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Resumo

Entender a dindmica e os eventos reprodutivos de cada espécie € essencial para
o controle e melhoria da reprodugdo em cativeiro. O surubim do Iguagu faz parte
um programa de repovoamento do rio Iguagu e suas proles provém de
reprodugao induzida, porém aspectos basicos de sua biologia reprodutiva, como
idade em que acontece o primeiro ciclo de reproducdo e o0s meses que
representam o periodo reprodutivo, sdo desconhecidos ou pouco explorados. O
trabalho foi conduzido a fim de levantar informagcées a respeito do
desenvolvimento reprodutivo da espécie, em uma populagdo de cativeiro. Foram
utilizados peixes juvenis (n=154), machos e fémeas, a partir de um ano de idade
que foram acompanhados, mensalmente, durante 24 e 36 meses,
respectivamente. Foram avaliados parametros referentes ao desenvolvimento
gonadal, alteragdes celulares e flutuacdo de esteroides sexuais (estradiol e
testosterona) ao longo do tempo. Nas condigbes do experimento, 0s animais
apresentaram crescimento corporal e ganho de peso gradual. Fémeas
apresentaram desenvolvimento sexual tardio e permaneceram imaturas até 48
meses (4 anos de idade). Observou-se o desenvolvimento celular e alteragao nos
niveis de esteroides, que acompanharam os picos verificados para os machos. Os
machos apresentaram ciclo reprodutivo do primeiro para o segundo ano de vida e
todas as fases reprodutivas foram observadas. O padrdo de desenvolvimento
gonadal, aliado as modificacbes celulares e flutuacdo de esteroides indica o

periodo reprodutivo dos machos nos meses de setembro a novembro (primavera).

Palavras- chave: espermatozoide, esteroides plasmaticos, morfologia de
gbnadas, morfometria de ovdcitos
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Abstract

Understand events and reproductive dynamics is essential for the appropriate
management and control of reproductive function in captivity. The species,
—grubim do Iguagu” is include in Iguagu river reintroduction programs and
offspring’s were obtain by induce spawning, but reproductive biology aspects, as
first maturation age and reproductive season are lower explored or no available.
The research was realized to provide information about surubim’s reproductive
development, in captive conditions. Were evaluated juvenile individuals, with one
year old, every month due 24 and 36 months, to male and female, respectively.
Were evaluated gonad developments, cell modifications and steroids fluctuations
(estradiol and testosterone), during all experimental time. The fish showed
gradative growth and weight gain. Female present slow sexual development and
stay in immature status after 48 months (4 years age). Cellular modifications and
steroids elevation levels were verified, and peaked of steroids occur in same time
of male peaked. Male showed reproductive cycle with two years old and all
reproductive phases of were observed. The gonadal development with to cellular
changes and steroids fluctuation indicates the breeding season the males in the

months from September to November (spring).

Key- Words: spermatozoa, plasma steroids, gonad morphology, oocyte
morphometry

- ]
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Introducao

A reproducdo € um processo complexo e a interacdo do animal com o
ambiente resulta em alteragdes fisioldgicas diversas (Kim et al., 2006), cujas
respostas determinam as estratégias reprodutivas e o sucesso da reprodugao nas

diferentes espécies.

Mediadas pelo eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada, os estimulos para a
reproducao iniciam-se pela liberacdo do horménio liberador de gonadotropinas
(GnRH), pelo hipotalamo (Kim et al., 2006), diretamente sobre a hipdfise. Esta
secreta uma série de hormdnios que atuam como fatores-chave para a regulagao

da reprodugéo (Swason et al., 2003).

O horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH) séo
importantes gonadotropinas secretadas durante o ciclo reprodutivo (Levavi-Sivan
et al., 2010). Por transporte sanguineo chegam as génadas e em ambos 0s sexos
desempenham dupla funcédo: desenvolvimento de células germinativas e

producao de esteroides (Hafez et al., 2004).

Os esteroides sdo importantes agentes metabdlicos que atuam sobre os
mais diversos aspectos. Em humanos, tem sido relacionados a manutencéo de
cartilagens e ossos (Wolff et al., 2012), ganho de massa muscular (Ignacio et al.,
2009) e até mesmo com mecanismos neurocognitivos ligados a memdria
(Colciago et al., 2015). Nos peixes, sua influéncia é relatada sobre o crescimento

(Cleveland e Weber, 2015) e sobre a reproducao (Munakata e Kobayashi, 2010).

Os androgenos estdao envolvidos com a proliferacdo celular e
espermatogénese (Miura e Miura, 2003), inicio da puberdade e maturagao
espermatica (Schulz et al.,, 2010), além de atuarem sobre o comportamento
reprodutivo (Munakata e Kobayashi, 2010) e sobre a regulagao da via em nivel de
hipotalamo e hipdfise (Schulz e Goss, 1999). Os estrogenos sao relacionados a
processos de proliferagao celular (Schulz e Miura, 2002) e sdo especialmente
citados no processo de ovogénese, no qual o estradiol circulante age no figado
estimulando a producdo de vitelogenina, que € incorporada nos ovocitos em

desenvolvimento (Tyler e Sumpter, 1996; Lubzens et al., 2010).
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As mudancas no perfil de esteroides sexuais ao longo do ciclo reprodutivo
podem ser evidenciadas e utilizadas como indicadores de atividade reprodutiva,
tanto para machos (Degani et al., 1998; Barcellos et al., 2002) quanto para as
fémeas de peixes (Barcellos et al., 2001; Arantes et al., 2010). Devido a
integracdo dos processos fisioldgicos envolvidos com a reproducdo, a agao dos
horménios se reflete diretamente sobre o desenvolvimento das gbnadas
(Munakata e Kobayashi, 2010), que é dependente da modificagdo das células

germinativas (Grier e LoNostro, 2000; Brown-Peterson et al., 2002).

As alteragdes celulares refletem-se sob os aspectos morfolégicos das
gbnadas, de maneira que estudos sobre a biologia reprodutiva em peixes de agua
doce sé&o tradicionalmente realizados macroscopicamente e a observagcdo de
alteragdes de forma, de tamanho, de cor e de textura das gbnadas sao utilizadas
como parametros para a classificagdo dos estagios de maturagdo dos
reprodutores (Vazzoler, 1996; Andrade et al., 2010). Ainda, a observacdao do
epitélio germinativo permite a verificagdo dos estagios de desenvolvimento celular
nos ovarios e testiculos, promovendo a caracterizacdo de fases reprodutivas
durante o ciclo reprodutivo dos peixes. Para fins de classificagcao, e com base nas
modificagdes no epitélio germinativo, os animais s&o distribuidos em cinco fases:
imaturos, em desenvolvimento, aptos a liberar gametas, em regressao e em
regeneracao (Brown-Peterson et al., 2011). Escala suficientemente flexivel para

ser utilizada nas espécies neotropicais (Wildner et al., 2013).

Outras ferramentas de analise podem ser importantes para entender a
dinamica reprodutiva nas diferentes espécies. A histomorfometria € usada para
estudos em mamiferos e avaliacbes relacionadas a reproducao incluem a
quantificacdo do didmetro dos tubulos seminiferos (Pereira et al., 2012; Morais et
al., 2013) e altura do epitélio testicular (Babei et al., 2012). Em peixes, as
aplicagdes estdo relacionadas a quantificacdo de tipos celulares nos machos
(Alvarenga e Franga, 2009) e a medi¢cao do didmetro dos ovécitos nas fémeas,
realizada em amostras obtidas por bidpsias ou extrusdo mecanica (Romagosa et
al., 2001). Ja a descricdo de células em microscopia eletrbnica permite a
compreensao de eventos de formagao de foliculos ovarianos (Quagio-Grassiotto

et al., 2011) e caracteristicas dos ovécitos (Brasil, 2001; Romagosa et al., 2001),
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evolucao e diferenciacdo de células germinativas masculinas (Quagio-Grassiotto
et al., 2003; Batlouni et al.,, 2006), caracterizagdo e classificacdo de células
espermaticas (Quagio-Grassiotto et al., 2005), bem como avaliagdo de qualidade
de espermatozoides (Viveiros et al., 2011) e evidéncias dos eventos de

fecundacgao (Brasil et al., 2002).

Independente dos métodos utilizados para avaliacdo, as caracteristicas
reprodutivas sao importantes aspectos a serem considerados quando o objetivo &
a manutengao de espécies fora de seu ambiente de origem. Nas condi¢cbes de
cativeiro o processo de reproducdo natural, muitas vezes, ndo se completa
(Mylonas et al., 2010) e disfungdes reprodutivas sao relatadas para machos e
fémeas (revisdo em Zohar e Mylonas, 2001), o que tornam relevantes os estudos

relacionados a dinamica reprodutiva das espécies de peixes.

O animal em estudo é o surubim do Iguacgu. Esta espécie foi descrita pela
primeira vez como Steindachneridion sp (Garavello, 1991 apud Sereia, 2010) e é
uma espécie endémica do rio Iguagu. Na revisdo do género, que aconteceu em
2005, essa foi descrita como Steindachneridion melanodermatum por Garavello
(2005). A espécie foi caracterizada como migradora de longa distancia (Suzuki et
al., 2003), mas devido aos represamentos sua distribuicdo esta restrita aos

trechos entre usinas hidrelétricas ao longo do rio Iguacu (Garavello, 2005).

A taxa de captura desta espécie é baixa (Daga e Gubiani, 2012), sendo
que esta incluida no programa de repovoamento do rio Iguagu desde 1996
(Ludwig et al., 2005). As reproducdes neste programa acontecem entre os meses
de novembro a fevereiro (meses mais quentes), sugerindo pico reprodutivo desta
espécie neste periodo. Contudo, sem outras informagdes, os animais utilizados
para a reproducéo sao selecionados em virtude do comprimento e do peso, sendo
amostrados aqueles peixes maiores que 30cm, de comprimento padrdo, e com

peso superior a 1kg (Ludwig et al., 2005).

Estudos relacionados a espécie dizem respeito ao desenvolvimento inicial
de larvas (Sant'anna, 2009; Sereia, 2010) e caracterizagdo seminal (Sant’anna,
2009; Marcos, 2012). A espécie também tem sido alvo de estudos que visam sua

exploragao comercial, devido ao seu porte e por apresentar resultados positivos
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em cultivos experimentais (Feiden et al., 2006; Bittencourt et al., 2009; Sary,
2014).

Apesar de a reproducao artificial do surubim do Iguagu ocorrer de maneira
relativamente satisfatéria (Ludwig et al., 2005), a idade de primeira maturacéo, a
dindmica do desenvolvimento gonadal e as variagbes que correspondem ao ciclo
reprodutivo da espécie ndo foram exploradas. Caracteristicas que poderiam
contribuir para 0 manejo adequado dos reprodutores e otimizar o processo de

produgao de ovos e larvas.

Levando em consideracado os diversos aspectos que envolvem os eventos
reprodutivos, o objetivo do trabalho foi acompanhar o desenvolvimento de uma
populagdo de juvenis de surubim do Iguagu, em condi¢cdes de cativeiro, através

da analise mensal de parametros reprodutivos.

Para tal, modificagbes macroscopicas das gbnadas, descricdo das
caracteristicas e alteracbes morfolégicas nas células germinativas e a
quantificacdo de esteroides plasmaticos, em machos e fémeas, foram avaliadas a
fim de verificar a ocorréncia de ciclo reprodutivo e indicar o periodo (meses) em
que os animais estdo preparados para responder de maneira mais eficiente aos
estimulos para a reproducgao, natural e/ou artificial. Além disso, com vistas a
caracterizagdo seminal, procedeu-se a analise estrutural e ultra-estrutural dos

gametas masculinos.
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Material e métodos

Amostragem

Os animais utilizados no estudo foram provenientes de reprodugéo artificial
e obtidos por meio de doacéo da Estagdo Experimental de Estudos Ictiologicos da
Companhia Paranaense de Energia Elétrica (EEEI- COPEL), pelo programa de

repovoamento do rio Iguagu.

Os peixes foram transferidos, com seis meses de idade, para o Instituto de
Pesquisa em Aquicultura Ambiental (InPAA), da Universidade Estadual do Oeste
do Parana, em Toledo-PR, onde foram alojados em um tanque unico com area util
de 200m?, numa densidade inicial de 1,5 peixes por m? de area (300 animais) que

foi sendo gradativamente reduzida pela retirada mensal dos peixes.

Os peixes, quando estocados, estavam condicionados a ingerir alimento
inerte (ragdo) e foram alimentados diariamente, duas vezes ao dia, com ragao

comercial contendo 32% de proteina bruta.

As coletas tiveram inicio quando os animais completaram um ano de idade
(12 meses). Neste periodo apresentaram peso meédio inicial de 83,70+3,5g e

comprimento padrdao médio inicial de 18,20+0,32 cm.

O tanque foi abastecido com agua do rio Sdo Francisco Falso, sob
condi¢cbes naturais de fotoperiodo e temperatura. A entrada de agua foi constante,
para melhorar a oxigenagdo, e mantida em baixo fluxo para ndo promover

alteracdes bruscas de temperatura.

Segundo dados do Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental
(InPAA), as temperaturas superficiais dos tanques de cultivo, durante o periodo
experimental, variaram em média de 14 e 22° C para os meses de outono, de 13
a 22° C para os meses de inverno, de 16 a 30° C para os meses de primavera e

entre 25 e 31° C para os meses de verao.

Durante o periodo, ndo foram promovidas alteracbes nas condi¢coes do

tanque (tais como adubagdo, manejo ou insergcdo de outros peixes) e a
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manipulagdo dos animais acontecia apenas em virtude das coletas. A limpeza do
fundo, para a retirada do excesso de lodo e calagem, foi realizada ao fim de cada

ano.

De janeiro de 2012 até dezembro de 2013, pelo menos 4 machos e 4
fémeas, selecionados aleatoriamente, foram mensalmente capturados do tanque
de cultivo com auxilio de redes de arrasto e transportados, em baldes com agua,

ao laboratério para a realizagao dos procedimentos experimentais.

Na tentativa de obter mais informacgdes, a coleta de amostras das fémeas

foi estendida por mais doze meses, até dezembro de 2014.

Coletas extras de machos com 4, 8 e 11 meses foram realizadas. Estes
animais foram coletados nos tanques de cultivo da Estacdo Experimental de
Estudos Ictiolégicos da Companhia Paranaense de Energia Elétrica (EEEI-
COPEL) localizados em Reserva do Iguagu, PR. Como a distingdo entre machos
e fémeas ndo era possivel, foram selecionados animais ao acaso, sendo
capturados 13, 10 e 7 animais, respectivamente. Somente na ultima captura, dos
animais com 11 meses de idade, a distingdo macroscopica das gbnadas,

masculinas e femininas, foi possivel.

Biometria e Coleta

Para a realizacdo dos procedimentos, os peixes foram submetidos a
anestesia por imersdao em benzocaina a 75mg/mL (Fagundes, 2009). Apos a
anestesia foram obtidos os parametros biométricos, realizada a coleta de sangue

e posterior eutanasia.

A biometria consistiu na pesagem individual dos peixes, em balanga digital,
e na medicdo do comprimento padrédo dos animais, (entende-se comprimento
padrdo como a distancia entre a parte anterior da cabeca e o final da coluna
vertebral (Vazzoler, 1996).

Para a coleta de sangue foram utilizadas seringas heparinizadas. As

amostras de sangues foram centrifugadas por 20 minutos em 3200 rotagbes por
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minuto ou forga centrifuga relativa de 2060 x g, para a obtengcdo do plasma
(aproximadamente 0,5mL) que foi estocado a -20°C, para posterior avaliagdo dos
esteroides (adaptado de Barcellos et al., 2002). Na sequéncia, foi realizada
eutanasia por meio de deslocamento cervical (CFMV, 2008) e os peixes foram
dissecados para retirada das génadas (protocolo CEUA N° 375, de 19/12/2011).

As gbnadas foram utilizadas para a caracterizagdo macroscopica das fases
reprodutivas e pesadas em balanga digital, para a obtengcdo do indice
gonadossomatico (IGS) (Vazzoler, 1996). Apos a pesagem, os orgaos foram

fixados em solugédo de Karnovsky, para o preparo das laminas histologicas.

Avaliagao histologica

Todas as amostras de testiculos e ovarios foram preparadas para
avaliacdo histologica. Para tal, as amostras fixadas em solugdo de Karnovsky
(paraformol 8% + glutaraldeido 25% + tampao fosfato de Sorensen com ph 7,4),
desidratadas, em série crescente de etanol, infiltradas e incluidas em resina

histoldgica.

Foram obtidos cortes transversais com 3um de espessura, corados com
azul de toluidina, para observagao geral das estruturas (Quagio-Grassiotto et al.,
2011) e PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow para evidenciar areas ricas em
polissacarideos neutros (Quintero-Hunter et al.,, 1991). Nas laminas, foram
verificadas as modificagdes do epitélio germinativo, segundo Brown- Peterson e

colaboradores (2011).

Ainda, algumas amostras foram submetidas a técnica de reticulina, cuja
marcagao indica a presencga de fibras colagenas (ou reticulares), que € um dos
componentes da membrana basal (Puchtler e Waldrop, 1978), elemento que

delimita o epitélio germinativo (Tracker e Grier, 2005).
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Analise de esterdides

A dosagem de testosterona total foi realizada nas amostras de plasma por
meio de radioimunoensaio (RIA), utilizando kits comerciais (Beckman Coulter.®
Immunotech). O processamento e a leitura das amostras foram realizados no
Laboratério de Endocrinologia, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP. O preparo das
amostras, curvas de calibracdo e tempo de leitura de radiagcdo gama foram

conduzidas conforme recomendagao do fabricante.

Para a dosagem de estradiol (17B-estradiol), foi utilizado o método de
imunoensaio enzimatico (ELISA). As analises se deram pelo uso de Kits
comerciais, segundo a recomendagdo do fabricante (IBL®International) e foram
realizados no Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (IB-USP),
Sé&o Paulo-SP.

Histomorfometria

Para as fémeas, foram realizadas avaliagbes morfométricas nos ovécitos,
das quais foram obtidos valores de area e perimetro dos foliculos ovarianos,

utilizando o programa Image Pro-plus®.

As avaliagbes foram realizadas utilizando imagens (obtidas em microscopio
com aumento de 40x) e foram analisadas entre 100 e 200 células em cada fémea.
Foram utilizados apenas os foliculos em que o plano de corte permitia a clara
visualizagao do nucleo celular. Nao foram utilizadas ovogdnias ou ovocitos iniciais

localizados nos ninhos.

A média individual de cada fémea foi considerada uma repeticido e foi
utilizada para gerar uma média mensal, submetidas as analises posteriores. Ainda
valores minimos e maximos da area e perimetro, obtidos em cada individuo,
foram selecionados e usados para gerar a média mensal de tais valores, a fim de

ilustrar a variagcao de desenvolvimento dos foliculos em crescimento primario.
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Coleta e analise de sémen

Machos, com cerca de dois anos de idade, foram avaliados mensalmente
em relagao a liberagcdo de sémen e parametros seminais. Para isto, cinco machos
foram selecionados ao acaso, identificados individualmente e submetidos a

protocolo de manipulagao reprodutiva.

A marcacao dos animais foi feita, sob anestesia, pela inser¢ado subcutanea
de uma capsula contendo micro circuito eletrénico (AnimaII-Tag®). Para a
manipulagdo reprodutiva fez-se o uso de extrato pituitario de carpa (EPC)
(Woynarovich e Horvath, 1983), aplicado de forma intramuscular na regido dorsal,

em dose Unica contendo 3,0 mg EPC.kg™" de reprodutor (Marcos, 2012).

Ap6s um periodo de 280 horas — grau, contadas a partir da aplicagao
hormonal (adaptado de Ludwig et al., 2005), foi realizada a coleta individual do
sémen por meio de massagem abdominal no sentido céfalo — caudal (Bombardelli
et al.,, 2006). O sémen foi coletado com ajuda de seringas e alocado em
microtubos de 1,5 mL de volume. Apds a coleta, o material obtido foi mantido sob

refrigeragao (Asturiano et al., 2001).

Cada macho espermiante foi considerado uma unidade experimental. O
volume de sémen liberado foi aferido com o uso de seringa. Aliquotas de sémen
foram fixadas em formol salino, coradas com rosa de bengala e avaliadas quanto
a normalidade das células espermaticas (Streit Jr. et al., 2004). Como
normalidade espermatica, entende-se a auséncia de alteragdes na morfologia de
cabeca e/ou cauda do espermatozoide, que podem ser visualizadas em

microscopia optica.

O sémen, ainda, foi submetido a verificagcdo de motilidade por meio de
analise computadorizada (CASA), em software livre (Sanches et al., 2013;
Neumann et al., 2013).
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Avaliagcao em microscopia eletronica

Para a melhor descricdo das células germinativas, alguns fragmentos de
testiculos e ovarios fixados em solugao de Karnovsky, foram pds- fixados em
tetroxido de 6smio, desidratados em acetona e incluidos em resina tipo araldite,
para posterior observagao em microscopia eletrénica de transmissao dos distintos
tipos celulares e seus componentes.

Uma pequena parcela de sémen foi fixada em solugdo de glutaraldeido
10% e submetida a protocolos de microscopia eletrbnica de varredura, que
incluem procedimentos de desidratacao e metalizacido das amostras.

Os procedimentos e o tempo de permanéncia em cada etapa foram
realizados segundo o protocolo padrao do Centro de Microscopia Eletrénica da

Universidade Estadual Paulista de Botucatu (CME- Botucatu).

Analise de dados

Para a analise dos resultados, os dados morfolégicos foram apresentados
de forma descritiva, de modo a evidenciar as alteragbes ao longo do tempo, e
ilustrados por meio de imagens. Outros parametros descritivos, como a frequéncia
em cada fase, foram informados em valores percentuais.

Os dados de peso, comprimento padrdo, indices gonadossomaticos,
concentracdo de esteroides, variaveis de perimetro e area dos foliculos, bem
como os parametros seminais foram submetidos a analise de variancia (one way
ANOVA). Quando verificado efeito significativo foi aplicado o teste de Tukey.

Outliers e pontos extremos foram identificados e removidos das analises.
Todos os testes foram realizados em nivel de 5% de significancia pelo software
Statistica® 7.0.
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Resultados

Os resultados serao apresentados para machos e fémeas separadamente.
As avaliagdes dos machos da segunda populagao serdo apresentadas juntamente

com os demais dados dos machos, em um subtitulo Unico.

A distingdo de machos e fémeas se fez pela observagao das caracteristicas
externas da papila urogenital (Figura 1). As diferengcas sdo sutis, mas de modo
geral, a papila dos machos apresenta-se mais alongada e uma pequena abertura
pode ser verificada no final dessa. Nas fémeas, a papila urogenital € alargada e

uma abertura é visualizada do inicio ao fim da projecao.

Em animais com menos de um ano esta diferenga da papila ndo pode ser
observada. Ainda, outros aspectos de dimorfismo sexual externo ndo foram

verificados.

Figura 1: Caracterizagdo sexual externa. > Papila urogenital de macho (A) e fémea (B)
de surubim do Iguagu.
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Machos

Parametros biométricos

Os animais apresentaram aspecto saudavel ao longo de todo o
acompanhamento e tiveram crescimento e ganho de peso gradual (Tabela 1).
Quando observado, o indice gonadossomatico (IGS) este apresentou oscilagbes
ao longo dos meses e o pico da variavel aconteceu em outubro de 2013 (34
meses de idade). Os maiores valores no ano anterior ocorreram em novembro. E
interessante observar que, nos dois anos observados, apdés a ocorréncia dos

picos, o indice caiu bruscamente de um més para outro (Tabela 1; Figura 2).
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Figura 2: indice gonadossomatico de machos de surubim do Iguagu ao longo de dois
anos de avaliagado (2012-2013). Em ordem cronolégica, animais de 13 (Janeiro de 2012)
a 36 (Dezembro de 2013) meses de idade.
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Tabela 1: Parametros biométricos e concentragcdo de testosterona de machos
puberes de surubim do Iguagu ao longo de dois anos de acompanhamento

Ano Més Peso (g) Comprimento IGS (%) Testoterona
padrao (cm) (ng/mL)
2012 Jan 80,06 +4,31 (5) 17,84 +0,35 (5) 0,26+0,03(5) 2,23+0,45 (3)
2012 Fev 109,74+5,04 (5) 20,18 0,40 (5) 0,17+0,02(5) 5,3110,97 (3)
2012 Mar 106,15 £2,98 (4) 19,68 +0,46 (4)  0,1240,01 (4) 4,16+0,93(4)
2012 Abr 112,84 +12,48 (4) 20,18 +0,85(4)  0,16+0,01 (4) 5,13+0,72(4)
2012 Mai 103,97 £ 5,41 (4) 19,30 0,54 (4) 0,12+0,01(4) 4,02+0,36 (4)
2012 Jun 123,21 £6,94 (4) 20,73 +0,38 (4) 0,18+0,03(4) -
2012 Jul 103,70 +8,93 (4) 19,65 +0,43(4) 0,21+0,02(4) 5,38+0,15(4)
2012 Ago 104,4115,49 (4) 19,25 +0,48 (4) 0,46+0,08(4) 6,27+1,19(4)
2012 Set 134,79 £11,0(4) 20,50 +0,58 (4) 0,4210,09(4) 5,1940,92(4)
2012 Out 135,41+16,35 (4) 20,23 +0,64 (4) 0,3940,08(4) 6,43+1,00(4)
2012 Nov 158,73 16,28 (4) 21,45+0,70 (4)  0,57+0,24 (4) 8,47+0,57(4)
2012 Dez  183,51+10,13 (4) 23,350,39 (4) 0,2040,02(4) 6,44+0,81(4)
2013 Jan 190,61+6,00 (4) 23,05 +0,38 (4) 0,14+0,01(4) 18,47+5,81(4)
2013 Fev  211,28+12,97 (4) 24,85 0,56 (4) 0,1940,03(4) 10,7442,70(2)
2013 Mar  250,96+14,39(4) 25,93 +0,77 (4) 0,13+0,01(4) 13,86+1,38(4)
2013 Abr 308,26+23,73 (4) 26,77 +0,77(4) 0,1410,01(4) 15,01£1,90(4)
2013 Mai 283,12+37,20 (4) 22,50 +1,91(4) 0,25+0,03(4) 23,0414,14(4)
2013 Jun 355,1415,74 (5) 27,46 +0,35 (5) 0,2940,02(5) 25,2148,58(5)
2013 Jul 280,60 28,90 (4) 26,38 +0,83 (4) 0,42%,014(4) 15,39+3,16(4)
2013 Ago  323,45+53,21(4) 26,43 +1,44 (4) 0,52+0,13(4) 23,46+7,99(4)
2013 Set 342,98+27,85 (5) 27,52 +0,79(5) 0,68+0,19 (6) 66,55+14,78(4)*
2013 Out  370,43+£37,92 (4) 28,85 +0,83(4) 0,77+0,07(4)*  69,85+16,72(3)*
2013 Nov  211,56+16,90 (4) 25,23 +0,40 (4) 0,19+0,01(4) 22,27+5,53(4)
2013 Dez  356,67+47,71 (4) 29,10 +1,16(4)* 0,17+0,04(4) 14,11+4,64(4)
2012 120,32+4,55 (50) 20,14 +0,23(50) 0,27+0,03 (50)  5,44+0,31 (42)
2013 292,76+11,35(50) 26,22 +0,36(50) 0,33+0,04(50)  26,21+3,35(46)
p valor 0,00 0,00 0,00 0,00

Valores apresentados em médiaterro padrao da média (n). p valor referente a analise de
Indicam as médias mensais

variancia em nivel de 5%
significativamente maiores pelo teste de Tukey.

de significancia.
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Analise de esteroides

Em relacdo aos esteroides, a concentracao de testosterona variou de forma
similar ao indice gonadossomatico (IGS) (Tabela 1). Os maiores valores
ocorreram em 2013, apresentando pico em setembro e outubro e brusca reducao
dos valores nos meses seguintes (Figura 3).

A concentragao de estradiol foi obtida para os animais, no segundo ano de
coleta (2013) e o pico deste esteroide aconteceu em outubro (Figura 4), tal como

a testosterona o pico foi seguido de queda.
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Figura 3: Variagao da testosterona plasmatica de machos puberes de surubim do Iguagu

ao longo de 2013. * Indica o pico do esterdéide pelo teste de Tukey.
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Figura 4: Variagdo do estradiol plasmatico de machos puberes de surubim do Iguagu ao

longo de 2013. * Indica o pico do esterdide pelo teste de Tukey.

Evolugao das células germinativas

As espermatoglnias sao recrutadas e envolvidas por células de Sertoli que
dardo origem aos cistos. Todo o processo de modificagdo das células
germinativas acontece dentro destes cistos, dispostos ao longo dos tubulos

seminiferos (Figura 5).

As espermatogbnias proliferam-se, por mitose e algumas séo recrutadas
para a diferenciagéo. Inicia-se a meiose que dara origem aos espermatocitos que
na sequencia da divisdo tornam-se espermatides. Estas sofrerdo alteracbes
diversas dando origem aos espermatozoides, que sao liberados do cisto para a
luz dos tubulos. As diversas alteragdes nas espermatides incluem a compactagao

do nucleo, reducéo do citoplasma e formacao do flagelo (Figura 6).
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Figura 5: Cistos contendo células em diferenciagdo. A) delimitacdo dos tubulos e
organizagao dos cistos (*); B) células de Sertoli (s) envolvendo as espermatogbnias
(9);C) espermatdcitos (c) e D) espermatides (t) e cistos em diviséo celular (*); E e F)

espermatozoides livres na luz do tubulo.
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Figura 6: Evolugdo das células da linhagem germinativa. Microscopia eletrbnica de
Transmissado (M.E.T.). A) espermatogbnias diferenciadas (g) e indiferenciadas (g#); B)
espermatogénia diferenciada; C) espermatdcito; D, E, F e G) espermatides em varios
estagios; H) espermatozoide. Observar a redugdo da célula e alteragdes na quantidade
de citoplasma (ct) e compactagcdo do nucleo (n) ao longo das modificagbes. As
espermatides permanecem unidas por pontes citoplasmaticas (=) e continuam perdendo
citoplasma, ainda as mitocdndrias organizam-se e as vesiculas comecam a aparecer.
Fossa nuclear (fn) e flagelo (f) comegam a ser formados (E e F). Por fim as espermatides
separam-se e ocorre maior compactacdo do nucleo e formacdo do flagelo (f), o
citoplasma fica restrito a pega intermediaria e a uma estreita faixa ao redor do nucleo e
do axonema do flagelo. Finalmente a célula torna-se um espermatozoide (H). (n= nucleo,

nu= nucléolo, ct= citoplasma, m= mitocéndria, v= vesicula, fn= fossa nuclear, f= flagelo).
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Ciclo reprodutivo

A organizagao em cistos e todos os tipos celulares da linhagem germinativa
(espermatogodnias, espermatdcito, espermatides e espermatozoides) puderam ser
claramente visualizados (Figura 7) e permitiram a observagdo das fases
reprodutivas. Os machos apresentaram todas as fases do ciclo reprodutivo
(desenvolvimento, apto a espermiar, regressdo e regeneragao) e observou-se a

ocorréncia de animais imaturos (Figura 8).

A alternéncia destas fases (com excegao da fase de —esenvolvimento” que
se estendeu) pode ser considerada rapida e o aspecto macroscoépico do testiculo
foi condizente com os aspectos microscopicos. As primeiras avaliagdes revelaram
machos imaturos, ou seja, testiculos pequenos e transparentes, acompanhados
de um epitélio germinativo contendo apenas espermatogénias. Mais informacdes

sobre os machos imaturos serédo apresentados na sequéncia.

microscopia 6ptica; B) Visualizagao dos cistos em microscopia eletrdnica de transmisséo.

(g= espermatogobnia; c= espermatdcito; t= espermatide; z= espermatozoides).
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Figura 8: Distribuicdo das fases de desenvolvimento gonadal de machos puberes de

surubim do Iguagu ao longo de janeiro de 2012 a dezembro de 2013

Com cerca de 16 meses de idade (abril de 2012), os animais apresentaram
aumento evidente de volume e alteracdo na coloracao do testiculo, que tornou-se
esbranquicado e mais turgido (Figura 9A). A presenga de espermatides e
espermatozoides apresentou incremento aparente ao longo das avaliagdes,

caracterizando a fase de —dsenvolvimento” (Figura 9B).

Conforme ocorria 0 aumento do volume do testiculo, houve o aparecimento
de dobramentos ao longo do érgéo (Figura 9C). Na verificagdo histoldgica,
ocorreu um aumento nos espermatécitos, enquanto as espermatides passaram a
ser mais frequentes e quantidades maiores de espermatozoides puderam ser
visualizadas, bem como pbde ser verificada uma descontinuidade no epitélio
germinativo e a presenca de espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos,
tornando os machos —atws a espermiar” (Figura 9D). Os primeiros animais aptos
a espermiar foram observados com cerca de 22 meses de idade e a ocorréncia

deste evento registrada no periodo de primavera (outubro e novembro).
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ApoOs esta etapa, que persistiu por poucas semanas, a aparéncia das
gbnadas e dos tipos celulares se alterou. Os testiculos eram longos, flacidos e de
coloragao rosada (Figura 9E) e quando vistos ao microscopio, apresentaram
grande quantidade de vasos sanguineos e espermatogdnias, espermatozoides
residuais e auséncia de cistos de espermatides e poucos cistos de
espermatocitos, caracteristicas atribuidas a fase de —egressao” (Figura 9F).
Alguns peixes apresentaram quantidade reduzida de espermatozoides residuais e
espermatécitos, ou mesmo auséncia destes, caracterizando a fase de

—ageneracgao” (Figura 9G; 9H).

ApO6s a —egeneragdo” o0s animais retornam para a fase de
—dsenvolvimento” dando continuidade ao ciclo reprodutivo, que se repetiu nos
meses seguintes e apresentou intervalos em cada fase de forma muito

semelhante.

A distribuicdo das amostras em cada uma das fases, ao longo dos meses,
esta apresentada na figura 8 e os valores estdo apresentados em valores

percentuais.
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Figura 9: Fases do ciclo reprodutivo de machos de surubim do Iguagu. A e B) macho em
desenvolvimento: Testiculo pequeno e esbranquicado, com presenca de todos os tipos
de células germinativas, abundancia de espermatogbnias (g), espermatocitos (c) e
espermatides (t) e alguns espermatozoides (z); C e D) macho apto a espermiar: Testiculo
volumoso e turgido, com presenga de cistos em diferenciagdo, mas presenca massiva de
espermatozoides (z); E e F) macho em regressao: Testiculo flacido, rosado em fungéo do
aumento dos vasos sanguineos (v), presenca de espermatozoides residuais e
repovoamento de espermatogénias (g); G e H) macho em regeneragao: Testiculo menor,
menos flacido e reducdo dos vasos sanguineos e dos espermatozoides residuais (z),
espermatogbnias povoando todo o testiculo. Aspectos macroscopicos ilustrados em A, C,

E e G: bexiga natatéria (b) e testiculo (t).
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Analise de sémen

As coletas de sémen foram realizadas ao longo de novembro de 2012 a
novembro de 2013. A liberagdo de sémen nao aconteceu em muitos meses e 0s
melhores resultados foram obtidos em setembro e outubro, nestes meses todos
os machos submetidos a manipulagao reprodutiva responderam positivamente, e

foram verificadas as maiores meédias de motilidade (Tabela 2).

O volume de sémen liberado variou, individualmente, entre 20 e 1000uL de

sémen. As médias mensais de volume seminal estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2: Percentual de machos espermiantes e parametros seminais e

espermaticos de machos puberes de surubim do Iguagu

Ano Més Machos Volume seminal Motilidade Normalidade
espermiantes (%) (bL) (%) (%)

2012  Nov 60 43,3316,67 (3) 82,42+6,77 (3)* 60,3715,39(3)
2012 Dez 20 100 (1) 27,49 (1) 68,64 (1)
2013 Jan - - -

2013  Fev - - -

2013 Mar - - -

2013  Abr 50 200 (1) 77,60 (1) 75 (1)
2013  Mai 40 3751125 (2) 91,21+1,83 (2)* -

2013  Jun 80 40+10(3) 73,9847,82 (3) 70,98+3,96 (3)
2013 Jul 75 66,67+16,67(3) 55,99+16,71 (3) 61,39 (1)
2013  Ago 60 175+75(2) 79,3517,68 (2) 69,89+2,89(2)
2013  Set 100 525+170,17(4) 90,19+20,3 (4)* 65,62+0,37(4)
2013  Out 100 258,3+149,67(5) 89,63+0,93 (4)* 64,74+0,92(4)
2013  Nov 80 116,67+44,10(3) 77,47+3,91 (3) 59,30£3,63(3)
Média - 179,63+40,74(27) 78,37+3,41(27) 65,37+1,33(22)

p 0,27 0,00 0,14

Valores informados em media + erro padrédo (n). p valor referente a analise de variancia,
com 5% de significancia. * Indicam as médias mensais significativamente maiores pelo

teste de Tukey.
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Caracteristicas dos espermatozoides

A presenga de espermatozoides foi abundante na fase de aptidao
reprodutiva. Esta célula foi observada em microscopia eletrénica e apresentou
cabeca arredondada, cromatina bastante condensada e fossa nuclear evidente
(Figura 10). Na peca intermediaria, estdo presentes vesiculas de tamanhos
variados e as mitocondrias sdo pouco numerosas, tém aspecto arredondado e
aparecem circundando a base do nucleo. O flagelo é unico, com o arranjo
classico de microtubulos formado por um par central e nove duplas periféricas
(Figura 11).

Figura 10: Aspecto microscopico do espermatozoide de surubim do Iguagu. A)

Microscopia Eletrénica de Varredura (M.E.V.); B) Microscopia Eletrénica de Transmissao
(M.E.T.). (c= cabega; p= pega intermediaria; f= flagelo). Reparar que o aspecto rugoso da

peca intermediaria se da pela presenca de vesiculas.
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el

Figura 11: Detalhes do espermatozoide em Microscopia Eletrénica de Transmissao
(M.E.T.). A) Aspecto geral do espermatozoide. B) corte transversal da base do nucleo.
Reparar a organizagdo das mitocéndrias. C) presenca de vesiculas na peca
intermediaria. D) Axonema e seu arranjo de microtubulos (m=mitocdndria; v=vesicula; fn=

fossa nuclear; c= cabeca; cc= canal citoplasmatico).
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Machos imaturos e primeira onda espermatica

Como citado, coletas extras de machos com 4, 8 e 11 meses de idade
foram conduzidas para novas informag¢des. Estes animais foram coletados de
uma segunda populacdo, dos tanques de cultivo da Estagcdo Experimental de
Estudos Ictiologicos da Companhia Paranaense de Energia Elétrica (EEEI-
COPEL) localizados em Reserva do Iguagu, PR, seguindo os padrbées

metodologicos ja descritos.

A observacdo destes peixes confirmou que os machos da espécie nao
apresentam ciclo reprodutivo antes de um ano de idade e que os
espermatozoides que aparecerem em algumas amostras parecem ser evidéncias
de uma -primeira onda de espermatozoides” que, neste caso, acontece antes de

0s animais entrarem na fase de desenvolvimento.

A ocorréncia da onda foi registrada pela observagdo dos testiculos e da
verificacao histoldgica. As caracteristicas macroscoépicas dos testiculos eram de
orgaos pequenos, finos, transparentes e pouco volumosos (Figura 12A). Na
lamina, observou-se a presenga massiva de espermatogbnias e presenca de
alguns espermatozoides em meio a elas. Observou-se no material, reduzida
presenca ou auséncia de outras fases de desenvolvimento celular, pequena
quantidade de vasos sanguineos de maior calibre e aparente continuidade do

epitélio em torno destes grupos de espermatozoides.

Assim, a sequéncia dos eventos parece ser a de proliferacdo e
povoamento do testiculo pela espermatogbnias, sendo que algumas entram em
processo de diferenciacao e produzem os primeiros espermatozoides, que ficam
retidos em meio as demais espermatogénias. O resultado € um animal imaturo,
mas com alguns espermatozoides formados (Figura 12D). Células que sé serao
produzidas em grande quantidade durante a fase de desenvolvimento, que

acontece na sequéncia dos eventos.

Os peixes coletados nesta segunda etapa também foram avaliados em
relagao as fases reprodutivas e foram observados apenas animais imaturos e em

desenvolvimento (Figura 13).
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A fase de desenvolvimento péde ser verificada nos machos com 11 meses
de idade, o que é precoce em relagdo a populagcado que foi acompanhada por 2

anos, em que animais imaturos foram capturados com até 16 meses de idade.

E interessante observar, também, que mesmo tratando-se de animais
imaturos, a concentracdo plasmatica de testosterona, sofreu um aumento na

mesma época do ano (primavera) em que 0s animais da primeira populagéo, que

eram mais velhos (Tabela 3; Tabela 1).

Figura 12: Aspectos de testiculo imaturo de surubim do Iguagu. A) aspecto macroscopico
do testiculo. Orgdo pequeno, pouco espesso, transparente e de aspecto homogéneo
(liso), caracteristicas externas semelhantes para todos os aspectos microscopicos
descritos (b= bexiga natatéria, t= testiculo). B) visdo panoramica do testiculo (40x), com
abundancia de cistos de espermatogénias (g). C) Detalhe das espermatogbnias (g) e
células e Sertoli (s) (100x). D) Predominancia de espermatogdnias (g), mas ocorréncia de
espermatozoides (z) em meio e estas (100x). Coloragdo em PAS+Metanyl Yellow.
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Tabela 3: Parametros biométricos, indice gonadossomatico e concentragdo
plasmatica de testosterona de machos juvenis de surubim do Iguagu.

Paréametro Peso médio (g) Comprimento IGS (%) Testosterona
Idade padrao (cm) (ng/mL)
4 meses (Mai) 45.8042,22 (5) 12,64+0,18 (5) 0,08+0,00 (5) 4,95+1,88 (5)
8meses (Set) 50,33£3,38 (3) 13,7340,20 (3) 0,08+0,01 (3) 17,14+1,68 (2)
11 meses (Dez) 1145424 4 (4)* 18,25+1,41 (4)* 0,09+0,00 (4) 7541153 (4)
p valor 0,01 0,00 073 0,01

Valores apresentados em médiaterro padrao da média. p valor referente a analise de

variancia em nivel de 5% de significancia. * Indicam as médias significativamente maiores

pelo teste de Tukey
120
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Figura 13: Distribuicdo das fases de desenvolvimento gonadal de machos de surubim do

Iguagu, com menos de um ano de idade.
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Fémeas

Parametros biométricos

As fémeas foram acompanhadas por mais tempo do que os machos e as
coletas prosseguiram até o 48° més de idade (dezembro de 2014). Assim como
0s machos, os dados observados de peso e comprimento padrdo indicam um

desenvolvimento gradual dos parametros, ao longo dos meses (Tabela 4).

Tabela 4: Parametros biométricos e indice gonadossomatico das fémeas de

surubim do Iguagu, criadas em cativeiro.

Ano Més Peso médio (g) Comprimento padrao (cm) IGS (%)
2012 Jan 86,72+5,57 (6) 18,50+0,51(6) 0,29+0,00(5)
2012 Fev 99,43+5,75(4) 19,4810,37(4) 0,22+0,00(4)
2012 Mar 102,01+9,73 (6) 18,78+0,55(6) 0,26+0,02(6)
2012 Abr 116,30+7,89(6) 20,17+0,43(6) 0,22+0,03(6)
2012 Mai 144,24+28,83(4) 20,18+0,55(4) 0,23+0,04(4)
2012 Jun 117,05+7,37(4) 20,00£0,30(4) 0,29+0,03(4)
2012 Jul 109,66+10,17(6) 19,03+0,68(6) 0,23+0,02(6)
2012 Ago 113,60+11,96(4) 19,53+0,79(4) 0,25+0,07(4)
2012 Set 137,98+9,79(4) 20,35+0,56(4) 0,25+0,03(4)
2012 Out 149,26+18,30(4) 20,88+1,07(4) 0,24+0,04(4)
2012 Nov 177,70+9,78(4) 22,30+0,44(4) 0,35+0,03(4)
2012 Dez 206,87+8,40(4) 24,03+0,28(4) 0,37+0,02(4)
2013 Jan 227,9749,03(4) 25,03+0,25(4) 0,36+0,07(4)
2013 Fev 223,02+11,48(4) 24,75+0,44(4) 0,37+0,02(4)
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2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

Mar
Abr
Mai
Jun
Jul
Ago
Set
Out
Nov
Dez
Jan
Fev
Mar
Abr
Mai
Jun
Jul
Ago
Set
Out
Nov

Dez

196,11£2,72(4)
244,29+6,07(4)
349,54+25,32(4)
343,89+19,30(4)
275,92+27,51(6)
382,68+32,04(4)
324,27+40,95(3)
347,69+18,36(4)
331,29+40,54(4)
383,26+42,84(5)
235,25+8,43(5)
356,07+18,76(4)
309,43+34,50(4)
353,70+52,06(3)
285,42+19,18(4)
398,04+49,94(4)
382,33+42,33(3)
397,60+23,64(4)
353,83+17,96(4)

269,56+31,46(3)

411,82+45,87(4)*

421,94+15,29(3)*

Orientadora: Dra. Irani Quagio Grassiotto

24,59+0,67(7)
24,80£0,25(4)
26,93+0,72(4)
27,75+0,48(4)
26,02+0,68(6)
27,35+1,00(4)
27,37+1,00(3)
28,23+0,62(4)
28,70+1,09(4)
29,48+0,98(5)
26,3620,34(5)
29,60+0,45(4)
28,7020,94(4)
27,50%2,47(3)
27,00£0,44(4)
30,25+1,84(4)
29,80+0,89(3)
27,33+2,45(4)
30,75+0,43(4)
28,8321,17(3)
32,78+1,08(4)*

32,07+0,07(3)

0,36+0,03(7)
0,42+0,03(4)
0,27+0,05(4)
0,28+0,09(4)
0,45+0,03(6)
0,36+0,03(4)
0,37+0,02(3)
0,48+0,01(4)
0,52+0,03(4)
0,51+0,00(4)
0,61+0,03(5)
0,50+0,02(4)
0,61£0,07(4)
0,60+0,06(3)
0,68+0,02(4)
0,59+0,05(4)
0,52+0,00(3)
0,60+0,05(4)
0,69+0,04(4)
0,59+0,07(3)
0,68+0,05(4)

0,79+0,09(3)*
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Média anual 2012 126,30%5,35 (56)  20,10%0,25(56) 0,2740,01(55)

Média anual 2013 302,61£11,40(50)  26,64+0,30(53) 0,39+0,02(52)

Média anual 2014  344,61£11,97(45)  29,16£0,43(45) 0,62+0,02(45)
Més 0,00 0,00 0,00

Valores apresentados em médiaterro padrao da média (n). p valor referente a analise de
variancia em nivel de 5% de significancia. * Indicam as médias significativamente maiores

pelo teste de Tukey.
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Figura 14: indice gonadossomatico de fémeas imaturas de surubim do Iguacu, ao longo
dos anos. Em ordem cronoldgica, fémeas de 13 (janeiro de 2012) a 48 (dezembro de
2014) meses de idade. * Indica média significativamente maior pelo teste de Tukey.
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Analise de esteroides

Orientadora: Dra. Irani Quagio Grassiotto

A flutuagcado hormonal das fémeas foi semelhante aquela verificada para os

machos, com picos acontecendo nos meses finais do ano. Mesmo com as

amostras avaliadas sendo de anos diferentes,

apresentaram seus picos ao mesmo periodo (Tabela 5).

testosterona e estradiol

Tabela 5: Quantificagdo de esteroides sexuais (testosterona e estradiol) em

fémeas de surubim do Iguagu, ao longo do tempo.

Testosterona (ng/mL)

17 B-estradiol (ng/mL)

Mes/Ano 2012 2013 2013 2014
Jan 2,20+0,43 (4) 16,69+7,82(4) 0,51+0,04 (4) 0,70+0,17(4)
Fev 2,16+0,18(4) 10,99+1,79(4) 0,83+0,06(4) 0,82+0,06(4)
Mar 2,33+0,31(6) 5,39+1,33(7) 0,59+0,03(4) 0,60+0,07(4)
Abr 2,38+0,24(6) 8,64+1,84(4) 0,51+0,03(3) 0,56+0,20(2)
Mai 6,21+0,78(4) 2,55+0,48(4) 0,64+0,05(4) 0,51+0,03(4)
Jun ; 6,45+1,22(4) 0,36+0,05(3) 0,64+0,06(4)
Jul 4,20+0,37(6) 9,2645,85(6) 0,17+0,00(4) 0,60+0,03(3)
Ago 4,02+0,79(4) 10,8843,65(4) | 070£0,13(3) 0,89+0,07(4)
Set 3,14+0,19(4) 16,54:7,703) | 0.730,04(3) 0,85+0,03(4)
Out 2,3510,48(4) 52,65+13,64(4) | 1:49%0,09(3)" 1,25+0,13(3)*
Nov 3,76+0,84(3) 10,3043,83(4) | 0.76%0,04(3) 1,17+0,06(4)
Dez 3,03+0,26(4) 11,86+2,18(5) | 0.760,08(4) 1,130,10(3)
Ano 3,21:0,21 (49)  12,81+2,14(53) | 0.660,05(42)  0,81£0,04 (43)
p valor

Valores apresentados em médiaterro padrao da média (n). p valor referente a analise de

variancia em nivel de 5% de significancia. * Indicam as médias significativamente maiores

pelo teste de Tukey.
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Desenvolvimento ovariano

As fémeas permaneceram imaturas ao longo de todo o periodo
experimental e com 48 meses de idade (dezembro de 2014) nao havia sinais de
alteracdo de fase. Contudo, alguns indicios quanto ao inicio do desenvolvimento
gonadal puderam ser observados.

Na observacdo macroscopica nao havia evidéncia de ovdcitos
desenvolvidos e os ovarios eram pequenos, pouco volumosos e transparentes. Ao
longo dos meses avaliados o 6rgao foi adquirindo aspecto turgido e ja ocupava
uma parte maior da cavidade abdominal (Figura 15), caracteristicas que foram
refletidas através do IGS, especialmente a partir do més de novembro de 2013,
em que os valores comegaram a subir, chegando ao pico em dezembro de 2014

quando as coletas foram encerradas (Tabela 4).

Figura 15: Localizagao anatdmica e aspectos macroscopicos dos ovarios imaturos de

surubim do Iguagu (b= bexiga natatodria; o= ovarios). A) ovarios transparentes, flacidos e
ocupando parte pequena da cavidade abdominal (abril de 2012). B) Ovarios maiores e
com flacidez reduzida (julho de 2013). C) ovario mais evidente, opaco, turgido e

ocupando uma parte maior da cavidade abdominal da fémea (junho de 2014).

Na avaliagao microscopica, as fémeas apresentaram, ao longo de todo o
periodo, uma abundancia de ovogbnias e ovocitos em crescimento distribuidos
por todo o 6rgéao. Os nucleos eram evidentes, bem como os nucléolos localizados
perifericamente (Figura 16). A partir do més de outubro foi observado um aumento
no volume celular dos ovdcitos em crescimento primario (Figura 16B), mas sem

qualquer evidéncia de acumulo de vitelo, confirmando a fase —snnatura” das
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fémeas ao longo dos meses avaliados, mas revelando uma gradual, lenta e clara
evolugdo das fémeas ao longo do tempo. Evolugdo que pode ser acompanhada

nao so pelo aumento do volume celular, mas também pela queda gradual da

basofilia e um aumento e dispersao de —esias” do citoplasma dos ovdcitos.

Figura 16: Ovdcitos de fémeas imaturas. A: Fémea capturada em fevereiro 2012; B:
Fémea capturada em setembro 2013. Notar aumento de tamanho dos ovécitos e
diferenga na coloracéo (azul menos intenso) naquele mais desenvolvidos. Observar nos
nucléolos () a diferenca no grau de compactagao e na distribuicdo destes no nucleo (n),
que se apresentam mais compactos e periféricos em B. Coloragdo em Azul de Toluidina

e aumento de 400x.

Figura 17: Ovécito em crescimento primario. A) Ovdcito circundado pelas células

foliculares (fc). n= nucleo, nu= nucléolo, ct= citoplasma. B) Presenca de organelas

membranosas pelo citoplasma (ct) como mitocondrias (m) e complexo de Golgi (cg).
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Histomorfometria

Além das alteragdbes macroscoépicas, observaram-se alteragdes nos
ovécitos que apresentaram mudangas de coloragao e tamanho. As alteragdes na
cor se dao pelas mudangas intracelulares de acumulo de organelas, por exemplo.
O tamanho dos ovdcitos sofreu um aumento gradual da area e do perimetro da
circunferéncia das células (Tabela 6; Figura 18).

Tais alteragdes nos ovarios foram refletidas sobre os valores do IGS, que
aumentaram ao longo do tempo (p>0,05), e acompanharam o crescimento dos

ovocitos.
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Figura 18: Evolugao dos ovdcitos ao longo do tempo. A) grafico da area média; B) 2014;
C) 2013 e D) 2012. Observar o aumento aparente do tamanho dos ovdcitos, diminuigdo
do numero de células na mesma area e redugao da presenga das ovogénias (0g).
Reparar os diferentes tamanhos e formatos dos ovdcitos em crescimento primario (cp) e
presenca de nucléolos periféricos (=) no nucleo (n). Coloracdo em azul de toluidina.

Aumento de 40x.
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Tabela 6: Analise morfométrica dos foliculos ovarianos de fémeas imaturas de

surubim do lguagu

Ano Més Area média (um?) Perimetro médio (um)
2012 Jan 2252 40+147,73(7) 196,35+5,23(7)
2012 Fev 2388,64+135,63(4) 206,32:5,86(4)
2012 Mar 2465,64+64,69(4) 206,46+3,69(4)
2012 Abr 2841,48+123,32(5) 225,09+4,13(5)
2012 Mai 2556,03+92,55(4) 214,21+3,26(4)
2012 Jun 3324,31+£76,05(4) 240,04+3,70(4)
2012 Jul 3763,96+232,01(5) 251,61+8,85(5)
2012 Ago 3515,06+174,11(4) 22557+60,6(4)
2012 Set 3900,21+217,34(4) 235,00+6,61(4)
2012 out 3590,66:+£294,68(4) 228,84+6,2(4)
2012 Nov 3923,99+183,57(4) 237,89+7,20(4)
2012 Dez 4779,80+106,56(4) 269,43+3,91(4)
2013 Jan 4156,07+123,70(3) 265,13+3,10(3)
2013 Fev 4691,95+390,65(3) 275,07+11,22(3)
2013 Mar 4730,33+109,16(4) 273,86+4,80(4)
2013 Abr 5512,78+100,30(4) 286,98+9,53(4)
2013 Mai 5131,42+144,10(4) 275,49+4,48(4)
2013 Jun 5184,47+193,59(4) 291,67+3,07(4)
2013 Jul 5087,51+314,30(5) 282,73+9,27(5)
2013 Ago 5306,21+424,10(4) 293,88+11,73(4)
2013 Set 5605,19+113,38(2) 300,15+7,05(2)
2013 Out 6651,63+270,50(4) 321,1915,12(4)
2013 Nov 5741,78+710,02(4) 302,14+17,89(4)
2013 Dez 6244,54+126,78(3) 310,87+3,26(3)
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2014 Jan
2014 Fev
2014 Mar
2014 Abr
2014 Mai
2014 Jun
2014 Jul
2014 Ago
2014 Set
2014 Out
2014 Nov
2014 Dez

6606,73+278,00(5)
7003,19+208,47(4)
6279,90+663,39(4)
5955,43+445,27(2)
5848,98+367,93(3)
5063,42+643,34(4)
4573,98+171,86(3)
6111,664555,79(4)
8103,29+299,03(4)
5424,72+461,27(3)

5951,22+318,11(4)

9605,64+1223,42(3)*

329,29+6,35(5)
331,59+6,14(4)
314,56+19,40(4)
293,52+7,33(2)
289,34+12,06(3)
300,05+16,84(4)
269,84+8,45(3)
206,84+14,94(4)
343,42+7,94(4)
293,43+10,59(3)
302,49+6,59(4)

362,73+23,71(3)*

Média anual 2012

Média anual 2013

Média anual 2014

3218,33+113,20(53)
5340,00+131,55(44)

6487,33+223,05(43)

226,67+3,21(53)
289,73+3,33(44)

312,45+4,92(43)

p valor (més)

0,00

0,00

Valores apresentados em médiaterro padrdo (n). Valores de p referentes a andlise de
variancia * Indicam as médias significativamente maiores pelo teste de Tukey.
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Tabela 7: Valores médios mensais de area e perimetro minimos e maximos, de foliculos ovarianos de

fémeas imaturas de surubim do lguagu, criadas em cativeiro

Ano Més Area maxima mensal  Perimetro maximo Area minima Perimetro minimo
(um?) mensal (um) mensal (um?) mensal (um)
2012 Jan 7243,45+798,08 (7) 352,73+14,07 (7) 788,38+41,68 (7) 112,58+4,89 (7)
2012 Fev 5217,02+441,98(4) 318,96+10,98 (4) 1026,39+124,04 (4) 135,0+6,51 (4)
2012 Mar 7801,71£1076,24 (4)  359,03+28,41 (4) 908,78+58,81 (4) 125,15+2,86 (4)
2012 Abr 5917,34+355,50 (4) 330,88+14,48 (4) 774,75+65,61 (5) 121,046,26 (5)
2012 Mai 6041,23+266,45 (4) 331,8419,34 (4) 884,21+108,22 (4) 124,32+6,97 (4)
2012 Jun 7290,73+332,92 (4) 358,9818,72 (4) 976,06+77,85 (4) 127,49+5,94 (4)
2012 Jul 9745,39+1437,36 (5)  391,36+14,40 (4) 1274,70+93,19 (4) 138,79+11,06 (5)
2012 Ago 9263,02+823,84 (4) 400,48+21,62 (4) 776,31+£67,11 (4) 111,20+5,81(4)
2012 Set 8924,99+903,05 (4) 378,47+15,11 (4)  1149,94+150,57 (4) 123,9417,34 (4)
2012 Out 8891,35+890,98 (4)  506,98+126,90 (4) 975,26+119,98 (4) 114,3448,20 (4)
2012 Nov 10023,35+1282,5 (4)  389,09+27,50 (4) 623,44+178,32 (4) 107,1615,65 (4)
2012 Dez 13806,81+2013,55 (4) 586,79+116,67 (4) 923,10£104,91 (4) 118,89+8,36 (4)
2013 Jan 9060,19+70,89 (3) 575,42+168,51 (3)  759,48+102,08 (3) 113,6918,02 (3)
2013 Fev 16083,66+2420,34 (3) 522,56+43,09 (3) 813,91+117,35 (3) 116,4916,23 (3)
2013 Mar 13505,09+1138,75 (4) 566,99+111,14 (4) 805,75+90,18 (4) 54955+4,42 (4)
2013 Abr 13962,37+942,17 (4)  484,58+23,38 (4) 1024,59+147,36 (4) 125,69+10,0 (4)
2013 Mai 16677,99+1231,45 (4) 519,89+23,03 (4) 962,11+81,64 (4) 117,65+5,01 (4)
2013 Jun 13084,29+342,50 (4) 469,35+8,67 (4) 1222,43+63,73 (4) 138,9615,35 (4)
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14990,58+989,83 (5)
14191,31+725,52 (4)
17706,04+749,51 (2)
21908,44+2762,2 (4)
18198,32+4287,63 (4)
18862,24+758,86 (3)
15318,36+1203,40 (4)
39340,01+23971,92 (4)
22602,19+3252,47 (4)
17856,91+3655,76 (2)
22368,69+2501,65 (3)
17828,99+1165,80 (4)
12303,71+£1733,11 (3)
23384,17+4120,05 (4)
24945,16+£1516,4 (4)
17464,38+2770,13 (3)
20228,88+4829,89 (4)
47083,45+12766,47(3)*

Doutoranda: Lucelia Tessaro

506,47+14,35 (5)
510,05+24,15 (4)
567,72+7,23 (2)
590,83+31,99 (4)
554,71+51,44 (4)
556,20+13,84 (3)
637,87+51,14 (5)
545,48+30,71 (4)
630,81+49,33 (4)
510,25+20,37 (2)
630,51+47,88 (3)
667,89+90,58 (4)
630,73+169,26 (3)
597,38+54,67 (4)
678,20+38,70 (4)
760,95+144,25 (3)
840,78+94,75 (4)*
837,27+126,48 (3)

898,04+120,88 (4)
1382,88+82,36 (4)
1938,39+240,08 (2)*
1845,42+287,54 (4)
972,39+59,70 (4)
891,05+160,20 (3)
1095,25+173,02 (5)
1207,66+163,14 (4)
689,96+63,93 (4)
846,16+162,33 (2)
891,17+130,70 (3)
785,84+46,87 (4)
877,18+321,78 (3)
1152,24+194,67 (4)
1099,01+127,64 (4)
598,69+95,82 (3)
876,16+58,40 (4)
818,44+113,64 (3)

Orientadora: Dra. Irani Quagio Grassiotto

115,6246,00 (5)
141,4048,37 (4)
177,65+14,28 (2)*
154,78+10,98 (4)
117,6946,05 (4)
118,18+9,06 (3)
138,24+11,76 (5)
143,18+10,57 (4)
108,01+5,14 (4)
106,96+1,82 (2)
116,62+9,07 (3)
108,60+3,36 (4)
116,95+23,87 (3)
134,62+14,35(4)
130,86+7,59 (4)
102,8818,08 (3)
117,2545,06 (4)
110,3945,49 (3)

—_ o~

(
(
(
(

2013 Jul
2013 Ago
2013 Set
2013 Out
2013 Nov
2013 Dez
2014 Jan
2014 Fev
2014 Mar
2014 Abr
2014 Mai
2014 Jun
2014 Jul
2014 Ago
2014 Set
2014 Out
2014 Nov
2014 Dez
Média 2012
Média 2013
Média 2014

8310,41+401,81(52)
15647,60£669,32(44)
23522,99+2678,02(42)

389,82+16,28(51)
532,18+15,62(44)
665,82+25,12(43)

912,79+34,54 (52)
1109,87+64,84 (43)
929,50+47,47 (43)

121,45+2,21 (53)
127,71£3,23 (44)
121,30%3,35 (43)

p valor (més)

0,00

0,00

0,00

0,00

Valores apresentados em médiaterro padréo (n). Valores de p referentes a andlise de variancia com 5% de

significancia * Indicam as médias significativamente maiores pelo teste de Tukey.
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Eventos isolados

Algumas excegdes aos padroes de desenvolvimento encontrados na
populagdo de estudo puderam ser observados. Estas serdo relatadas na
sequencia, a titulo de informagdo complementar e, para registro de sua

ocorréncia.

Gonadas com desenvolvimento irregular

Foi verificado o desenvolvimento irregular das gbnadas de 02 fémeas, nas
quais um dos ovarios se desenvolveu e o outro nao (Figura 19). Relevante é o
fato de o peso do érgéo nao apresentar grande variagdao, quando comparado as
fémeas do mesmo més, mantendo o IGS em regularidade com os demais

individuos, o que indica crescimento compensatorio no ovario desenvolvido. Para

0s machos este evento nao foi verificado.

Figura 19: Ovario com crescimento irregular. b= bexiga natatéria; o= ovario desenvolvido;

—>ovario nao desenvolvido.
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Ocorréncia de ovocitos vitelogénicos

Apesar de 0 aumento do ovario (até mesmo dos ovdcitos) ser evidente, ndo
foram observados ovdcitos em vitelogénese. Contudo, uma fémea, coletada em
outubro de 2014 (46 meses de idade), apresentou 03 ovdcitos vitelogénicos
(Figura 20), que estavam destoantes dos demais e podem representar os

primeiros ovocitos diferenciados. Estes ovodcitos possuiam, do maior para o
menor; 717.722,200 pym?, 455.357,5 pm? e 194.716,1 pm? de area, ou seja,
0,71mm, 0,46mm e 0,2mm. Para o perimetro, os valores foram de 3.585,39 um,
2.835,9 ym e 1.805,4 pm.

Figura 20: Aspecto dos ovécitos vitelogénicos de surubim do Iguagu. A) Diferenga no
tamanho dos ovécitos vitelogénicos (vt) quando comparados aos em crescimento
primario (cp) (4x); B) Ovdcito vitelogénico (n= nucleo, ct= citoplasma, fc= camada de
células foliculares zp= zona pellucida), aumento de 10x; C) Detalhes dos ovdcitos
vitelogénicos. Coloragao em metanyl yellow (100x). Reparar a organizagao do vitelo em
granulos (gv), presenga de alvéolos corticais (ac) proximos a zona pelucida (zp), e a
camada de células foliculares (fc) que apresentam-se espessas. (2= nucleo da célula

folicular; vs= vaso sanguineo); D) idem C, mas em coloragao de azul de toluidina.
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Individuo em intersexo

Entre os eventos isolados, verificou-se a ocorréncia de um individuo em
intersexo. O animal em questdo apresentava caracteristicas macroscopicas de
machos, mas em meio as ceélulas germinativas masculinas, foram verificados

ovécitos em crescimento primario (Figura 21).

Para excluir a hipétese de contaminagao da amostra, foi utilizada a técnica
de reticulina, a qual permitiu a observagdo da membrana basal (evidenciada na
técnica como uma linha marrom escura) tanto em cistos de espermatogébnias,

quanto em torno dos ovacitos.

Figura 21: Presenga de ovdcitos em génada masculina. A e C) aspecto geral da gbnada

(20x). B e D) detalhe das células germinativas (40x). Observar o contorno da membrana
basal (=) rica em colageno, marcada como linhas delimitando ovdcitos e cistos. (cp=
ovécitos em crescimento primario; z= espermatozoides; g= espermatogbnias). A e B

coloragao em azul de toluidina; C e D marcag¢ao com reticulina.
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Discussao

Os animais apresentaram crescimento e ganho de peso ao longo de todo o
periodo. A modificagdo de forma crescente destes parametros figura como um
aspecto relevante, em especial quando se considera a influéncia do processo de
domesticagéo, que inclui a adequagao ao consumo de alimento inerte e o manejo
mensal (redes de arrasto) no qual os animais foram submetidos (Zaniboni-Filho e
Nuner, 2004). Os dados coletados na populacdo em estudo apresentaram
variacao individual e em alguns meses os animais selecionados apresentaram
maior discrepancia de peso e comprimento em relacdo aos outros meses
avaliados, o que se atribui ao fato de a selecéo ser aleatoéria. Contudo, € valido
citar que tal variagdo nao interferiu nos padrbes reprodutivos, tampouco nas

analises estatisticas utilizadas.

A distincdo de machos e fémeas exige experiéncia do observador, o que
dificulta a selecdo dos animais. A identificacido s6 € facilitada nos periodos em
que os machos estdo aptos a espermiar, quando a papila fica mais alongada e
intumescida, destacando o orificio de saida do ducto espermatico. Em outras
fases, contudo, torna-se semelhante a das fémeas, exigindo maior atengdo no

momento da selecao.

Esta dificuldade na selegao foi um dos fatores que alteraram o tamanho
das amostras ao longo dos meses, pois foram selecionados pelo menos 4 animais
de cada sexo, sendo verdadeiro que em alguns meses, foi necessaria a eutanasia
de mais animais. O tamanho da amostra, também ficou alterada, devido a

presenca de outliers, que foram removidos da analise estatistica, gerando —

maior ou menor que 4, que era 0 numero de amostras propostas.

Apesar de as fémeas apresentarem médias de comprimento e peso
corporal superiores a dos machos, esta diferenca é pequena e exclui qualquer
possibilidade de selecao por tamanho, nesta espécie. Tal semelhancga corporal foi
observada também em estudo de desempenho zootécnico com Steindachneridion
scripta, no qual diferenga de tamanho e rendimento corporal entre machos e

fémeas néao foi verificada (Maghelly et al., 2014).
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Com relagdo aos parametros reprodutivos, as caracteristicas
macroscopicas das génadas séo similares as descrigdes disponiveis para outras
espécies da familia (Pimelodidae) (Batlouni et al., 2006; Honji et al., 2013), e séo
compostas de 6rgaos pares localizados préximos aos rins. Os ovarios sao
alongados, cilindricos e se fundem na porgado caudal formando um ducto que
termina na papila urogenital. Os testiculos, também se unem em um ducto comum

com saida para o exterior, pela papila urogenital.

Os testiculos também sao alongados, mas apresentam aspecto irregular,
especialmente no periodo reprodutivo, quando o volume do testiculo aumenta e
aparecem —doras” ao longo do 6rgéo, que s&o um pouco diferentes das —rénjas”
encontradas em outras espécies, tais como Pimelodus maculatus, Iheringichtys
labrosus, Conorhyncus conirostris (Cruz e Santos, 2004) e Pimelodus britskii
(Damasceno, 2014), mas que também foi observada por Sary (2014) em surubins

do Iguagu adultos.

As modificagcbes de aspecto e volume das gbnadas refletem-se sobre o
indice gonadossomatico, que € dado pela relagdo entre o peso da gbnada e o
peso do animal (Vazzoler, 1996) e € um importante indicativo de atividade
reprodutiva nos peixes (Tyler e Sumpter, 1996; Romagosa, 2010). Nos machos,
como o esperado, o desenvolvimento dos testiculos foi proporcional ao aumento
do IGS e foram observados picos e quedas nos valores do indice, indicando
claramente os periodos de aptidao reprodutiva nos machos. Para as fémeas, as
variagdes nos valores do IGS acompanharam o desenvolvimento corporal e o
crescimento dos ovocitos. Ambos os parametros aumentaram gradativamente ao
longo dos meses, 0 que se deve ao fato de as fémeas permanecerem imaturas,

pois em fémeas em ciclo alteragdes maiores do indice seriam esperadas.

Em relacao a flutuacado dos esteroides, sabe-se que estes variam durante a
puberdade e/ou durante o ciclo reprodutivo (Schulz e Nébrega, 2011). Nos peixes,
0s niveis plasmaticos de testosterona nas fémeas podem ser menores, maiores
ou iguais do que o dos machos da mesma espécie (Borg, 1994) e os valores
esperados para animais jovens apresentam grande variagao e podem ser baixos,

podendo atingir valores menores que 1ng/mL em animais imaturos (Larsen et al.,
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2004), o que néo foi o caso nesta populagéo, cujos valores foram superiores a

2ng/mL em todo o periodo.

Neste estudo, a concentragéo de testosterona sofreu variagédo, ao longo do
tempo e os maiores valores foram observados nos machos, porém alteragdes na
concentracéo deste esteroide também foram observadas nas fémeas.

Para os machos, a variagdo nos niveis plasmaticos de testosterona foi
condizente com as alteragées morfolégicas. Os andrégenos, como a testosterona,
participam de diversos processos relacionados a reproducdo dos machos de
peixes, como inicio da puberdade, multiplicagdo de espermatogbnias,
espermatogénese, formacado de espermatocistos e espermiagdo (Schulz et al.,
2010). Avaliando a flutuacao de testosterona, esta parece estar relacionada com a
liberacdo dos espermatozoides (espermiagao) nesta espécie, uma vez que 0s
niveis foram altos durante a fase de aptidao reprodutiva. Na sequencia dos
eventos, a concentracao de testosterona caiu de forma significativa pela entrada
dos machos na fase de regressao, quando ha a redugao dos espermatozoides no
orgao. Nesta fase acontece a fagocitose dos espermatozoides residuais pelas
células de Sertoli (Schulz e N6brega, 2011).

Para as fémeas a concentracdao média de testosterona foi menor quando
comparada aos machos, mas apresentou aumento gradual. Para o bacalhau
(Gadus morhua) foi observado que os androgenos, incluindo a testosterona, estao
relacionados ao desenvolvimento dos ovdcitos pré-vitelogénicos (Kortner et al.,
2008; Kortner et al., 2009). Ainda, o tratamento de fémeas com testosterona,
promoveu o crescimento dos foliculos ovarianos em fémeas imaturas de
Anoplopoma fimbri (Guzman et al., 2015), de modo que a testosterona parece ter
influéncia sobre os ovocitos antes da fase de vitelogénese, nos peixes.
Considerando o que foi observado no periodo experimental, esta relacdo entre
testosterona e o crescimento inicial dos ovocitos parece se aplicar para as fémeas
de surubim do lguagu.

Em relagdo ao estradiol, este € mencionado como estimulante a mitose
(proliferagéo) nas espermatogbnias (Schulz e Miura, 2002; Schulz et al., 2010).
Apesar de ser relacionado a proliferagdo, nos machos desta espécie o pico de

estradiol aconteceu quando estes estavam na fase de aptidao reprodutiva e néo
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de regeneragdo, como seria o esperado (ja que € nesta fase que acontece o
repovoamento do testiculo). O que sugere que outras fungdes podem ser

executadas pelo estradiol na dinamica reprodutiva dos peixes.

Para mamiferos, algumas outras fungbes dos estrogenos nos machos vém
sendo apontadas, tais como a influéncia na manutengdo do epitélio e na
morfologia espermatica (Hess, 2003) e sobre as etapas finais de modificagdo das
espermatides para espermatozoides e na motilidade espermatica (Carreau et al.,
2011).

Sobre os efeitos do estradiol nas fémeas, esta claro que tem efeito sobre o
desenvolvimento dos ovécitos (Devlin e Nagahama, 2002) e estimula a produgéo
de vitelogenina (Akhavan et al., 2015). Porém, as fémeas estudadas né&o
chegaram a iniciar a vitelogénese, para que a relagdo do esteroide com o

acumulo de nutrientes pudesse ser confirmada.

Mesmo que a variagdo dos esteroides ndao tenham refletido claramente
sobre o desenvolvimento reprodutivo das fémeas, é importante salientar que este
grupo de horménios (esterdides sexuais) esta também envolvido com outros
aspectos metabdlicos. Incluem-se aqui aqueles relacionados com a regulagéo dos
mecanismos de crescimento e atividade metabdlica do figado e dos musculos,
eventos que puderam ser observados em truta arco- iris, Oncorhynchus mykiss
(Norbeck e Sheridan, 2011; Cleveland e Weber, 2015).

Quanto ao desenvolvimento das células germinativas, nas fémeas foi
observado o aumento de -estrias” ou —anhuras” nos ovdcitos, estas sao
decorrentes da multiplicagcao e dispersdo das organelas membranosas, que sao
indicadores da alta atividade metabdlica dos ovocitos no seu preparo para sua
posterior entrada em vitelogénese (Quagio-Grassiotto et al., 2013; Quagio-
Grassiotto et al.,, 2014). Mesmo com todas estas alteragdes, e consequente
incremento no tamanho dos ovdcitos, ndo houve nenhuma indicacdo de entrada
das fémeas na fase de desenvolvimento. Tal mudanca de fase seria detectada
pela visualizagdo dos primeiros alvéolos corticais, seguida de ovdcitos em inicio
de vitelogénese (Brown-Peterson et al., 2011), o que ndo aconteceu no periodo

avaliado.
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O aumento aparente dos ovadcitos pdde ser evidenciado pela area média e
pelo perimetro dos foliculos. Entende-se que o foliculo é a unidade de
desenvolvimento dos gametas femininos que é composto pela célula germinativa
(ovocito) e pela camada de células foliculares, ou da granulosa, que estédo
apoiadas em uma membrana basal e envoltas perifericamente por células da teca
(Quagio-Grassiotto et al., 2011; Reading e Sullivan, 2011). Nas laminas
fotografadas, e utilizadas para a morfometria, a membrana basal e a camada da
teca ndo puderam ser facilmente definidas. Mesmo assim, o contorno dos
foliculos estava claro, o que permitiu a realizagdo das medicdes e a confirmacao

do crescimento dos ovocitos pré-vitelogénicos.

Apesar de o diametro celular ser um parametro mais utilizado, nos peixes,
€ aferido em ovdcitos extrusados (Romagosa et al., 2001), e as células que
dispomos sao de crescimento primario e seu formato na lamina é muito irregular,
por isso, optamos pela utilizacdo da area média e do perimetro do foliculo
(contorno folicular), por que acreditamos serem parametros validos, considerando
o0 plano bidimensional das imagens microscopicas. Além disso, utilizando as
imagens podemos aumentar a amostragem em cada fémea e promover a

obtencdo de médias mais representativas.

Enquanto isto, nos machos a espermatogénese foi correspondente a
sequencia de eventos conhecidos, no qual espematogbnias sdo envoltas por
células de Sertoli, que formam cistos nos quais acontecem os processos de
multiplicagdo e diferenciagcdo das células germinativas até a abertura destes
cistos e liberagcdo dos espermatozoides (revisdo em Schulz et al., 2010). Todas
estas etapas puderam ser vistas claramente ao longo do desenvolvimento dos
testiculos e permitiram a diferenciagéo das fases reprodutivas (Brown-Peterson et
al., 2011).

Mesmo que todas as fases tenham sido observadas, a fase de
desenvolvimento estendeu-se ao longo de muitos meses, o que pode ser
justificado pelo padrdo de reproducédo sazonal da maioria dos peixes de agua
doce, no Brasil (Godinho et al., 2010) que é observado em outras espécies da
familia (Pimelodidae), como Pimelodus maculatus (Wildner et al, 2013)

Pseudoplatystoma corruscans, Pseudoplatystoma fasciatum (Resende et al.,
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1995) e Steindachneridion parahybae (Canepelle et al., 2009). Neste molde de
reprodugdo, o intervalo entre uma reproducéo (ou aptiddo reprodutiva) e outra

costuma ser longo. Parece ser este o caso do surubim do Iguagu.

Ainda sobre os machos, antes de entrarem em ciclo reprodutivo, foi
verificada a ocorréncia de uma -primeira onda espermatogénica”, evento bastante
estudado em mamiferos (O’Shaughnessy, 2014), que também foi registrado em
peixes (Schulz et al., 1997; Schulz e Goss, 1999). A observacédo dos testiculos
dos machos experimentais juntamente com as amostras obtidas de machos mais
jovens (segunda populagdo) promoveu evidéncias da formagdo de alguns
espermatozoides antes dos animais entrarem em desenvolvimento, que é a fase
em que a diferenciacdo destes gametas acontece em grande quantidade.
Podemos supor que essa primeira onda aconteca a partir da formagao da barreira
hemato-testicular, ocorréncia que assegura as condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento dos gametas finais (Batlouni et al., 2009). Os espermatozoides
puderam ser observados e o evento registrado para a espécie, contudo se estas
células iniciais sdo mantidas ou reabsorvidas € uma informagao que néo podemos
concluir com base nos dados disponiveis. Ainda, as caracteristicas histologicas
associadas a este evento sdo semelhantes a fase de regeneracdo (Brown-
Peterson et al., 2011), por isso tais informag¢des devem estar aliadas ao aspecto
macroscopico da gbnada para evitar interpretacdes equivocadas, especialmente

naqueles animais em que a idade nao é conhecida.

Os machos provenientes da segunda populagdo de animais entraram na
fase de desenvolvimento com 11 meses de idade (setembro), o que aconteceu
meses antes daqueles utilizados nas coletas regulares (imaturos até 16 meses).
Isto se deve provavelmente a diferengcas nas condigdes de criagdo ou mesmo as
caracteristicas da agua, pois nesta estacdo o abastecimento dos tanques de
criacao vem diretamente do rio Iguagu, que é o habitat natural da espécie. Além
disto, este segundo lote ndo sofreu com o estresse mensal de manipulagao de
redes de arrasto no tanque, como aqueles animais do lote regular. Apesar da
diferengca temporal, a aparéncia das gbnadas e a sequéncia dos eventos

observados foram as mesmas nos dois lotes avaliados.
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Independente da idade dos machos, o fato destes tornarem-se aptos a
espermiar, confirma a passagem destes animais na puberdade. Esta é uma etapa
complexa do desenvolvimento, que promove o aparecimento de caracteristicas
sexuais secundarias e marca o intervalo entre as fases nao reprodutivas e
reprodutivas do ciclo de vida nos animais (Ozen et al., 2014). Nos peixes,
compreende um conjunto de processos nos quais animais imaturos adquirem a
capacidade de reproduzir (Okusawa, 2002), e nos machos pode ser caracterizada

pelo inicio da espermatogénese (Schulz e Goss, 1999).

As etapas que levam a formacdo dos espermatozoides puderam ser
visualizadas na microscopia de luz, pela diferenga nos cistos. Quando verificada
em microscopia eletrdnica, a morfologia da célula obedece aos padrdes que
costumam ser observados em outros Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Oliveira,
2008), com excegao a presenga de fossa nuclear, que foi observada no
espermatozoide de surubim e cuja auséncia é relatada em outras espécies da
familia (Burns et al.,2009).

Com relacdo as avaliagcbes de sémen, mesmo se tratando de animais
diferentes, os machos que foram manipulados reprodutivamente apresentaram
melhor resposta ao tratamento e maior motilidade espermatica, nos mesmos
meses em que as concentragdes hormonais aferidas na populagdo foram

aumentadas, no caso em setembro e outubro.

Para determinar a qualidade do sémen, a motilidade costuma ser o
parametro mais utilizado (Alavi e Cosson, 2005), entretanto outros parametros
poder ser avaliados em conjunto. Empregando as mesmas técnicas descritas, os
dados médios de volume seminal, normalidade e motilidade verificados por
Marcos (2012) em machos adultos de surubim do Iguacu, foram de 11,74+5,38
mL de sémen, 75,81t5,71% de espermatozoides normais e 99,86+0,31% de
espermatozoides moéveis, o que é superior aos verificados neste trabalho, mesmo
quando comparados aos picos de cada variavel (525+170,17 uL, 91,21+1,83% de
células moveis e 70,9813,96 de espermatozoides normais). Com relagédo a
normalidade espermatica, este consiste em um procedimento que pode ser
considerado agressivo. Mesmo sem fazer esfregacgo, € possivel que a soma dos

processos de extrusdo, fixagdo e coloracdo acarretem em danos aos
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espermatozoides, que por estarem livres sofrem diretamente todas as agressdes,
0 que pode justificar os percentuais de normalidade baixos e incompativeis com a

motilidade.

Mesmo considerados aptos a reproduzir, os machos puberes, liberaram
pequeno volume de sémen e apresentaram médias de normalidade e motilidade
inferior aquela observada nos individuos em atividade reprodutiva. A idade dos
reprodutores parece afetar a qualidade do sémen, sendo que animais muito
jovens ou muito velhos, apresentam qualidade inferior aos adultos de idade média
(Rurangwa et al., 2004), mas estas relagbes ainda sao pouco exploradas. Além
disso, as maiores variagdes de producao (e qualidade de sémen) acontecem em
funcdo do ciclo reprodutivo de cada espécie (De Souza et al., 2015), aspecto que
ficou claro neste ensaio, quando os animais passaram periodos sem que

houvesse producéo e, consequente, liberagao de sémen.

Apesar de todos estes eventos é valido citar que somente a capacidade
reprodutiva ndo implica necessariamente na reproducdo. Sabe-se que fatores
externos sdo necessarios para estimular o comportamento reprodutivo (Stacey,
2003), sendo que mesmo os animais aptos a reproduzir, ndo necessariamente

realizam reproducéo (Munakata e Kobayashi, 2010).

Os testiculos apresentaram-se mais desenvolvidos, ao mesmo tempo em
que os niveis de ambos esterdides avaliados foram crescendo, confirmando a
intima relacdo das flutuagées hormonais e os processos reprodutivos (Miura e
Miura, 2003; Munakata e Kobayashi, 2010). Assim, esta relagao entre as fases, o
indice gonadossomatico e a concentragdo de esterdides faz com que este
parametro possa ser utilizado para averiguar a aptiddo reprodutiva dos machos

sem a necessidade de sacrificio do animal.

Nas fémeas, os valores de estradiol acompanharam a flutuagdo da
testosterona, o que pode ser explicado pelo fato de, nos vertebrados, os
estrégenos, incluindo o estradiol, serem provenientes da aromatizagcdo dos
androgenos (Carreau et al.,, 2011). Os picos acompanharam o padrdao dos
machos, o que pode sinalizar o periodo ideal para reproducdo da espécie, uma
vez que, parece haver sincronia entre os eventos de machos e fémeas, mesmo

que nestas as modificagbes acontecam de maneira mais lenta. Além disso, os
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esterdides (especialmente testosterona) estdo relacionados ao comportamento
reprodutivo dos peixes (Katsiadaki e Sebire, 2011) fazendo com que a flutuagéo

semelhante se justifique.

Por estarmos habituados a relacionar altos niveis de estrogenos para
fémeas e androgenos para machos, as concentragbes semelhantes podem
parecer incompativeis com o esperado, mas acontecem com frequéncia nos
peixes, pois estes possuem uma grande plasticidade sexual quando comparados
aos demais vertebrados (Coumailleau et al., 2015). Esta plasticidade permite que
eventos como masculinizagdo (Bombardelli e Hayashi, 2005; Vizziano et al., 2008;
Golan e Levavi-Sivan, 2014), feminilizacdo (Strissman et al.,1996; Amaral Jr et
al., 2008) ou mesmo a diferenciagdo sexual por temperatura (Baroiller e D’Cotta,
2001; Blazquez e Somoza, 2010), natural ou artificialmente, acontecam com

regularidade.

Com relagdo aos eventos isolados, estes nao representam aspectos de
normalidade, mas nao sao exclusivos. Gbnadas de tamanho irregular foram
observadas no surubim do Paraiba (Honji et al., 2013), e discrepancia do
desenvolvimento dos ovocitos e a ocorréncia de um individuo intersexo pode ter
acontecido por sinalizagdes ou interagdes enddcrinas irregulares, mas de carater

individual.

A observagao das caracteristicas do ovdcito vitelogénico mais desenvolvido
nos permite algumas consideracdes. O tamanho da célula aliado aos numerosos
glébulos de vitelo, espessura da camada folicular e abundancia de alvéolos
corticais nos permite afirmar que ovécito havia completado seu crescimento (full
grown), além disso, o posicionamento mais lateral do nucleo sugere o inicio da
maturacao final (Lubzens et al., 2010). Contudo, devido ao fato da fémea estar

imatura, € possivel que este ovécito tornaria-se atrésico.

A area média do maior foliculo & cerca de 72 vezes maior que a média
mais alta. Quando comparada a média do més de ocorréncia (outubro 2014) o
valor é cerca de 130 vezes maior. Relagdo semelhante acontece com o perimetro,
sendo que os maiores valores encontrados nas fémeas imaturas, sdo bastante
inferiores aqueles verificados nos ovadcitos vitelogénicos. O que aponta para um

desenvolvimento continuo e expressivo das células na fase de vitelogénese.
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Quanto ao intersexo, afirmamos que n&o houve contaminagdo da amostra
baseados na resposta positiva a reticulina em torno dos ovdcitos. A marcacgao
positiva nesta técnica evidencia a membrana basal e confirma os ovdcitos como
componentes do 6rgdo. Em caso de contaminagdo, a membrana basal n&o
apareceria marcada na técnica, uma vez que o0s ovoécitos desprendem-se dos
ovarios sem as camadas externas, como a camada folicular, camada da teca e a
membrana basal, que permanecem no ovario e formam o complexo pos-

ovulatorio (Quagio-Grassiotto etal., 2011).
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Consideragoes finais

Verificamos que, de modo geral, as informagdes a respeito de animais
imaturos sao reduzidas quando comparadas aos adultos, o que abre perspectivas
para novas pesquisas que permitam entender os eventos que levam a puberdade

e a primeira maturagao dos peixes.

Para o surubim do Iguagu, o desenvolvimento gonadal dos machos, criados
em cativeiro, se inicia com cerca de um ano idade. Alteracbes do testiculo
acontecem em conformidade com as modificagdes celulares e refletem-se sobre o
indice gonadossomatico. A concentragcado de esteroides plasmaticos (testosterona
e estradiol) flutua de maneira compativel com estas alteragdes e pode ser
utilizada como indice reprodutivo para os machos. Ainda, os machos desta
espécie apresentam um desenvolvimento gonadal mais acelerado do que fémeas,
criadas sob as mesmas condi¢gdes, que permaneceram imaturas mesmo com 48

meses de idade (4 anos).

Como o periodo de aptiddo reprodutiva foi curto, nossa sugestdo é de que
0s machos iniciaram o acumulo de espermatozoides no testiculo, preparando-se
para a reproducdo, mas por falta de estimulos externos vindos de fémeas aptas a
reproduzir (para a manutencado da producao e/ou liberacdo do sémen) houve a

aceleragéo do processo de regressdo gonadal.

Contudo, a confirmacao dessas suposicoes depende da compreensao do
ciclo reprodutivo das fémeas. Estas apresentam desenvolvimento gonadal tardio,
mas foi verificado aumento na concentracdo dos esterdides, do tamanho dos
ovdcitos e do indice gonadossomatico. Vale ressaltar, que os picos dos esteroides
acompanharam os picos nos machos, o que pode sinalizar a sincronizagcao de

machos e fémeas, quando o periodo reprodutivo se iniciar.

Observando o comportamento geral dos dados obtidos, para machos e
fémeas, o periodo reprodutivo da espécie acontece durante os meses da
primavera (setembro a novembro), por isso sugerimos que os protocolos de

reproducao artificial sejam conduzidos neste intervalo.
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Conclusao

Nas condi¢cbes do experimento, o primeiro ciclo reprodutivo foi registrado
em machos entre um e dois anos de vida. De acordo com as variagdes do indice
gonadossomatico, producdo de sémen e flutuacdo dos esteroides, o periodo

reprodutivo dos machos acontece entre setembro e novembro.

As fémeas permaneceram imaturas durante o periodo avaliado, mas a
evolucdo dos parametros aponta para uma sincronia dos eventos reprodutivos e

periodo reprodutivo da espécie nos meses de primavera.
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