente marinho, Parhar & Iwata, 1996), e na diferenciacdo sexual
(Pandolfi et al., 2002; Gonzailez-Martinez et al., 2002b), além de outros mecanismos
fisiolégicos (Zohar et al., 2010). Desta forma fica evidente a importancia das anélises no
sistema GnRH de qualquer espécie, tendo como um dos primeiros passos a identificacao
precisa das regides encefdlicas que sintetizam este neuropeptideo, especialmente da forma
molecular que estimula a liberagdo de gonadotropinas, demonstrando assim, a importancia do
presente estudo.

Em resumo, os resultados do presente estudo demonstram claramente que o sistema
encefdlico de S. parahybae apresenta duas diferentes formas de GnRH (cfGnRH e cGnRH-II),
e que, os neurdnios de cfGnRH estdo intimamente relacionados com a modulagdo da
atividade da adeno-hip6fise, enquanto os neurénios de cGnRH-II (que nao inervam a glandula
hipofisaria), provavelmente estdo relacionados com a neuromodula¢cdo e/ou comportamento
reprodutivo em S. parahybae. Além disso, a co-localizacdo de cfGAP-cfGnRH e cGAP-
c¢GnRH-II, reforcam que os GAPs sdo ferramentas valiosas nos estudos do sistema GnRHs em
qualquer espécie, mesmo distantes filogeneticamente. Ocorrem variacdes dos neurOnios-ir
c¢fGnRH durante o ciclo reprodutivo e apés a indu¢do hormonal a reproducio em cativeiro,
sugerindo que o insucesso na reprodug¢do em cativeiro seja devido a alguma disfungdo
enddcrina desta forma de GnRH, especialmente na modulacdo na sintese e/ou liberacao de
LH. Adicionalmente, mais estudos deverao ser realizados em S. parahybae, com o objetivo de
esclarecer as possiveis razdes para esta disfuncdo enddcrina (ou disfuncdes), que talvez
possam ser aplicadas em outras espécies reofilicas quando impedidas e/ou bloqueadas de
realizar a migracdo reprodutiva, ou seja, quando transferidas ao cativeiro ou quando ha
presenca de obstdculos artificiais (barragens) no decorrer dos rios. Estes estudos devem
envolver principalmente a fisiologia do eixo hipdfise-gdnadas, incluindo anélises nos
principais esterdides gonadais e nas gonadotropinas durante o ciclo reprodutivo. Futuras
investigacdes adicionadas aos resultados do presente estudo também podem facilitar no
cultivo/conservacdo de S. parahybae em cativeiro, uma importante espécie neotropical

ameacada de extingdo.
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Tabela 1. Steindachneridion parahybae — Anticorpos primdrios e secunddrios utilizados nas reacdes

de imuno-histoquimica.

Anticorpo primario Dilui¢do | Fonte iﬁﬁ;ﬁg?o Dilui¢ao
Clarias gariepinus (cfGnRH) 1:1000 |Dr. H. Goos anti-rabbit 1:600
Clarias gariepinus (cfGAP) 1:500 |Dr. H. Goos anti-rabbit 1:600
Oreochromis mossambicus (SGnRH) 1:1000 |Dr. I. Parhar anti-rabbit 1:600
Dicentrarchus labrax (SGAP) 1:500 |Dr. J. Muioz-Cueto | anti-guinea pig 1:600
Oreochromis mossambicus (cGnRH-II) 1:1000 |Dr. I. Parhar anti-rabbit 1:600
Dicentrarchus labrax (cGAP-II) 1:500 |Dr. J. Muioz-Cueto | anti-guinea pig 1:600
LRH;; (monoclonal) 1:1500 |Dr. K. Wakabayashi | anti-mouse kit DAKO

Todos os anticorpos utilizados neste trabalho foram doados gentilmente pelos seus respectivos

autores.

Tabela 2. Steindachneridion parahybae — Anticorpos primdrios e secunddrios utilizados nas reacdes

de Western blot.

Anticorpo primdrio Diluicao | Fonte Antlcor,p.o Diluicao
secunddrio

Clarias gariepinus (cfGAP) 1:4000 | Dr. H. Goos anti-rabbit 1:2000

Dicentrarchus labrax (cGAP-II) 1:4000 | Dr. J. Muiioz-Cueto anti-guinea pig | 1:2000

Todos os anticorpos utilizados neste trabalho foram doados gentilmente pelos seus respectivos

autores.

Tabela 3. Steindachneridion parahybae — Distribuicio morfométrica e ponderal e Indice

gonadossomatico (IGS) por estddio de maturacdo. Média + erro padrao da média.

Comprimento Comprimento Massa corbérea
Estddio de maturagdo N | padrio (cm): padrao (cm): () P 1GS
min-max média &
Pré-vitelogénico 28 | 29,00 - 40,50 35,93 £0,64 698,52 + 29,50 0,40 +0,14*
Vitelogénico 22 | 29,50 - 40,50 34,50 £ 0,55 596,66 + 25,35 1,59 +0,24°
Regressao 18 | 30,00 - 38,50 33,61 £0,46 603,85 £29,97 0,57 +0,09"
Reproducgio 6 | 32,50-33,00 33,07 £0,09 541,67 £ 8,08 1,61 £0,14°

" Letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes.
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Tabela 4. Steindachneridion parahybae — Diametro celular e nuclear de neurdnios-ir em varias

regides encefélicas. Média + erro padrdo da média. (Tel, telencéfalo; HBM, hipotdlamo médio basal;

MB, cérebro médio).

cfGAP cGAP-II

Regido encefélica didmetro nuclear

médio (um)

didmetro celular
médio (um)

diametro nuclear
médio (um)

diametro celular
médio (um)

Anterior (Tel) 16,54 + 0,32%* 9,16 +0,53* NI NI
Posterior (HBM) 25,11 +£0,58%** 12,13 £ 0,45%* NI NI
Posterior (MB) NI NI 24,02 + 0,42 9,72 +0,28

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes.

Tabela 5. Steindachneridion parahybae — Diametro celular e nuclear de neurdnios-ir durante o ciclo

reprodutivo e apds a reproducdo em cativeiro. Média + erro padrdo da média.

cfGAP cGAP-II

Estadio de

maturacio didmetro celular didmetro nuclear diametro celular didmetro nuclear

médio (um)

médio (um)

médio (um)

médio (um)

Pré-vitelogénico 25,30 + 0,99 11,62 + 1,15 24,53 + 0,99 9,84 +0,23
Vitelogénico 26,04 £ 1,53 14,43 £ 1,33 22,66 £ 0,84 9,60 £ 0,53
Regressdo 23,44 £ 1,20 11,41 £0,95 23,73 £ 0,66 10,63 £ 1,51
Reprodugio 24,90 £ 5,65 11,98 £ 0,44 25,77 £ 0,88 9,24 £ 0,58
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Fig. 1. Steindachneridion parahybae: vista geral do encéfalo de uma fémea adulta do surubim
do Paraiba. a) localizacdo macroscopica do encéfalo de S. parahybae. b) Remocao da porcao

superior da caixa craniana, com intuito de observar a localizacdo do encéfalo (vista dorsal) e
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das principais regides do sistema nervoso central. ¢) Localizacdo mais anterior da regido do
bulbo olfatério. Este € conectado com o encéfalo pelo trato olfatério médio. Caracteristica de
Siluriformes. d) Encéfalo destacado da caixa craniana e direcionado para a regido posterior da

cabeca, para a visualizacao da hipdfise e das regides ventrais do sistema nervoso central.
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|
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Fig. 2. Steindachneridion parahybae: Esquema da visao lateral do encéfalo do surubim do
Paraiba. As linhas pontilhadas indicam os niveis dos cortes histologicos transversais
apresentados na figura 3. Ce, cerebelo; HBM, hipotdlamo médio basal; MB, cérebro médio;
MO, medula oblonga; NAP, niicleo anterior periventricular; NPP, nicleo periventricular; Pi,

hipdfise; SV, saco vasculoso; Tel, telencéfalo; TOM, trato olfatério médio.
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Figura 3.
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Figura 3. continuagdo

Fig. 3. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Descri¢@o de cortes histoldgicos no encéfalo do surubim do Paraiba, da regidao
anterior, rostral (a) para regido posterior, caudal (I). Coloracdo com hematoxilina 4cida. a)
Principais subdivisdes do telencéfalo (dorsal e ventral) e seus respectivos nucleos; b-e)

Regido da drea pré-Optica e seus principais nicleos: periventricular e anterior periventricular;
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f-g) Regido do hipotdlamo médio basal, pedinculo hipofisdrio e hipdfise; h-i) Regido do
cérebro médio; j-k) Regido do saco vasculoso; 1) Regido posterior do encéfalo, préximo ao
quarto ventriculo e medula oblonga. AC, comissura anterior; Ce, cerebelo; Dc 1-4,
telencéfalo dorsal nucleo area central; Dd, telencéfalo dorsal area dorsal; Dld, telencéfalo
dorsal drea lateral; Dlp, telencéfalo dorsal area lateral posterior; Dlv, telencéfalo dorsal drea
lateral ventral; DM 2-4, telencéfalo dorsal darea medial; Dp, telencéfalo dorsal drea posterior;
G, camada granular do cerebelo; HaCo, comissura habenular; HBM, hipotdlamo médio
basal; HC, comissura horizontal; IL, lobo inferior; IV, quarto ventriculo; LFB, feixe do
forebrain lateral; M, camada molecular do cerebelo; MB, cérebro médio; NAP, ntcleo
anterior periventricular; NO, nervo 6ptico; NPP, nicleo periventricular; NPT, nicleo tuberal
posterior; NRLI, recesso lateral do niucleo lateral; NSV, nicleo do saco vasculoso; OC,
quiasma 6ptico; PCO, comissura continuacio da legenda: posterior; Pi, hipéfise; POA, drea
pré-optica; POR, recesso pré-optico; PS, pedinculo hipofisario; SCO, 6rgao subcomissural;
Se, sulco externo; SV, saco vasculoso; TEG, tegumento; Tel, telencéfalo; Tlo, torus
longitudinalis; TO, tecto 6ptico; TOM, trato olfatério médio; V, terceiro ventriculo; VCe,
valvula do cerebelo; Vd, telencéfalo ventral nucleo dorsal; VI, telencéfalo ventral nuicleo

lateral; Vv, telencéfalo ventral niicleo drea ventral. Barra: 400pum.
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Figura 4.
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Fig. 4. Steindachneridion parahybae (exemplar no estidio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Reacdes de imuno-histoquimicas (cfGnRH, cfGAP, cGnRH-II, cGAP-II e
LRH;3), no encéfalo do surubim do Paraiba. Regides do hipotdlamo médio basal e cérebro
médio, apresentando neurdnios-ir nestas regides (cabeca de seta). Notar a co-localizagdo entre
cfGnRH-cfGAP (a-d), cGnRH-II-cGAP-II (e-h), e cfGnRH-cfGAP com o anticorpo LRH;3; na
regido do hipotdlamo médio basal (respectivamente, a-d e i-j). b, d, f, h, j) Regides
delimitadas respectivamente em a, c, e, g, i. HBM, hipotdlamo médio basal; MB, cérebro

médio. Barra: 400um (a; c; e; g; i) e 30um (b; d; f; h; j).
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Fig. 5. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Reacdes de imuno-histoquimicas (cfGAP e cGnRH-II), no encéfalo do surubim
do Paraiba. a-c) Regidoes da POA (NPP e NAP) com escassos neurOnios-ir com cfGAP; d-e)
Pequenos e dispersos neuronios-ir (d) distribuidos na regido anterior (telencéfalo ventral) se
comparados com os grandes e numerosos neurdnios-ir observados posteriormente a esta
regido, principalmente no HBM (e). f) Reagdo cruzada com cGnRH-II na regidlo HBM. Os
insets (a-c; f) indicam os neurOnios-ir observados nas regides delimitadas (a-c; f). NAP,

nucleo anterior periventricular; NPP, nucleo periventricular; POA, drea pré-optica; OC,
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quiasma optico. Barra: 400um (a; c; f); 100um (b); 30um (e; insets em f); 10um (d; insets em
a; b; c).
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Fig. 6. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Reagdes de imuno-histoquimicas (cfGAP), no encéfalo do surubim do Paraiba.
Detalhe das fibras-ir em diferentes regides encefdlicas. a) Fibras-ir (cabeca de seta) no TOM
(detalhamento no inset); b) Fibras-ir no NO (detalhamento no inset); ¢) Fibras-ir no OC
(cabeca de seta) e no NPP (detalhamento no insetr); d) Fibras-ir no NAP (detalhamento no
inset); e) Fibras-ir no HBM (detalhamento no inser); f) Fibras-ir no TO (detalhamento no
inset). HBM, hipotdlamo médio basal; NAP, nicleo anterior periventricular; NO, nervo

olfatério; NPP, nicleo periventricular; OC, quiasma 6ptico; POA, drea pré-optica; Tel,
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telencéfalo; TO, tecto 6ptico; TOM, trato olfatério médio. Barra: 400um (a-f); 30um (todos

0s insets).
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Fig. 7. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Reacdes de imuno-histoquimicas (cfGAP e cGAP-II), no encéfalo e na hipdfise
do surubim do Paraiba. Detalhe das fibras-ir em diferentes regides encefdlicas e na hipofise.
a-d) Fibras-ir no HBM, na Pi e no PS. Detalhe das fibras-ir no HBM (b) em direcdo a Pi (c)
pelo PS (c), principalmente na regido da PPD (d); e-f) Fibras-ir no TO (detalhamento no inset)
e préximo ao V com cGAP-II. HBM, hipotdlamo médio basal; Pi, hip6fise; PPD, proximal
pars distalis; PS, pediinculo hipofisario; TO, tecto dptico; V, terceiro ventriculo. Barra:

400um (a; e); 100um (b; ¢); 30um (d; f; inset em e).
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Fig. 8. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Descricdo de cortes histolégicos no encéfalo do surubim do Paraiba, da regido
do 6rgdo subcomissural e reacdes de imuno-histoquimicas (cfGAP e cGAP-II) e controle. a)
Identificacdo do SCO (4rea delimitada). Coloracdo com hematoxilina dcida. b-d) Reacdes de
imuno-histoquimicas com cfGAP (b), cGAP-II (c) e controle (d) na regido do SCO. HBM,
hipotdlamo médio basal; IL, lobo inferior; NRLI, recesso lateral do nucleo lateral; SCO,
6rgdo subcomissural; TO, tecto 6ptico; V, terceiro ventriculo; VCe, valvula do cerebelo.

Barra: 400um (a); 100um (b; d); SOum (c).
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Fig. 9. Steindachneridion parahybae: Esquema de corte sagital do encéfalo do surubim do
Paraiba apresentando a distribuicio dos neurOnios-ir de cfGAP (tridngulo) e cGAP-II
(circulo). Ce, cerebelo; HBM, hipotdlamo médio basal; MB, cérebro médio; MO, medula
oblonga; NAP, nicleo anterior periventricular, NPP, nicleo periventricular; Pi, hipéfise; SV,

saco vasculoso; Tel, telencéfalo; TOM, trato olfatério médio.
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Fig. 10. Steindachneridion parahybae (exemplar no estddio de desenvolvimento gonadal:
vitelogénico): Andlise de Western blot utilizando homogeneizados de encéfalos (linhas, 2, 3, 6
e 7) e hipofises (linhas, 4, 5, 8 e 9) incubados com o anticorpo cfGAP (linhas, 2, 4), anticorpo
cGAP-II (linhas, 6 e 8) e seus respectivos controles para cfGAP para encéfalos e hipdfises
(respectivamente, linhas, 3 e 5) e para cGAP-II para encéfalos e hipé6fises (respectivamente,
linhas, 7 e 9). Marcador molecular padrao (linha 1). A coloracdo com Ponceau S (linha 10) foi
utilizada como controle de qualidade na transferéncia das proteinas para a membrana no
Western blot, e como meio alternativo para imuno-transferéncia, além de normalizador desta

analise. C, controle.
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Figura 11.
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Fig. 11. Steindachneridion parahybae: Densidade Optica de neurOnios-ir para cfGAP no
HBM (a) e cGAP-II no MB (b) durante o ciclo reprodutivo e apds a indu¢do a reproducdo.
Dados sdo apresentados em média + erro padrdao da média. c) Fotomicrografia de neurdnio-ir
com cfGAP. Exemplo de medicdo de densidade dptica (quadrado vermelho) e area nuclear

(circulo preto). Barra: 10um.
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Resumo

O surubim do paraiba, Steindachneridion parahybae (Siluriformes) é um bagre de dgua doce,
endémico da Bacia do Rio Paraiba do Sul e estd criticamente ameacado de extingdo. O
presente estudo teve como objetivo descrever os aspectos macroscopicos das gonadas, da
reproducdo artificial, e da fertilizagdo dos gametas produzidos por reprodutores de S.
parahybae, nascidos e criados (primeira geracdo) em cativeiro. Apesar de ser observada a
mesma localiza¢do abdominal e as caracteristicas macroscépicas das gonadas de Siluriformes
(i.e., testiculos tem a superficie franjada com diferentes tamanhos e formas), o aspecto
macroscopico dos ovdrios apresentou algumas anormalidades de md formacdo ovariana
(desenvolvimento de apenas um lobo ovariano e/ou desenvolvimento ovariano nio uniforme
e/ou ‘“‘estrangulamento” ovariano). Trinta fémeas foram selecionadas por caracteristicas
externas e induzidas a reproducdo artificial em cativeiro. No total, vinte e oito fémeas
responderam a induc¢do hormonal, e a extrusdo dos gametas ocorreu entre oito e dez horas
ap6s a segunda dose hormonal (com aproximadamente 200 horas-grau, 25°C). Foram
liberados em média 238,80 gramas de Ovulos com uma taxa de fertilizacdo baixa, de
aproximadamente 24,33 + 8,35%. Esta baixa produg¢do de ovos obtidos no protocolo de
reproducdo induzida pode ser explicada pelas altera¢cdes morfoldgicas descritas nos ovarios,
que podem estar relacionadas a influéncia do cativeiro no desenvolvimento ovariano e/ou
devido as caracteristicas dos hormoénios utilizados, evidenciando que novos estudos com
diferentes preparagdes hormonais ainda precisam ser testados.

Palavras-chave: ovarios, reproducgao artificial, Rio Paraiba do Sul, surubim do Paraiba
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Abstract

The surubim do Paraiba, Steindachneridion parahybae (Siluriformes) is a freshwater catfish,
endemic to the Paraiba do Sul River Basin and it is critically endangered. This study aimed to
describe macroscopic aspects of the gonads, artificial reproduction, and artificial fertilization
of gametes from S. parahybae broodstock born and raised (first generation) in captivity.
Despite the observation of the same abdominal location and gonad macroscopic
characteristics of Siluriformes (i.e., testes had surface fringes of different sizes and shapes),
the macroscopic appearance of S. parahybae ovaries showed some abnormalities of ovarian
malformation (development of only one lobe of ovarian and/or ovarian development is not
uniform and/or ovarian ‘‘strangulation”). Thirty females were selected by external
characteristics and induced to artificial reproduction in captivity. In total, twenty-eight
females responded to hormonal induction, and hand-stripping of gametes occurred around
eight and ten hours after the second hormone dose (approximately 200 degree-hours at 25°C).
The total amount of gametes released was 238.80g with a low fertilization rate, about 24.33 +
8.35%. This low production of eggs obtained from the induced spawning protocol can be
explained by the morphological modifications described in the ovaries that can be influenced
by the captivity on ovarian development and/or due to characteristics of the hormones used,
suggesting that further studies with different hormonal preparations still need to be tested.

Keywords: artificial reproduction, Paraiba do Sul River, surubim do Paraiba

1. Introducao
Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae), é conhecido como surubim do
Paraiba, considerada como uma espécie migradora (reofilica), endémica da Bacia do Rio
Paraiba do Sul (Garavello, 2005), e por estar na Lista Nacional das Espécies de Peixes
Ameacadas de Extincdo (Caneppele et al., 2008), merece atengdo especial. Recentemente,
esta espécie foi considerada regionalmente extinta no estado de Sao Paulo (Honji er al.,
2009a), no entanto, exemplares de S. parahybae eram comumente capturados em pescarias
comerciais ao longo do Rio Paraiba do Sul durante a década de 1950’s (Machado & Abreu,
1952), o que ndo ocorre mais.

Atualmente, deve-se destacar que esta Bacia merece especial atencdo devido a acdo
antrépica causada pela instalacdo da Companhia Sidertrgica Nacional de Volta Redonda (RJ).
Este impacto é destacado como um dos principais fatores que levaram algumas espécies

endémicas, como S. parahybae (Honji et al., 2009a) e Brycon insignis (Brasil, 2004), a Lista

de Espécies Ameacadas. Adicionalmente, um desastre ecoldgico ocorreu no ano de 2008
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(CRBio02, 2009), no qual, foi constatado o despejo de 8 mil litros de um poderoso pesticida
(endosulfan), o que contaminou grande parte do Rio Pirapetinga, que desagua no rio Paraiba
do Sul e consequentemente a mortalidade de fracdo importante da ictiofauna. Este fato
contribui para uma acgdo urgente de conhecimento da biologia reprodutiva de espécies
ameacadas, para que, principalmente no caso de S. parahybae nao corra o risco de extingao.

Como caracteristica de peixes reofilicos migradores, estas espécies realizam migracoes
reprodutivas, ou seja, a migracdo ¢ necessdaria para o desenvolvimento dos ovérios e
testiculos, maturacao dos gametas e posterior desova, sendo que, o sucesso reprodutivo em
espécies migradoras fica prejudicado quando estes animais sao impedidos de migrar (Mylonas
et al., 2010). Estes problemas ocorrem frequentemente, devido a presenca de obstdculos
artificiais, como as barragens, que diminui ou até mesmo impede a migragdo, e
consequentemente a reproducdo, ou ainda, no confinamento em viveiros de cultivo
(pisciculturas). Além disso, a baixa producdo de ovos observada durante a inducdo artificial
de S. parahybae (Caneppele et al., 2009), se comparado com outras espécies de Siluriformes
(Baldisserotto & Neto, 2005; Campos, 2005), sugerem um estudo especifico nos ovarios
durante o periodo reprodutivo, para que, posteriormente, possa ser investigada a producao de
larvas desta espécie, o que permitird o estabelecimento de um programa adequado de
repovoamento, bem como, uma investigacao de seu potencial para a aquicultura nacional.

Em 2003, a Companhia Energética de Sao Paulo (CESP), incluiu S. parahybae no
programa de conservagao da CESP, sendo que, um dos principais objetivos deste estudo &
fornecer dados bioldgicos para o Programa de Repovoamento de Peixes da Bacia do Rio
Paraiba do Sul (Caneppele et al., 2009). Adicionalmente, a reproducdo artificial com elevado
sucesso na fertilizacdo (nem sempre possivel em programas de repovoamento) € uma das
acoes imediatas para ajudar a conservagdo das espécies ameagadas de extingdo. Desta forma,
objetivou-se a analisar e descrever os aspectos macroscépicos das gonadas de S. parahybae,

durante o processo de reprodugdo induzida de reprodutores nascidos e criados em cativeiro.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Piscicultura da Companhia Energética de Sao Paulo (CESP)
(23° 24’ 53,771 S e 45° 35’ 59,82’ W), localizada no municipio de Paraibuna (Sao Paulo,
Brasil). Em dezembro de 2003, reprodutores de S. parahybae de origem selvagem foram
induzidos a reproducgdo artificial em cativeiro (Caneppele et al., 2009), e todos os animais
produzidos (7.800 alevinos) foram estocados nesta piscicultura da CESP para formacdo de

futuros reprodutores de origem de cativeiro (primeira geracao, F1). Estes animais (F1) foram
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mantidos (2003 — 2009) em viveiros de 200 m* (10 X 20m), e durante este periodo foram
alimentados diariamente “ad libitum” com ragdo comercial extrusada para carnivoros, com
teor de proteina bruta de 40% e granulometria de 6 mm de didmetro (Purina TC 40). Um
maior detalhamento da captura dos reprodutores selvagens e do protocolo de inducdo
hormonal de S. parahybae foram descritos em Caneppele et al., (2009).

No inicio do ano de 2009, estes animais (F1) foram induzidos artificialmente a
reproducgdo na piscicultura da CESP, levando-se em consideragdo o protocolo descrito para S.
parahybae (Caneppele et al., 2009) (Fig. 1). Rapidamente, os animais aptos a reproducdo
foram selecionados no proprio viveiro, observando-se as seguintes caracteristicas: para as
fémeas, foram selecionados os animais que apresentavam o abdome abaulado e a papila
urogenital saliente e avermelhada (Fig. 2a). Adicionalmente, foi realizada uma leve pressao
no abdome das fémeas para verificar a liberacdo dos odcitos. Para a selecdo dos machos,
priorizaram-se 0s animais que liberavam sémen quando eram levemente pressionados na
regido abdominal. Posteriormente, os animais selecionados foram transferidos para os tanques
no laboratério (150 cm X 85 cm X 45 cm), com aproximadamente 575 litros, e foi aplicado o
protocolo estabelecido para S. parahybae.

No total, 30 fémeas (F1) foram utilizadas na inducdo artificial a reproducao, sendo
que, 15 fémeas foram utilizadas na primeira indu¢do hormonal (04/02/2009), e 15 fémeas na
segunda inducdo (09/02/2009). Para a induc¢do da desova, foram utilizadas duas injecOes
intraperitoniais de extrato hipofisario de carpa (cPE) (Fish Braz), dissolvidos em 0,9% de
solucdo de cloreto de s6dio em cada dose (as especificacdes das doses de cada experimento
sdo apresentadas respectivamente nas Tabelas 1 e 2). E importante salientar, que na segunda
dose de cPE (intervalo entre as doses foi de 12 horas), foi administrada também uma dose de
gonadotropina coridnica humana (Pregnyl — Organon) com concentracdes especificadas nas
Tabelas 1 e 2 (von Ihering & Azevedo, 1936; Harvey & Carolsfeld, 1993). No momento em
que as fémeas receberam a segunda dosagem hormonal, os machos receberam uma dose tinica
de 3 mg/kg de cPE. Foram utilizados 2 machos de origem selvagem (Tabelas 1 e 2) em cada
experimento de inducao hormonal.

Apés a ovulacdo, os gametas foram extrusados manualmente e a fertilizacdo foi
realizada a “seco” (von lhering & Azevedo, 1934, 1936). A seguir, os ovos foram transferidos
para incubadoras conicas de 200 litros. A taxa de fertilizacdo foi calculada 6 horas apds a
transferéncia dos ovos para as incubadoras conicas (F = (nimero de ovos fertilizados X 100) /
namero total de ovos) (Vazzoler, 1996). A temperatura da 4gua e a concentracdo de oxigé€nio

foram monitoradas durante a indu¢do hormonal, desde a primeira dose hormonal até o oitavo
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dia apds a desova dos animais. A verificagdo da temperatura ¢ um dado importante para
posteriormente ser calculado o indice “hora-grau” (HG) ou “unidade térmica acumulada”, o
qual indica o periodo exato para se realizar a extrusdao dos gametas dos animais induzidos
(Caneppele et al., 2009). Apds a absor¢do macroscdpica do saco vitelinico, as larvas foram
alimentadas com larvas de lambari (Astyanax altiparanae) e posteriormente com larvas de
curimbatd (Prochilodus lineatus). Logo em seguida, as larvas foram transferidas para os
viveiros de criacdo para o treinamento com ragao comercial.

Adicionalmente, para a caracterizacdo macroscépica das gonadas de S. parahybae em
cativeiro, foram sacrificados trés machos e cinco fémeas antes da inducdo a reproducgio, e
todos os reprodutores induzidos artificialmente apds a extrusdo. Estes animais foram
anestesiados (1,0g de benzocaina, diluida em 100 ml de dlcool 92,6° GL, adicionada em 20L
de 4gua), e sacrificados para a observacio e descricio macroscépica das gonadas. E
importante salientar que todos os procedimentos adotados no presente estudo, para sacrificar
os animais, estdo de acordo com o Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sdo Paulo (Protocolo 072/2008).

3. Resultados e Discussao
Os parametros fisico-quimicos, como por exemplo, temperatura, pH e oxigénio dissolvido,
sdo parametros que podem influenciar na biologia reprodutiva dos animais (Zaniboni-Filho &
Weingartner, 2007), portanto, esses parametros de qualidade de dgua foram acompanhados
neste experimento, € se mostraram préximos aos valores adequados observados para outros
peixes neotropicais (principalmente para as espécies da ordem Siluriformes), como por
exemplo, para o Pimelodus maculatus (Weingartner & Zaniboni-Filho, 2004), Rhamdia
quelen (Baldisserotto & Neto, 2005), Pseudoplatystoma fasciatum (Leonardo et al., 2004) e,
inclusive para o0 mesmo género do surubim do Paraiba, como o S. scripta (Adamante et al.,
2007), para o S. scriptum (Schiitz et al., 2008), e para o S. melanodermatum (Feiden et al.,
2006). Desta forma, os parametros fisico-quimicos monitorados ao longo do experimento nao
mostraram variagdes que possam ter influenciado na reproducdo do surubim do Paraiba, pois
como apresentado, estes parametros estdo dentro da faixa de conforto para as espécies
neotropicais, inclusive para o mesmo género Steindachneridion.

Os ovirios de S. parahybae sdo 6rgaos pares, alongados com a extremidade anterior
terminando em fundo cego, e as extremidades posteriores unidas através de um ducto que
alcanga o poro genital. Os ovarios localizam-se na cavidade abdominal, ventralmente aos rins

e a vesicula gasosa e dorsalmente ao tubo digestdrio, e sdo ligados a parede dorsal do celoma
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pelo mesentério (Fig. 2b). Estas caracteristicas anatomicas estudadas em S. parahybae,
correspondem a maioria das caracteristicas relatadas para outras espécies de Siluriformes
(Romagosa et al., 2003; Leonardo et al., 2004).

Os odcitos liberados durante a selecdo dos reprodutores para a reprodugio artificial
apresentavam-se coloracdo amarelados, ndo adesivos e com média de diametro de 1,10 + 0,10
mm (detalhe na Fig. 2a), dados também semelhantes a outras espécies de Siluriformes
(Leonardo et al., 2004; Campos, 2005; Baldisserotto & Neto, 2005).

Os testiculos (Fig. 2c), também sdo 6rgados pares, localizados na mesma posi¢ao dos
ovdrios na cavidade abdominal e, apresentam um padrdao anatomico caracteristico da maioria
dos Siluriformes, ou seja, a superficie deste 6rgdo apresenta “franjas” de diferentes tamanhos
e formas em toda a superficie, e que variam de acordo com o ciclo reprodutivo (Batlouni et
al., 2006). Morfologia esta, diferente das outras ordens de teledsteos neotropicais que
apresentam superficie lisa ao longo do desenvolvimento testicular.

Uma caracteristica macroscopica observada nos ovarios de S. parahybae, é que em
alguns exemplares o desenvolvimento dos lobos dos ovarios ndo € uniforme (detalhamento
desta diferenca no comprimento ovariano na Fig. 2d), ou seja, um dos lobos do ovirio se
desenvolve mais que o outro (ndo foi observado nenhum padrdo com relagdo ao lobo menos
desenvolvido, ser do lado direito ou esquerdo). Além disso, em alguns animais foi observado
também que um dos lobos do ovério apresentou uma ma formacao (“afunilamento” ovariano
detalhado na Fig. 2e) ao longo do comprimento total, e outros animais apresentaram o
desenvolvimento de apenas um lobo do ovario (Fig. 2f). Estas alteracdes morfoldgicas
sugerem uma hipétese, de que estas alteragdes macroscOpicas observadas nos ovdrios de S.
parahybae possam estar relacionadas a manutencdo no cativeiro, no entanto, a
indisponibilidade de animais selvagens, devido ao estigio ameacado de extincdo da espécie
(Honji et al., 2009a), dificulta a corroboracao desta hipétese.

Considerando-se apenas as fémeas, as caracteristicas externas dos reprodutores, como
por exemplo, o abdome abaulado e papila urogenital saliente e avermelhada, foram critérios
importantes para a selecdo destas fémeas aptas a inducdo hormonal. Adicionalmente, uma
leve pressdo no abdome das fémeas para verificar a liberacdo dos odcitos, também é um
importante critério para verificar a condicao dos reprodutores, pois, esta pequena quantidade
de odcitos pode indicar um melhor diagndstico do tamanho dos odcitos, aparéncia e
principalmente a homogeneidade do didmetro destes gametas (Harvey & Carolsfeld, 1993;
Honji et al., 2009b, 2011). Além disso, o nimero reduzido de fémeas de S. parahybae

disponiveis no presente trabalho é uma situacdo comum encontradas em pisciculturas com
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enfoque em conservacgdo, sendo reflexo das dificuldades na obtencdo de um niimero adequado
de reprodutores devido a redu¢@o da populacdo desta espécie (Honji et al., 2009a).

A Tabela 1 sumariza os dados da primeira tentativa de indugdo realizada com os
animais nascidos e criados em cativeiro (primeira geracdo — F1). A extrusdo a seco ocorreu
em torno de oito horas apds a segunda dose hormonal (ou com aproximadamente 200 horas-
grau, temperatura média de 25°C). Proximo as 200 HG, um aumento da atividade dos animais
foi observado, incluindo um comportamento agressivo dos reprodutores, indicando o
momento da extrusdo. Este valor de HG foi similar ao observado para outras espécies da
ordem Siluriformes, como por exemplo, S. melanodermatum (Ludwig et al., 2005),
Pseudoplatystoma corruscans (Campos, 2005) e R. quelen (Baldisserotto & Neto, 2005).

Na primeira inducdo hormonal de S. parahybae (Tabela 1) foram selecionadas 15
fémeas, das quais, 14 responderam positivamente a indu¢do hormonal, entretanto, a
quantidade de oocitos liberados por fémeas, e a quantidade total final de odcitos liberados
(156,80 gramas), foi muito baixa, se comparado a outras espécies de Siluriformes, como por
exemplo, P. corruscans (Campos, 2005). A tunica fémea que ndo respondeu a inducdo
apresentou uma formacdo ovariana irregular (Fig. 3a), ou seja, com os lobos ovarianos
subdivididos, afunilamento préoximo a papila urogenital, além de um pequeno
desenvolvimento se comparado a outros animais do mesmo lote que apresentaram o
desenvolvimento regular (Fig. 2b). Adicionalmente, apds a primeira dose hormonal, os
animais foram acondicionados em viveiros no laboratério, porém, mantendo-se duas fémeas
por viveiros foi observado um comportamento agressivo, o que ocasionou feridas e
posteriormente uma infeccdo das dreas afetadas (Figs. 3b, c). Outra observagdo
comportamental, é que uma fémea pode ser considerada dominante e a outra € subordinada,
pois apenas uma das fémeas apresentou ferimentos nas dreas afetadas quando acondicionadas
duas fémeas por tanque. Neste caso, nao € recomendado o acondicionamento dos reprodutores
durante a indu¢do hormonal em um mesmo viveiro, devido ao comportamento agressivo dos
reprodutores, que j4 havia sido constatado por Caneppele et al., (2009).

Na segunda reproducio artificial (Tabela 2) foram selecionadas 15 fémeas e apenas 14
animais responderam positivamente a inducdo hormonal. A fémea que ndo respondeu a
indu¢@o hormonal apresentou o mesmo problema relatado anteriormente, ou seja, o exemplar
nao respondeu a indu¢do hormonal provavelmente devido a formacao irregular ovariana e um
afunilamento na por¢do posterior do ovdrio (Fig. 3d). Adicionalmente, a quantidade de
odcitos liberados foi ainda inferior a primeira inducao hormonal (Tabela 2). Neste caso, foram

liberadas 82,00 gramas de odcitos, sendo que, a diferenca de tempo entre as duas reproducdes
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artificiais foi de apenas uma semana. Além disso, o uso combinado de cPE e hCG, utilizado
no presente estudo e em vdrias espécies de “catfish” indicou ser uma estratégia bem sucedida
e consistente para este grupo de teledsteos (Leonardo et al., 2004; Campos, 2005; Mylonas et
al., 2010). Neste caso, estudos adicionais variando as doses hormonais e testando outros
hormoénios na reproducao artificial (como por exemplo, andlogo de hormonio liberador de
gonadotropinas, GnRH-a), precisam ser realizados em S. parahybae. Nesta segunda
reprodugdo ndo ocorreu 0 comportamento agressivo, pois todos os animais foram mantidos
separados em cada viveiro.

Devido ao comportamento agressivo de S. parahybae observado durante a inducao
hormonal, optou-se pela extrusdo dos gametas seguida pela fertilizacdo a seco dos gametas,
no entanto, pode-se observar que a quantidade de odcitos extrusados do surubim do Paraiba é
inferior a espécie congenérica S. melanodermatum (Ludwig et al., 2005), e apresentou uma
taxa de fertilizacdo de apenas 24,33 + 8,35%. Adicionalmente, pode-se observar que ao serem
extrusadas, as fémeas ndo liberaram todos os odcitos, pois a maioria dos animais sacrificados
ap6s a inducdo hormonal apresentavam os ovdrios ainda desenvolvidos e com zonas
hemorrdgicas (Fig. 3e). Uma andlise histologica dos ovarios de S. parahybae poderd
responder outras questdes referentes ao desenvolvimento ovariano.

A inducdo hormonal e o procedimento de extrusdo manual dos odcitos e
espermatozdides podem causar impactos negativos a qualidade dos gametas (Bobe & Labbé,
2010), o que poderia ter influenciado a baixa taxa de fertiliza¢do (primeira e segunda inducao
hormonal), como sugerido para outras espécies de teledsteos (Mylonas et al., 2010). Além do
mais, a extrusdo manual dos gametas ¢ acompanhada de grandes danos causados nos 6rgaos
abdominais dos reprodutores, e ao analisar o aspecto macroscopico dos ovarios destas fémeas
(comparando a primeira e a segunda reproducdo artificial), pode-se observar que muitos
odcitos pareciam estar em atresia, devido a aparéncia macroscépica (Fig. 3f) e varios odcitos
aoresentaram coloracdo esbranquicada (detalhe na Fig. 3f). Esta caracteristica de odcitos
atrésicos apresentados pelos ovarios de S. parahybae também foi observada em outros
Siluriformes, como por exemplo, P. fasciatum (Leonardo et al., 2006), sugerindo também,
que a absor¢do dos odcitos do surubim do Paraiba € um processo rdpido, e que futuramente
serd investigado pelo nosso grupo de pesquisa.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a baixa produc¢do de ovos
obtidos no protocolo de reprodugdo induzida do surubim do Paraiba pode ser explicada pelas
alteracdes morfologicas dos ovdrios aqui apresentadas. Estas alteragdes podem estar

N

relacionadas a influéncia do cativeiro no desenvolvimento ovariano e/ou devido as
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caracteristicas dos hormonios utilizados (hipéfise e hCG), evidenciando que novos estudos
com diferentes preparacdes hormonais ainda precisam ser testados. Além disso, estudos
adicionais, em relacdo a genética dos reprodutores, metabolismo, larvicultura, entre outros,
sd0 necessdrios para se obter uma base regular para o estabelecimento de um programa
adequado de repovoamento desta espécie na Bacia do Paraiba do Sul e tributdrios. Estes
resultados também servem para reforcar a necessidade de se estudar o ciclo reprodutivo desta
espécie em cativeiro, e também podem ser incorporados na conservagdo e reabilitacdo de S.

parahybae em areas impactadas.
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Tabela 1. Steindachneridion parahybae. Dados biométricos e ponderais dos
reprodutores (F1) e protocolo da primeira inducdo hormonal do surubim do Paraiba
induzidos a reproducdo artificial (Data: 04/02/2009). Dados sdo expressos em média +

erro padrao da média.

Reprodutores (primeira Primeira Segunda hCG Oacitos
o dfl’l 30) p N Médiax EPM  dosecPE  dosecPE (o liberados
¢ (mg/kg) (mg/kg) 8 @
massa corporea 5 565 334 11,98 4,50 45,00 2 156.8
R total (g)
Fémeas :
Comprimento 15 33.16 + 0.23
padrdo (cm) T
massa Corporea - 1650,00 + 150,00 3mg/Kg de cPE (dose tinica)
total (g)
Machos -
compnmento 2 41 75 +1.75
padrao (cm) e
Primeira dose 24,6°C e 7,74 mg/L
ﬁzn)lpefat_u{a dadgua  “geounda dose 23,9°C e 8,14 mg/L.
€ 0x1génio = S
dissolvido (mg/L) Extrl.lsao dos gametas (200 HG) 25,0°C e 8,20 mg/L
Média anual 21,33 +£0,38°C e 7,58 + 0,36 mg/L

Tabela 2. Steindachneridion parahybae. Dados biométricos e ponderais dos
reprodutores (F1) e protocolo da segunda indug¢do hormonal do surubim do Paraiba
induzidos a reproducado artificial (Data: 09/02/2009). Dados sdo expressos em média +

erro padrao da média.

. Primeira Segunda Odcitos
izzr;igtores (primeira N Média + EPM dose cPE dose cPE (851(3 ) liberados
(mg/kg)  (mg/kg) ¥ (®
massa corporea s 54893 + 23,28 4,45 44,50 1,5 82.00
total (g)
Fémeas :
COMPrIMENto 5 33 51 4044
padrdo (cm)
igi‘;f?g)corporea 2 1450,00 + 350,00 3mg/Kg de cPE (dose tnica)
Machos :
comprimento ——» - 45 50 42,50
padrio (cm)
Primeira dose 23,0°C e 8,70 mg/L
Temperat.ura Qa dgua Segunda dose 22,6°C e 7,28 mg/L
(°C) e oxigénio
dissolvido (mg/L) Extrusdo dos gametas (200 HG) 23,4°C e 7,64 mg/L

Média anual 21,33 £0,38°C e 7,87 £ 0,42 mg/L
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FIGURAS: CAPITULO 5
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Selegédo dos reprodutores nos viveiros Indugdo hormonal com cPE e hCG

.

Transferéncia dos ovos para incubadora; eclosao;
absorgao do saco vitelinico e alimentagao

Sxogena com larvas forragaires Extrusao por massagem abdominal

Incubadoras: 200L

Transferéncia das larvas para incubadora
de criagao e treinamento alimentar
com ragao comercial

Apos o treinamento alimentar com ragéo
comercial; transferéncia para os viveiros
de crescimento e engorda

viveiros: 180X40X8cm viveiros: 10X20m

Fig. 1: Steindachneridion parahybae. Representacdo esquemdtica do protocolo de indugdo

artificial do surubim do Paraiba na CESP.
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Fig. 2: Steindachneridion parahybae. a) Detalhe da papila genital avermelhada (seta negra) e
abddomen abaulado (seta vermelha) de uma fémea de surubim do Paraiba. Detalhe superior:
odcito fertilizado; b) Caracteristica de um ovario em maturacdo avangada (seta vermelha),
com o desenvolvimento dos lobos com tamanho uniforme; ¢) Caracteristica de um testiculo
“franjado” (seta vermelha) do surubim do Paraiba, caracteristico de Siluriformes; d)
Caracteristica de um ovario com maturacdo avangada (seta vermelha), entretanto, com
desenvolvimento diferenciado no comprimento dos lobos ovarianos (detalhe superior do
desenvolvimento ovariano ndo uniforme); e) Caracteristica de outra ma formacdo (seta

vermelha) observada no ovario do surubim do Paraiba; obstru¢do em um dos lobos (detalhe



Capitulo 5 256

superior); f) Caracteristica do desenvolvimento de apenas um lobo ovariano (seta vermelha)

no surubim do Paraiba (detalhe superior do desenvolvimento diferenciado).
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Fig. 3: Steindachneridion parahybae. a) Fémea de surubim do Paraiba induzida a desova

artificial (primeira reproducdo), que ndo respondeu positivamente a indu¢do hormonal e
apresentou uma md formacgdo ovariana (seta vermelha), além de um afunilamento dos lobos
ovarianos (seta negra) no decorrer do desenvolvimento ovariano € na regido proxima a papila
genital; b, c) Injirias decorrentes do comportamento agressivo dos reprodutores e dreas
afetadas (drea vermelha na regido lateral (b) e dorsal (seta vermelha) e no detalhe no canto
superior (c)); d) Fémea de surubim do Paraiba induzida a reproducdo artificial (segunda
reproducdo), que ndo respondeu positivamente a indu¢do hormonal; e também apresentou
uma formagdo ovariana irregular (seta vermelha) e um afunilamento ovariano (seta preta); e)

Caracteristica de um ovdrio (seta vermelha) apds a inducdo hormonal e extrusdo dos odcitos,
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apresentando zonas hemorragicas; f) Aparéncia macroscépica de um ovario (seta vermelha)
apos a segunda inducdo hormonal, apresentando muitos odcitos com coloracio esbranquigada,

indicando um processo de atresia (detalhe no canto superior).
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Abstract

There are currently many problems with captive-breeding programs for endangered species.
To combat these issues, an increasing number of conservation biologists are incorporating
morphological and physiological research data to help conservation managers in rescue these
endangered species. Steindachneridion parahybae is a freshwater catfish endemic to the
Paraiba do Sul River and is classified as an endangered Neotropical species. To date, very
little of its biology has been studied. This study investigates the embryonic and larval
development of S. parahybae in captivity. Broodstocks were artificially induced to reproduce,
and the extrusion occurred 200-255 degree-hours after hormonal induction at 24°C. Larval
ontogeny was evaluated every 10 minutes under microscopic/stereomicroscopic using fresh
eggs samples. The main embryogenic development stages were identified: cell division
started about 2 minutes after fertilization (AF), the closed blastopore at 12 hours AF, somits
and optic vesicles developed about 20 hours AF, and hatching occured 54 hours AF. Gradual

yolk sac reduction was observed during the first two days of larval development. The first
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feeding occurred at the end of the second day. During the larval phase, we also observed
cannibalism, heterogeneous larval growth and photophobia. This information will be
important in improving the artificial reproduction protocols of S. parahybae in controlled

breeding programs.

Resumo

Existem atualmente muitos problemas com programas de criacdo em cativeiro de espécies
ameacadas de extin¢do. Para combater estes problemas, um nimero crescente de bidlogos
conservacionistas estdo incorporando dados de pesquisas morfoldgicas e fisioldgicas para
ajudar os gestores de conservacdo no resgate destas espécies ameacadas de extingdo.
Steindachneridion parahybae € um bagre de dgua doce, endémico do Rio Paraiba do Sul e é
classificada como espécie neotropical ameacada. Para datar, muito pouco de sua biologia tem
sido estudada. Este estudo investigou o desenvolvimento embriondrio e larval de S.
parahybae em cativeiro. Reprodutores foram artificialmente induzidos a reproducdo e a
extrusdo ocorreu com 200-255 horas-graus apds a indugao hormonal a 24°C. A ontogenia
larval foi avaliada a cada 10 minutos sob microscépio/estereomicroscopio, utilizando-se
amostras de ovos recém coletados. Os principais estidgios de desenvolvimento embriondrio
foram identificados: a divisdo celular iniciou-se aproximadamente 2 minutos apds a
fertilizacao (AF), o fechamento do blastoporo a 12 horas AF, somitos e vesiculas opticas
desenvolveram com aproximadamente 20 horas AF, e a eclosdo ocorreu com cerca de 54
horas AF. Reducdo gradual do saco vitelinico foi observada durante os primeiros dois dias de
desenvolvimento larval. A primeira alimentacdo ocorreu no final do segundo dia. Durante a
fase larval, n6és também observamos canibalismo, crescimento larval heterogéneo e fotofobia.
Estas informagdes serdo importantes para aperfeicoar o protocolo de reproducao artificial em

S. parahybae em programas de reproducio controlada.

Introduction

The teleost order Siluriformes, which includes the largest number of living species, contains
2867 species known as “catfish” (Nelson, 2006). The Neotropical -catfish genus
Steindachneridion within the order Siluriformes, family Pimelodidae (Garavello, 2005), has
six described species: S. parahybae (Steindachner, 1877), S. amblyurum (Eigenmann &
Eigenmann, 1888), S. doceanum (Eigenmann & Eigenmann, 1889), S. scriptum (Miranda
Ribeiro, 1918), S. punctatum (Miranda Ribeiro, 1918), S. melanodermatum (new species).

Little is understood about the reproductive biology of this genus. This lack of knowledge is
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likely because the species within this genus have a naturally restricted environment and are
relatively hard to collect, resulting in a limited number of Steindachneridion species available
for biological studies (Garavello, 2005). Additionally, many of these species are at risk for
extinction because of environmental disturbances that result in the reduction of their natural
habitat (Honji et al., 2009).

The surubim do Paraiba, Steindachneridion parahybae (Fig. 1), is a medium-sized
Neotropical catfish freshwater species endemic to the Paraiba do Sul River Basin and is
critically threatened (Caneppele et al., 2008; Honji et al., 2009). There have been no recent
reports of this species in the southern rivers of the Paraiba do Sul Basin (Sao Paulo, 2008);
however, S. parahybae was commonly captured in the commercial fisheries along the Paraiba
do Sul River during the 1950s (Machado & Abreu, 1952).

There are few studies on the reproductive biology of Brazilian Pimelodidae, although
what has been observed describes the spawning strategies and larvae development of some
species as, Pseudoplatystoma fasciatum and Pseudoplatystoma corruscans (Leonardo et al.,
2004; Campos, 2005, respectively). On the other hand, considering the number of species and
their threatened situation, similar to the genus Steindachneridion, there is little descriptive
information on the early development stages of this genus, and no information is available to
S. parahybae.

Studies on the early development of fish not only yield information on spawning
locations and the development features of the different species, but also allow comparisons
between normal and altered development patterns (i.e., assessing the influence of climate
change). These data will be also of great use in determining the biological changes when the
wild broodstocks are transferred to captivity (Meijide & Guerrero, 2000; Wikelski & Cooke,
2006). Many teleost species have reproductive dysfunction in captivity (Mylonas et al., 2010),
including S. parahybae, which results in problems with the production of fingerlings of native
species in Brazil. Therefore, fish conservationists must investigate embryonic and larval
development to find ideal conditions for the production of fingerlings and to obtain higher
rates of survival in captivity (Honji et al., 2011). Furthermore, the information garnered from
field investigation is essential to ensure the success of conservation programs (Wikelski &
Cooke, 2006). Similarly, conservation efforts in the field could be more successful if
corroborated by captivity studies. Therefore, study of the development of various fish species
in captivity is one of the first steps in helping conservation biologists rescue endangered

species.
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Captivity studies of fish are also applicable to aquaculture. The elucidation of feeding
behavior, prey preferences, the ecology of the larvae of cultured fishes, and the marking of
developmental time-points like yolk sack absorption and mouth opening (which varies among
species) will determine the requirements for exogenous food during larval growth
(Appelbaum & Mcgeer, 1998). For example, the high rate of cannibalism observed in cultured
fishes is frequently due to inadequate larval food and an improper feeding regime,
demonstrating the importance of studying larval development (Appelbaum & Mcgeer, 1998).

The aim of this study was to describe a structural analysis of the morphological events
related to embryogenesis and larval ontogenesis of S. parahybae. We induced spawning in
captive S. parahybae and followed progeny development from oocyte activation until the
beginning of the juvenile period. This study is important in understanding the early
development of genus Steindachneridion in order to contribute to the conservation of this

species.

Material and Methods

This study was performed at the Hydrobiology and Aquaculture Unit of the Energetic
Company of Sdo Paulo State (CESP) located in Paraibuna city, Sdo Paulo State, Brazil
(23°41°39”” S and 45°60°42°” W). This study is also associated with the conservation program
of endangered species of the Paraiba do Sul Basin, undertaken by CESP (Caneppele et al.,
2009). During 2003, fifteen S. parahybae individuals were caught in the Paraiba do Sul River,
near the town of Rio das Flores in the State of Rio de Janeiro (22°13°54°” S and 43°25°15”’
W), and these individuals were brought to the CESP hatchery to induce spawning.
Descriptions of the fishing gear, catch operations and induced spawning of this wild

broodstock were followed in accordance with Caneppele et al. (2009).

Broodstock selection, hormonal induction and spawning

In December 2007 and January 2008, two artificial reproductions were performed using two
females and two males selected on the basis of the typical morphological characteristics of
sexual ripeness, according to the principles previously established for S. parahybae
(Caneppele et al., 2009). Briefly, the females were selected by external characteristics of the
hyperemic genital pore and swollen abdomen. Males were chosen according to the color and
fluidity of milt when the abdominal region was compressed. The protocol for broodstock
selection for artificial reproduction was previously described for the genus Steindachneridion

(Ludwig et al., 2005; Adamante et al., 2007; Caneppele et al., 2009).
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Animals were caught in ponds, transferred to the laboratory, kept in 1,000 L tanks, and
then induced to reproduce by combining carp pituitary extract (CPE; Fish Braz) and human
Chorionic Gonadotropin (hCG; Pregnyl — Organon) in the same application. For the hormonal
induction, the CPE protocol was performed according to methods previously described for S.
parahybae (Caneppele et al., 2009). Two CPE doses (0.6 mg and 5.4 mg of CPE per kg of
body weight, diluted in 0.9% sodium chloride solution) were given to females with a 12 hour
interval between doses. Males were given a single dose at the same time as the females’
second dose; this dose contained 3 mg of CPE per kg and was also diluted in 0.9% sodium
chloride solution. A single dose of hCG application was given to both females and males at
the same time as the second CPE application. The hCG concentration used was 2 IU per kg™’
for females and 1 TU per kg for males. The dosages used in this study and the broodstock’s
weight and length are displayed in Table 1.

After hormone induction, each couple was placed in a glass tank (1,000 L) to facilitate
the observation of their sexual behavior during spawning. The time necessary for gamete
elimination, counted from the second hormone administration until spawning, was calculated
as Accumulated Thermal Unit (ATU), or degree-hours. Subsequently, the gametes from males
and females were stripped in plastic containers and the dry extrusion was carried out. The
oocytes were kept in a bowl, the sperm were added and then the mixture was gently
homogenized. Water was then added for hydration to allow fertilization (according to the
protocol described by Caneppele et al., 2009).

Six hours after the eggs were placed in the conical incubator, the fertility rate was
calculated using the equation F = (number of fertilized eggs x 100) / number of total eggs
(Vazzoler, 1981, 1996). We also measured the temperature and dissolved oxygen every hour
(Horiba — ModU10), and all recorded values were expressed as the mean + standard error of

the mean (M + SEM).

Egg and larval analysis

The main morphological features of each developmental stage were described. The oocytes,
eggs and larvae at each sampling, were measured using a Leica DM 1000 microscope or Leica
S6D stereomicroscope connected Leica DFC295 camera and using a computer image capture
Leica Application Suite professional. Every ten minutes, fresh eggs samples were collected
for analysis and a photographic record was taken until hatching. After hatching, larvae were
sampled at every twenty four hours during the first ten days (at the same hour of day). We

also collected samples at each major macroscopic ontogenetic change, and fixed some eggs
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and larvae in Bouin’s solution for 20-24 hours (depending on the samples size) for routine
histological techniques. Briefly, samples were dehydrated through an ascending series of
increasing concentrations of ethanol, cleared in dimethylbenzene (xylene), and embedded in
Paraplast (Erv-Plast; Erviegas Instrumental Cirdrgico, Sao Paulo, Brasil), and 5 pm thick
sections were stained with hematoxylin-eosin (Behmer et al, 1976). The slides were
examined, and imaged using the Leica microscope and camera.

All eggs and larvae were fixed according to the institutional animal care protocols and
approval (Protocol: 072/2008). Histological slices are preserved in the collection of the
Laboratdrio de Metabolismo e Reproducao de Organismos Aquaticos (LAMEROA), Instituto

de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

Terminology for embryonic development
The nomenclature describing embryonic development and the early larval stages can
sometimes be confusing because of the variety of terms used by different authors. In this
study, we use the nomenclature described by Nakatani et al. (2001) and Richards (2006) to
describe the embryonic and larval development stages:

- Egg stage: the period from fertilization until hatching. In this stage, an egg consists
of a chorion, perivitelinic space and the embryo with a yolk sac observed in the center.

- Larval stage with yolk sac: This stage includes the time from hatching until the start
of the exogenous feeding. The duration of this stage varies widely among fish species.

- Larval stage - exogenous feeding: This stage includes the start of exogenous feeding
and can last for a few days to months (depending on the temperature and species). In this

study, the duration of this stage was established as ten days.

Results

Water quality

The water qualities during the artificial reproduction and embryonic development are shown
in Table 2. The average water temperature and dissolved oxygen concentration during the
artificial hormonal reproduction (first and second doses), spawning season, and annual mean,
respectively, were as follows: 23.75 + 0.75°C and 7.94 + 0.20 mg/l; 23.70 £ 1.10°C and 7.67
+ 1.03 mg/l; 24.13 + 0.47°C and 7.70 + 0.79 mg/l; 21.10 + 0.14°C and 7.58 + 0.36 mg/l.
Furthermore, during the ten first days of the embryonic/larval development the average water

temperature and dissolved oxygen was: 22.40 £ 0.27°C and 7.30 + 0.33 mg/I.



Capitulo 6 266

Broodstock selection, hormonal induction and spawning

The reproductive period of S. parahybae at CESP Fish Farm was during the summer, when
the broodstocks (100% survival) induced to spawning responded positively to the artificial
reproduction. The spawning (by dry method) occurred within 200 - 255 (231 £ 16.25) ATU
(about 24°C), and the fertilization rate was about 69.50 + 10.20% (Table 1).

Egg and larval analysis

Egg stage

Oocytes were yellow, nonadhesive, and ovoid in shape with an average diameter of 1.10 +
0.10 mm (Fig. 2a). After hydration, the average diameter increased to about 1.90 + 0.60 mm
(Fig. 2b). Following spawning and fertilization, it was possible to visualize the poles (animal
and vegetative), the chorion and the perivitelline space. Below, we will describe the stages of
embryogenesis when the eggs were incubated at a temperature of 23.75 + 0.75°C.The time
after fertilization (AF) is reported in parentheses.

The animal pole formed 30 min AF. The first cell division occurred 1 h 20 min AF in
the blastodisc, yielding two blastomeres (Fig. 2c). Four, eight, sixteen, thirty-two and sixty-
four blastomeres (1 h 40 min, 1 h 50 min, 2 h, 2 h 10 min, and 2 h 40 min AF) were the result
of successive divisions during embryogenesis (respectively, Figs. 2d, e, f, g, h).

The initial gastrula (2 h 50 min AF), the final gastrula, and blastopore closure (11 h 20
min AF) could be identified in most embryos (Fig. 3a). Following this period, it was possible
to distinguish between the cranial and caudal regions (14 h 25 min) (Figs. 3b). During
morphogenesis and organogenesis (20 h 10 min AF), the optic vesicles and somites were also
observed. The tail of the embryo (Fig. 3¢) appeared completely free from the yolk sac (25 h
AF), and some contractions in the embryos were observed during this period. Total hatching
(54 h AF) with tail movements yielded a larvae with an average length of 4.30 + 0.70 mm
(Fig. 3d).

Larval stage with yolk sac and larval stage — exogenous feeding
Day 1 (average length 4.00 + 0.70 mm): After hatching (AH), the larvae were still translucent,
and the body was non-pigmented (Fig. 3e). After 23 h AH, we observed a slight reduction in
the yolk sac, the early formation of barbells and that the mouth had not opened yet.

Day 2 (average length 4.60 + 1.20 mm): A reduction in the yolk sac was observed, and

the barbells were more visible (38 h 30 min) (Fig. 3f). Gill development was observed, and
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some larvae, but not all, opened their mouths (40 h AH). Approximately 50 h AH, exogenous
food composed of lambari (Astyanax altiparanae) larvae was offered. At that point, most S.
parahybae larvae had open mouths, eyes with pigmented retinas (Fig. 3g), and an even
smaller yolk sac.

Day 3 (average length 5.40 £ 2.10 mm): Exogenous feeding started by this time, and
we observed that the S. parahybae larvae were completely full of food (about 60 h AH). We
could no longer detect the yolk sac by histological analysis, and the barbells were formed
(Fig. 3h), although we did not observe well marked fins. At this time (about 60 h AH), we
also observed some cannibalism among the S. parahybae larvae (Figs. 4a, b).

Days 4 to 10: at approximately 80 h AH, curimbata (Prochilodus lineatus) larvae were
offered, and we observed intense cannibalism. After 100 h 57 min AH, exogenous feeding
was initiated with a prepared food (a 4:1 mixture of commercial fish food with 45 % of crude
protein and milled fish). Even when curimbata larvae were offered, we observed cannibalism
among S. parahybae larvae (Figs. 4a, b). However, some larvae fed on prepared food (Fig. 4c)
while others fed on curimbatd larvae (Fig. 4d). We also observed that the S. parahybae larvae
displayed photophobia.

After three months, S. parahybae juvenile were an average length of 11.00 + 2.20 cm.
The time scales of the major events in the early development of S. parahybae are shown in

figure 5.

Histological analysis

Ovary samples showed vitellogenic oocytes with central or slightly eccentric nuclei (Fig. 6a)
with small nucleoli. Furthermore, the follicular layers were developed and could be easily
seen even at this level of analysis (Fig. 6a). After fertilization and egg activation (0 m AF), it
was possible to identify the perivitellinic space and the yolk granules (Fig. 6b). The final
gastrula and blastopore closure (11 h 20 min AF) and the differentiation between the cranial
and caudal regions was observed microscopically (Fig. 6c¢).

Day 1 (after hatching): In the cranial region, we could identify the head, attached to
the yolk sac, and the neurocranium. In the caudal region, we could identify the embryonic tail
(Fig. 6d). At 34 h AH, the main structures of the larvae head were identified: eye, operculum,
gill arches, and neurocranium (Fig. 6e). By the end of the second day, we could also identify
the main features of the fish: head, tail, stomach, and others structures (Fig. 6f).

Early on the third day, we did not detect food in the larvae’s stomach, despite the

mouth being open (Fig. 5f). However, at 60 h AH, we could identify all features of the
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digestive system as shown in Figures 6g, h, i (mouth, esophagus, stomach, gut, and other) and

some food in the digestive system (lambari or curimbata larvae).

Discussion

The water quality parameters analyzed in the present study were close to other research’s
which observed embryonic and larval development in other Neotropical species, mainly for
the Siluriformes order, i.e., Pimelodus maculatus, Rhamdia quelen, P. fasciatum (Barcellos et
al., 2004; Leonardo et al., 2004; Weingartner & Zaniboni-Filho, 2004), and fish of the same
genus of S. parahybae, as S. scripta (Adamante et al., 2007), S. scriptum (Schiitz et al., 2008),
and S. melanodermatum (Feiden et al., 2006). Therefore, we believe that the physical and
chemical parameters monitored throughout the experiment did not change the pattern of
embryonic and larval development of surubim do Paraiba.

The ATU values observed in this study were similar to those of other catfish species in
the Pimelodidae family (Weingartner & Zaniboni-Filho, 2004; Campos, 2005), including
other wild broodstocks of S. parahybae in captivity (Caneppele et al., 2009). Furthermore, the
results of spawning induction experiments in S. parahybae from the wild broodstocks
indicated that artificial reproduction is viable although the surubim do Paraiba females release
only a small amounts of eggs (~53g per females) (Caneppele et al., 2009). Using hormonal
induction, we observed a slight increase in the amount of eggs released (~92g per females).
Despite this slight increase, the amount of eggs that was released is below that observed in
other Neotropical catfish (Caneppele et al., 2009).

The small quantity of eggs released during the artificial induction of S. parahybae can
reflect the gonadossomatic index values, which increased during the final gonadal maturation
and were similar after the hormonal induction of domesticated broodstock (unpublished data).
Macroscopic and microscopic analysis of the gonads of S. parahybae may help explain the
small quantity of eggs released. The pattern of oocyte development seems to be synchronic in
groups with multiple spawnings during the reproductive season (unpublished data). This
strategy of multiple spawning was also observed in P. corruscans where females visit the
spawning sites multiple times during the spawning season (November-March) (Godinho et
al., 2007), suggesting that P. corruscans is a multiple spawner.

Hand-stripping, followed by dry gamete fertilization is a good technique for S.
parahybae (Caneppele et al., 2009), and the embryonic and larval development is similar to
other Siluriformes species. The animal pole forms in S. parahybae at about 30 min, which

was similar to P. maculatus at 23.1°C (Luz et al., 2001). In P. maculatus the beginning of
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successive divisions in the animal pole was observed at 40 min AF; 32 blastomere was
observed at 1 h 40 min AF; and the blastopore closed was identified after 5 h 50 min AF (Luz
et al., 2001). These results show that P. maculatus developed faster than S. parahybae. In P.
corruscans the appearance of the animal pole and successive divisions began around 1 h and
high blastula stage occurred within 2 h 50 min AF (at 23.5-25.0°C) (Cardoso et al., 1995),.
The blastopore in S. parahybae closed at 11 h 20 min AF, slightly later than that of P.
corruscans, which occurred after 6 h AF under similar temperatures. Furthermore, the P.
corruscans larvae at 25-26°C displayed blastopore closure at 6 h 30 min AF (Cardoso et al.,
1995). Other Siluriformes species like Heterobranchus longifilis and Clarias gariepinus have
an early embryonic development similar to S. parahybae, indicating that the development of
surubim do Paraiba eggs generally follows that of other fish species, with small differences in
time of development (Legendre & Tcugcls, 1991).

At 11 h 20 min AF, it was possible to distinguish the cranial and caudal region in S.
parahybae. However, in P. corruscans (Cardoso et al., 1995), P. maculatus (Luz et al., 2001),
and Rhamdia hilarii (Godinho et al., 1978), this distinction occurred at 7 h 50 min, 10 h 50
min, and 7 h 30 min AF, respectively, under similar temperature conditions. Furthermore, the
somites and optical vesicle of P. corruscans were visible during this period, but they were not
visible in S. parahybae until 20 h 10 min AF. This result demonstrates the great difference in
embryonic development between species, even those belonging to the same family.

The hatching period of S. parahybae (54 h at 23°C) is later than other Siluriformes
species, such as P. corruscans, which hatched 16 h AF at a temperature of 24.5°C when the
larvae were an average size of 2.51 mm (Nakatani et al., 2001). Similar times were observed
in H. longifilis and C. gariepinus (Legendre & Tcugcls, 1991). P. maculates larvae hatched at
14 h 30 min AF at 25.5 + 0.3°C with the larvae measuring 2.56 + 0.13 mm, or at 12 h AF
when reared at 27.6 £ 1.4°C (Luz et al., 2001). Most fish species which migrate to reproduce
have a rapid embryonic development, i.e., 22 h at 24°C for Prochilodus scrofa (Cavicchioli &
Leonhardt, 1993), 18 h at 25-26°C for Colossoma macropomum, and 22 h at 25-26°C for
Piaractus mesopotamicus (Ribeiro et al., 1994). Interestingly, even though S. parahybae
migrate to mate, their progeny do not develop quickly. The embryonic development time
showed by S. parahybae is similar to or even faster than non-migratory fish species, such as
Hoplias malabaricus and Parauchenipterus galeatus, which hatched 44 h at 24-26.5°C and 64
h at 27-28°C AF, respectively (Sanches et al., 1999, 2001).

During the larval development, adequate levels and intensity of light are required to

optimize growth of many fish species (Boeuf & Bail, 1999). The rapid growth of larvae
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during this period depends upon vision in order to find food, select prey, and avoid predators
(Appelbaum & Mcgeer, 1998; Boeuf & Bail, 1999). In contrast, other species, including
Siluriformes, such as, C. gariepinus (Appelbaum & Mcgeer, 1998), P. maculatus (Luz et al.,
2001), R. quelen (Boeuf & Bail, 1999), Steindachneridion sp. (Feiden et al., 2005, 2006), S.
scriptum (Schiitz et al., 2008), the larvae can feed independent of the vision, because they
show photophobia, having a better development when they are stored in dark or low intensity
light (Appelbaum & Mcgeer, 1998; Schiitz et al., 2008). Furthermore, studies with
Siluriformes species indicate that dark environments also reduce the stress and consequently
improve larval development (Appelbaum & Mcgeer, 1998; Feiden et al., 2005, 2006).
Previous studies of S. parahybae larvae (Caneppele et al., 2009) and this study observe
photophobia in S. parahybae larvae. Therefore, further studies of the influence of light on S.
parahybae larval growth should be performed.

The main problem with the larviculture of neotropical species in Brazilian Fish Farms
(including S. parahybae) is the lack of knowledge about feeding during the larval
development, mainly due to a lack of ecological, behavioral, and ontogenetic studies during
this period. Much larvae mortality is directly related to inadequate feeding practices, which, in
most cases, do not meet the real nutritional needs of larvae (Appelbaum & Mcgeer, 1998).
Although some techniques that use inert feed (starters) are well known and efficient for some
species, many others species do not become accustomed to this management (Kamler, 1992).
Thus, the employment of live food, as performed in the present study is recommended. We
offered live food to S. parahybae larvae at first and transitioned to inert food on the eighth
day. In our study, the surubim do Paraiba larvae accepted this transition period, although we
did observe some cannibalism during this period. Additionally, carnivorous fish larvae do not
have a fully developed gastrointestinal tract and enzymatic activity when exogenous feeding
begins (Dabrowski, 1984). Consequently, these animals are not able to digest inert food. This
fact furthermore suggests that these larvae use the enzymes present in live food for digestion,
in a process known as autolysis (Dabrowski, 1984).

Cannibalistic behavior, present when feeding practices are not adequate, is the main
source of larvae mortality and production decrease in aquaculture. During rearing, which
typically occurs in small ponds in larviculture, the chance of cannibalism is higher because of
a higher density of larvae and a decreased chance of escape from predation (Smith & Reay,
1991). Furthermore, heterogeneous growth in fish larvae is always observed in many teleost,
such as seen in C. gariepinus (Hecht & Pienaar, 1993) and in S. parahybae larvae (Caneppele

et al., 2009) as also evidenced by the present study.
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Cannibalism behavior was observed in 36 of 410 teleost families, with several species
showing this behavior approximately 50 h AF dependent upon temperature (Smith & Reay,
1991; Nelson, 2006). To decrease the intensity of cannibalism, the following techniques can
be applied: increase food availability, maintain shorter intervals of feeding, and lower the
stocking density (Howell et al., 1998). S. parahybae larvae showed a greater growth
homogeneity and survival, with reduced cannibalism, when they were maintained in dark
environment, at low stocking density, and with plenty of food available, ideally live food (fish
prey) followed by inert food (Caneppele et al., 2009). These techniques, applied in the present
study, were also observed in the genus Steindachneridion, such as S. melanodermatum
(Ludwig et al., 2005; Feiden et al., 2006), S. scriptum (Schiitz et al., 2008), and S. scripta
(Adamante et al., 2007) when larvae were started with live food followed by inert food.

Many recent studies have shown the importance of conservation biology in the rescue
of endangered wildlife (Wikelski & Cooke, 2006). There are implications for the conservation
of S. parahybae from the present study. The events in embryonic development and feeding
behavior of fish larvae observed here allow for the development of strategies to obtain success
in larval rearing. For example, a live food diet (forage larvae) in the early days of larval
development and a gradual transition to an artificial diet will increase the survival of larvae.
Since S. parahybae is endangered, this information is critical in contributing to the success of
artificial reproduction programs (Honji et al., 2009). It is our recommendation that immediate
action be taken in order to avoid the extinction of this species in the Paraiba do Sul Basin.

The main threats to S. parahybae are the construction of dams, riparian habitat
destruction, water pollution and fishing (Honji et al., 2009). Since 2003, CESP has conducted
research on the biology of S. parahybae, including the maintenance of broodstocks and
successful larval rearing, in order to ensure the conservation of this species. Furthermore, the
first step in the study of any species is to obtain knowledge of the embryonic and larval
stages. This knowledge allows for morphological and physiological understanding of the
species and helps to control the period of the larvae vulnerability. With information about
appearance of organs, their functionality and their exact time of emergence, it is possible to
establish management protocols and specific food recommendations for this critical phase.
This is information is even more important in this study, because is the first characterize S.
parahybae development, considering the status of conservation, i.e., listed in the Brazilian red
list (Caneppele et al., 2009), and regionally extinct in the Sao Paulo State (Sao Paulo, 2008;
Honji et al., 2009).
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In conclusion, this study investigated the ontogeny and organogenesis of early
development of S. parahybae. These data provide information that can be used to improve
feeding protocols and to establish specific conservation management for this endangered
catfish. Our data, together with the findings previously described by Caneppele et al. (2009),
contribute to the recovery of this threatened species by giving biological tools to conservation

biologists and aquatic physiologists to predict and solve future problems.
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Table 1. Steindachneridion parahybae reproduction at CESP Fish Farm during their

reproductive periods (December/2007 and January/2008). Data are presented as the

mean + standard error of the mean.

. hCG First CPE Second CPE  Eggs spawned

Animals N Mean + SD (Ukg) dose (mg/kg) dose (mgkg)  weight (g)
Total weight (g) 2025.00 £ 319.83

Females 8 2 0.60 5.40 92.20 +29.99
Total length (cm) 55.75£2.32
Total weight (g) 1675.00 = 209.66

Males 8 1 - 3.00
Total length (cm) 53.00£2.12

Interval between doses 12 hours

Accumulated thermal unit (ATU)

200 — 255 (231 + 16.25)

Fertilization rate

69.50 £10.20 %

Table 2. Water quality during the period of artificial reproduction at CESP Fish Farm.

Data are presented as the mean + standard error of the mean.

Period of artificial reproduction temp;/yae}[tjerre (°C) Dissol(\r/neg/ff ygen
First injection (0.6 mg CPE/kQ) 23.75x0.75 7.94 £0.20
Second injection (5.40 mg CPE/kg) 23.70x1.10 7.67 £1.03
Spawning 24.13 £ 0.47 7.70£0.79
Ten first days 2240 £0.27 7.30 + 0.33
Annual mean 21.10+£0.14 7.58 + 0.36
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Fig. 1 Dorsal, lateral and ventral views of Steindachneridion parahybae. Broodstock female,

52 cm total length, Paraiba do Sul Basin, Paraibuna, Sdo Paulo State, Brazil.
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Fig. 2 Macroscopic aspects of embryonic development of Steindachneridion parahybae. a)

oocyte extruded (just after spawning and before fertilization) — 1.10 = 0.10 mm; b) egg
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hydrated soon after fertilization (time zero AF) — 1.90 £+ 0.60 mm; c) two blastomeres (1 h 20
min AF); d) four blastomeres (1 h 40 min AF); e) eight blastomeres (1 h 50 min AF); f)
sixteen blastomeres (2 h AF); g) thirty-two blastomeres (2 h 10 min AF); h) sixty-four
blastomeres (2 h 40 min AF). Bars: (c-h) 1 cm.
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Fig. 3 Macroscopic aspects of embryonic and larval development of Steindachneridion

parahybae. a) final gastrula and blastopore closure (11 h 20 min AF); b) differentiation of



Capitulo 6 288

embryonic layers, the head (arrowhead) and the tail (14 h 25 min AF); c) complete
development and the tail release (arrowhead) (25 h AF); d) hatching (time zero AH) — 4.30 £
0.70 mm (54 h); e) after hatching, the larvae are still translucent with a non-pigmented body;
f) early formation of barbells (arrowhead) (38 h 30 min AH); g) larvae with opened mouth
were observed although exogenous feeding had not yet been observed (50 h AH); h) larvae

fully developed (all structures) with barbells (arrowhead) (60 h AH). Bars: (a-h) 1 cm.
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Fig. 4 Macroscopic aspects of larval development of Steindachneridion parahybae. a, b)
detail of cannibalism among the surubim larvae (preyed larvae, arrowhead) (60 h AH); c)
exogenous feeding with prepared food (arrowhead) (100 h 57 min AH); d) exogenous feeding
of S. parahybae (arrow) with Prochilodus lineatus larvae (arrowhead) (100 h 57 min AH).
Bars: (a-g) 1 cm.
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Fig. 5 Steindachneridion parahybae: major events during ontogeny of surubim do Paraiba

larvae.
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Fig. 6 Main features of oocytes and the phases of embryonic and larval development of

Steindachneridion parahybae. a) Oocyte extruded just before the fertilization: showing the

follicular layers (arrow), yolk granules (VtG), and nucleus (Nu); b) Egg hydrated,
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immediately after spawning and fertilization (time zero AF): showing the yolk granules (VtG)
and perivitelline space (Ps); c¢) Final gastrula and blastopore closure — followed by embryo
(Em) differentiation of head (He), tail (Ta) and yolk sac (Ys) inside the perivitelline space
(Ps); d) Hatching (time zero AH): showing the neurocranium (N), tail (Ta), yolk sac (Ys), and
oral cavity (Oc); e) Detail of the head (He) — showing the main structures of He:
neurocranium (N), eyes (E), operculum (O), gill arches (Ga), and yolk sac (Ys); f) Opened
mouth (M); g, h, i) the main structures of the larvae were developed: neurocranium (N), gill
arches (Ga), stomach (S) esophagus (Es) and operculum (O); g, h, i) Details of the digestive
system: eyes (E); esophagus (Es); gut (G); heart (H); liver (L); mouth (M); neurocranium (N);
stomach (S). Bars: (a, b, e, g, h, 1) 100 um; (c, d, f) 400 um.
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Eixo hipotalamo-hipéfise-gonadas de Steindachneridion parahybae (Siluriformes:
Pimelodidae).

Steindachneridion parahybae ¢ um bagre de tamanho médio, potamdédromo (reofilico),
icti6fago, e endémico da bacia do Paraiba do Sul (Garavello, 2005). Esta Bacia € isolada
geograficamente, localizada no sudeste do Brasil (20°26° e 23°39’S e 41° e 46°30°W), e na
década de 50’s, alguns registros de captura desta espécie, em torno de 1000 kg/ano sdo
observados na literatura (Machado & Abreu, 1952), por outro lado, hoje em dia, ndao ha
registro de captura desta espécie no Estado de Sao Paulo (Sao Paulo, 2008). Eventos como as
construgdes de barragens (principalmente no Rio Paraiba do Sul), que bloqueiam a migracao
reprodutiva de S. parahybae e agem como uma barreira para a sua dispersao; a destruicdo de
seu habitat natural; e o aumento da poluicdo da 4gua, devido principalmente ao grande
desenvolvimento industrial na regido, e a pesca predatdria, levaram S. parahybae a lista de
espécies seriamente ameagada de extincdo (Honji et al., 2009).

De acordo com Hilsdorf & Petrere (2002), poucas populacdes selvagens de S.
parahybae existem ao norte da Bacia do Paraiba do Sul, e desde 2003, a CESP apdia um
programa de repovoamento desta espécie na Bacia, principalmente no Rio Paraiba do Sul
(Caneppele et al., 2004; CESP, 2006). O esforco de pescarias ndo comerciais, financiado pelo
programa governamental (ANEEL, 2006), auxilia na captura de reprodutores selvagens e
transferéncia destes para o cativeiro (pisciculturas da CESP). No entanto, a captura de S.
parahybae no ambiente natural é restrita e relativamente dificil, resultando em um nimero
limitado de espécimes disponiveis para os estudos (Danilo Caneppele, comunicagdo pessoall),
0 que torna, a biologia de S. parahybae pouco compreendida.

Importantes espécies para a aquicultura comercial mundial, como por exemplo,
Anguilla spp., Epinephelus spp., Thunnus spp., Seriola spp., entre outras espécies (Ottolenghi
et al., 2004), ainda dependem da coleta de reprodutores e juvenis no ambiente natural e,
posterior, na transferéncia para o cativeiro (Mylonas et al., 2010). Todavia, esta passagem dos
reprodutores do ambiente natural para o cativeiro é acompanhada por disfun¢des reprodutivas,
ou seja, estes animais ndo apresentam uma reproducdo espontanea, sendo necessiria uma
manipulacdo ambiental e/ou hormonal para que estas se reproduzam artificialmente em
operacgdes de cultivo (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010), e/ou ainda apresentam,

uma baixa qualidade dos gametas (odcitos e espermatozdides) (Brooks et al., 1997; Bobe &

! Danilo Caneppele — Biélogo responsével pela piscicultura da Companhia Energética de Sdo

Paulo (CESP), unidade de Paraibuna, Sao Paulo (SP), Brasil.
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Labbé, 2010; Schulz et al., 2010). Em cativeiro, S. parahybae também apresentou disfuncdes
reprodutivas, principalmente as fémeas quando sdo submetidas ao sistema de cultivo. Estes
animais nao apresentaram a maturacao final dos odcitos e ovulagado, o que justifica a auséncia
de desova espontidnea em cativeiro. Adicionalmente, segundo Caneppele et al. (2009) que
reportam pela primeira vez a reproducao de S. parahybae de origem selvagem em cativeiro,
as fémeas de surubim do Paraiba liberam uma quantidade inferior de odcitos se comparadas a
outras espécies de Siluriformes.

Dentro deste contexto, quando S. parahybae estd em condicdes de cultivo em
cativeiro, além de apresentar uma disfun¢do reprodutiva (bloqueio na maturacido final,
ovulacdo e desova), estes animais aparentemente apresentam uma baixa quantidade e/ou
qualidade nos gametas. Estes fatos ressaltam a importancia de aumentar o conhecimento sobre
0s processos neurais € hormonais que controlam a atividade reprodutiva desta espécie,
principalmente em relagdo ao eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadas (H-H-G) em fémeas, que foi
aqui investigado.

Nossos estudos demonstram claramente que no sistema encefélico de S. parahybae sao
encontradas duas diferentes formas de GnRH, a forma catfish GnRH (cfGnRH) e a forma
chicken-1I GnRH (cGnRH-II). A distribuicdo de neurdnios de cfGnRH foi identificada em
toda regido ventral do telencéfalo e nas principais dreas do diencéfalo e os neurdnios de
c¢GnRH-II foram observados na regido do tegumento do cérebro médio, préximo ao terceiro
ventriculo, eventualmente associados aos vasos sanguineos. Adicionalmente, escassos e
pequenos neurdnios imunoreativos (ir) dispersos na regido anterior do telencéfalo ventral
foram identificados, ao contrdrio dos maiores € numerosos neuronios-ir observados na regiao
posterior, principalmente no hipotdlamo médio basal. Além disso, os neuroénios de cfGnRH
estdo intimamente relacionados com a modulacao da atividade da hipdfise, que ao contrario
dos neurdnios de cGnRH-II (que nao inervam a glandula hipofisdria), provavelmente estdo
relacionados com a neuromodulacdo e/ou comportamento reprodutivo em S. parahybae. Do
mesmo modo, os nossos resultados mostram alteragdes dos neurdnios-ir de cfGnRH durante o
ciclo reprodutivo e apds a inducao a reprodugdo em cativeiro, sugerindo que o insucesso na
reproducdo em cativeiro seja devido a alguma disfun¢do enddécrina desta forma de GnRH,
especialmente pela modulacdo do GnRH na sintese e/ou liberacdo de gonadotropinas (GtHs),
principalmente do hormonio luteinizante (LH).

No que tange as células hipofisarias de S. parahybae, os nossos resultados
caracterizaram as diferentes células da adeno-hipdfise e forneceram uma base para futuros

estudos sobre o controle hormonal de diferentes processos fisiolégicos e comportamentais em
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teledsteos Neotropicais, mais especificamente nos bagres. Considerando que ambas as
gonadotropinas, FSH (hormoénio foliculo estimulante) e LH, possuem um papel significativo
na regulacdo da maturac@o ovariana em S. parahybae, e a disfun¢ao reprodutiva desta espécie
em cativeiro ocorre na maturacdo final e ovulacdo, mais uma vez, esta disfuncdo é
provavelmente devido a uma falha no estimulo da sintese e/ou liberacdo de LH. As anélises
histolégicas dos ovdrios, adicionadas as andlises das GtHs, permitem concluir que durante o
ciclo reprodutivo de S. parahybae os odcitos desta espécie, mesmo em condi¢des de cultivo,
apresentam um crescimento primdrio e secunddrio satisfatorios, ou seja, indicando que o FSH
provavelmente foi sintetizado e liberado de forma suficiente para promover a vitelogénese.
Além disso, as variagdes observadas nos hormonios da familia do hormonio de crescimento,
hormoénio de crescimento (GH), prolactina (PRL) e somatolactina (SL) durante o ciclo
reprodutivo de S. parahybae, sugerem que estes hormonios estdo envolvidos indiretamente
nos processos reprodutivos e pode ter um papel fisiolégico na regula¢do e/ou na modulacio
de mecanismos associados a reprodugdo, ou seja, no status reprodutivo do surubim do
Paraiba.

Os perfis plasmaticos de 17B-estradiol (E;) e testosterona (T) durante o ciclo
reprodutivo de S. parahybae apresentaram papéis fundamentais no desenvolvimento oocitario
e parece que estes esteroides sexuais ndo estdo envolvidos no bloqueio da reproducdo em
espécies migradoras de telesteos quando submetidos ao cativeiro. Por outro lado, os valores
de 170-hidroxiprogesterona (170-OHP) durante o ciclo reprodutivo e apds a inducdo a
reproducdo, sugerem que a falha na maturacdo final, ovulagdo e desova esteja relacionada
com uma disfun¢do nos progestdgenos, principalmente no /7a, 20f-dihydroxy-4-pregnen-3-
one (MIS). Desta forma, o desenvolvimento de protocolos de imunoensaios para o MIS, para
espécies reofilicas pode ser uma ferramenta valiosa para o entendimento desta (s) disfuncao
(0es) da reproducdo. Adicionalmente, a concentragao do andrégeno 11-cetotestosterona (11-
KT) em S. parahybae variou durante o ciclo reprodutivo, com maior valor no estddio
vitelogénico e nas fémeas induzidas a reproduc¢ado, sugerindo um envolvimento deste esterdide
durante a reprodugdo do surubim do Paraiba. No entanto, o sitio de sintese (provavelmente
nas células foliculares), o sitio de ac¢do e a (s) possivel (is) fun¢do (6es) ainda permanece (m)
desconhecido (s).

Dentro deste contexto, o FSH durante o ciclo reprodutivo de S. parahybae
aparentemente apresentou um perfil de sintese e liberacao de forma satisfatéria, uma vez que,
o FSH estimulou a sintese e liberacdo E, de forma suficiente para promover a vitelogénese no

surubim do Paraiba, que foi constatado também nos ovarios, pois foi identificada a presenca
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de varios odcitos vitelogénicos. No entanto, os nossos estudos identificaram uma falha na
maturacao final, ovulagdo e desova em S. parahybae quando as fémeas sofrem condi¢des de
cultivo, provavelmente devido a uma disfuncdo no MIS. Este progestdgeno ¢ modulado pelo
LH e nossos resultados indicam que o LH, nos animais no estddio vitelogénico ndo foi
sintetizado e/ou liberado de forma satisfatoria para induzir a conversao de 17a-OHP em MIS.
Por outro lado, os nossos dados (andlise semiquantitativa) sugerem que o cfGnRH,
responsavel pela modulacdo de LH, € sintetizado no estadio vitelogénico, mas diminui nos
animais induzidos a reproducgdo, indicando que o cfGnRH nido foi sintetizado/liberado em
quantidade suficiente.

Em sintese, esses dados fornecem subsidios para o aperfeicoamento do método de
reprodugdo induzida do surubim do Paraiba em pisciculturas de conservacdo, contribuindo
assim para um melhor desempenho reprodutivo dessa espécie em cativeiro, o que auxiliard no
programa de repovoamento da Bacia do Rio Paraiba do Sul e seus tributdrios. Além disso, o
conhecimento do desenvolvimento embrionério da espécie serd importante como base para
que o manejo durante a fase larval seja aperfeicoado, principalmente considerando-se a
cronologia dos principais eventos que influenciam na sobrevivéncia das larvas de peixes
carnivoros, como o fechamento do bastoporo, reabsor¢do do saco vitelinico e abertura da
boca. Adicionalmente, o completo entendimento do eixo hipotadlamo-hipéfise-gonadas, assim
como as enzimas envolvidas nas vias esteroidogénicas, i.e., 20B-hidroxiesterdide
desidrogenase; e outros componentes que podem interferir (estimulando e/ou inibindo) este
eixo, como por exemplo, melatonina, kisspeptina, dopamina, entre outros neuromoduladores e
neurotransmissores, podem auxiliar nos protocolos de indugdo artificial a reprodugdo,

processo essencial na piscicultura de conservacao, inclusive para S. parahybae.
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