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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar os aspectos histologicos de testiculos de
tuvira (Gymnotus spp.) submetida a reproducao por diferentes indutores hormonais.
Foram capturadas sessenta tuviras, de aproximadamente 40g+10g e transportadas
para o setor de piscicultura da PUC - Goias. Os peixes foram acondicionados durante
o periodo de dezembro de 2013 a fevereiro de 2014, passando por um periodo de
adaptacao ao cativeiro de 90 dias. Utilizando delineamento inteiramente casualizado,
foram definidos quatro tratamentos com dez repeticdes ou seja, dez animais por caixa,
sendo cada animal uma repeticdo. Para inducdo a reproducdo da tuvira, foram
testados trés hormonios e para o grupo controle, solucéo salina a 2%. Os utilizados
foram: o extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC), a gonadotropina coridnica equina
(ECG) e analogo sintético do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH-a). Os trés
hormonios foram aplicados em duas dosagens, sendo a primeira (preparatéria) com a
finalidade de promover a maturacao total dos gametas e a segunda com a finalidade
de liberagdo dos gametas. Para as analises histolégicas, foram eutanasiados cinco
machos de cada tratamento, os testiculos foram avaliados e retirados através de
seccdo ventral da cavidade celomatica e armazenados rapidamente em solucéo
fixadora de Bouin por vinte e quatro horas. Apds a fixacdo dos testiculos, laminas
foram confeccionadas e fotografadas no Laboratério de Sistematica Molecular da
Universidade Federal de Vicosa. Foram fotografadas 15 imagens por peixe em
fotomicroscopio, onde destas, dez imagens foram analisadas utilizando o software
Image-Pro Plus ®. A propor¢do volumétrica ocupada pelos componentes do
parénquima testicular (tubulos seminiferos e tecido intertubular) foi determinada a
partir da contagem de 2660 pontos projetados sobre dez imagens obtidas ao acaso,
sendo 266 pontos em cada imagem. Foram quantificadas as populacbes de
espermatogbnias do tipo A, do tipo B, espermatdcitos primarios, espermatécitos
secundarios, espermatides e células de Sertoli (S) e propor¢cédo de Lumen. Os dados
obtidos foram analisados pela comparacdo de médias através do teste de TUKEY,
executado pelo software Statistical Analysis Sistem - SAS. Os resultados indicaram
gue o hormbénio GnRH-a apresentou uma maior capacidade para promover a
maturacéao final nos testiculos, seguido pelo hormoénio eCG. O hormbnio EBHC néo
conseguiu promover a maturacao final nas tuviras induzidas, sugerindo um maior
tempo de acé@o que os demais horménios utilizados. Uma possivel explicacdo para a
maior inducédo do horménio GnRH-a seria na capacidade de produzir gonadotrofinas
enddégenas. Os demais hormbnios teriam suas respostas justificadas na
especificidade dos receptores de membrana das células de Sertoli e Leydig. Maiores
estudos sobre a resposta de tuviras a indutores hormonais, se fazem necessarias.

Palavras-chave: Tuviras, GnRH-a, eCG, EBHC, Histologia.



ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the histological aspects of tuvira testes
(Gymnotus spp.) subjected to reproduction by different hormonal inducers. Sixty
tuviras were captured, approximately 40g + 10g and transported to fish sector of PUC
-Goias. The fish were placed during the period from December 2013 to February 2014,
in a period of adaptation to 90 days. Using a randomized design, has defined four
treatments with ten repetitions or ten animals per box, each animal being a repeat. For
induction of tuvira, three hormones were tested. The control group, used saline at 2%,
the others group used: the extract of carp pituitary (EBHC), equine chorionic
gonadotropin (ECG) and synthetic analogue of gonadotropin-releasing hormone
(GnRH-a). The three hormones were applied in two doses, the first one (preparatory)
in order to promote full maturation of gametes and the second for the purpose of
releasing the gametes. For histological analysis, were killed five males per treatment,
the testicles were removed and evaluated by the ventral section of the coelomic cavity
and quickly stored in Bouin's fixative solution for twenty-four hours. After fixation of the
testicles, slides were prepared and photographed at the Molecular Systematics
Laboratory of the Federal University of Vigosa. Were photographed 15 frames per fish
in light microscope, where these ten images were analyzed using the software Image-
Pro Plus ®. The volume ratio occupied by the components of testicular parenchyma
(seminiferous tubules and intertubular tissue) was determined by counting 2660 points
projected on ten images obtained at random, with 266 points in each image.
Populations were quantified spermatogonia type A, type B, primary spermatocytes,
secondary spermatocytes, spermatids and Sertoli cells (S) and the proportion of the
lumen. Data were analyzed by comparison of means by Tukey test, performed by the
Statistical Analysis System software - SAS. The results indicate that the GnRH-
hormone showed a greater ability to promote final maturation in the testes, followed by
ECG hormone. The EBHC hormone failed to promote the final maturation induced
tuviras, suggesting a longer duration than other hormones used. One possible
explanation for the greater induction of the GnRH-hormone would be the ability to
produce endogenous gonadotropins. Other hormones have justified their answers in
the specificity of membrane receptors on Sertoli cells and Leydig. Researching the
tuviras response to hormonal inductors, are required.

Keywords: Tuviras, GnRH-a, eCG, EBHC, Histology.
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1 INTRODUCAO

A tuvira, conhecida também como peixe espada, sarap6, carap0, enguia e itui,
pertencem ao género Gymnotus spp., sendo peixes de porte médio, corpo alto e
comprido, nadadeira anal longa e anus, juntamente com a papila urogenital, proximas
da base do opérculo (MINAS GERAIS, 2000; ROTTA, 2004).

Em Goias, a tuvira tem grande preferéncia por pescadores amadores, sendo um
dos peixes mais procurados em comércios de iscas vivas. Esta procura se justifica
pelas atividades da pesca amadora e a pesca esportiva, que se encontram em
constante crescimento.

A pesca amadora consiste em pescar 0 peixe e consumi-lo enquanto na pesca
esportiva, ha a captura do peixe e a devolucdo para a natureza. Possuem uma
guantidade crescente de adeptos, envolvendo fatores culturais que tendem a ser
passados por geracgoes.

Essas modalidades de pesca, ao movimentar recursos financeiros em todo
mundo, possuem uma importancia econdmica relevante. O Brasil possui uma grande
preferéncia por esta modalidade, principalmente nas regides Norte e Centro-Oeste.

Tanto na pesca amadora, quanto na pesca esportiva, 0s impactos ambientais
sdo grandes, envolvendo principalmente a captura exagerada de espécies (pesca
amadora), a devolucdo de animais machucados e exauridos para a agua (pesca
esportiva) e a poluicdo por pescadores que deixam no meio ambiente residuos
oriundos de sua recreacao.

Na regido do rio Araguaia, em Goias, uma grande parte dos pescadores, nao
tem consciéncia de que sado usuarios dos recursos oferecidos pelos rios,
demonstrando descaso ao meio ambiente utilizado em sua recreacdo (CARVALHO &
MEDEIROS, 2005).

Além das espécies pescadas, existem as espécies utilizadas como isca viva, sao
elas o lambari (Astyanax bimaculatus), mucum (Synbranchus marmoratus), tuvira
(Gymnotus spp.) entre outros. Dentre estas espécies a tuvira se destaca como a
principal preferéncia de isca viva pelos pescadores.

Moraes e Espinosa (2001), concluiram que as iscas mais utilizas na regido de
Corumbd, Mato Grosso do Sul, é o caranguejo e cinco peixes de pequeno a médio
porte sendo eles: a tuvira (Gymnotus spp.) a piramboia (Lepdosiren paradoxa), o

cascudo (Hypostomus uruguayensis), o jeju (Hoplerythrinus unitaeniatus) e o mugum
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(Synbranchus marmoratus). Os mesmos autores observaram que entre as pessoas
envolvidas na captura de iscas vivas, 97% alegaram capturar a tuvira e 88%
capturavam caranguejo.

A pesca de tuviras, vem resultando em diminuicdo de sua populacédo, onde
animais adultos e aptos a reprodugcdo, possuem maior valor comercial. Como
agravante, a tuvira vive em ambientes semelhantes ao de serpentes, tornando o
ambiente de sua captura perigoso, principalmente para populacdes ribeirinhas, onde
seus trabalhos em isqueiros, sdo comuns.

Além do exposto, apés a captura, ha uma intensa mortalidade dos animais
capturados. Moraes e Espinoza (2001), constatou que somente na regido de
Corumba, Mato Grosso do Sul, sdo extraidas cerca de 15 milhdes de iscas ao ano.
Destas, 14% acabam morrendo por manejo, coleta e/ou transporte inadequado.

Faz- se necessario, diante o exposto, a criacdo destes animais em cativeiro,
onde os beneficios sdo: preservacdo da espécie através de diminuicdo da sua
captura, o repovoamento em areas excessivamente exploradas e preservagao do
habitat da espécie quando sua criacdo evita a sua captura no meio.

Estudos sobre a biologia reprodutiva de Gymnotus, vem sendo realizados nos
altimos anos (ROTTA, 2004; COGNATO, 2005, 2006; FRANCA 2010a, 2010b).
Porém, ndo ha relatos, de estudos, envolvendo a criacdo de tuviras em cativeiro
seguida de reproducéo artificial.

Em cativeiro, os peixes chegam a maturidade sexual, mas como néo tém todos
os estimulos que teriam na natureza (ex.: subir correntezas, temperatura, chuvas, foto
periodo longo, presenca do parceiro etc.), estes ndo conseguem expelir seus produtos
sexuais (6vulo e sémen). Ocorrendo a necessidade da intervencdo do homem para
realizar a reproducéo artificial (PADUA, 2001).

A reproducao artificial pode ser obtida promovendo uma simulacdo da
resposta enddcrina natural, utilizando substancias analogas aos estimulos hormonais
ou a manipulagdo ambiental (ANDRADE & YASUI, 2003). A indugdo hormonal
utilizando substancias analogas aos horménios naturais de peixes constitui uma
excelente ferramenta na reproducdo de peixes, principalmente se associada a
manipulagéo ambiental.

O extrato bruto de hipoéfise de carpa (EBHC), a gonadotrofina coridnica equina
(eCG) e anélagos sintéticos do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH),

representam indutores reprodutivos utilizados na criagao de peixes.
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O presente trabalho representa um estudo sobre a resposta do testiculo de
tuviras quanto a maturacao final, apés a aplicacdo dos horménios eCG, GnRH e
EBHC. Tal estudo tem a pretensao de abrir novos campos de pesquisa para a criacao

de iscas vivas em cativeiro.



15

2 OBJETIVOS

A presente pesquisa tem por objetivo analisar aspectos histolégicos de
testiculos de tuvira (Gymnotus spp.) submetida a reproducéo artificial por diferentes

indutores hormonais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizacao da espécie estudada (Gymnotus ssp)

A Gymnotus spp. (Figura 01), popularmente conhecida como tuvira, peixe
espada, sarap0, carapd e itui, pertence a classe dos Actinopterigios, familia
Gymnotidae e a ordem Gymnotiformes (ROTTA, 2004).

Atuvira € um peixe de porte médio, alcancando cerca de 50 cm de comprimento
e 300 gramas de peso. O corpo é alto e comprido, com olhos pequenos. A prognatismo
€ uma das peculiaridades, ficando a fenda bucal em posicdo superior. A abertura
branquial € diminuta. A nadadeira caudal esta ausente, com pedunculo caudal
terminando em ponta. A nadadeira anal € longa e composta de numerosos raios,
ficando o anus bem proximo a cabeca. As nadadeiras ventrais, bem como a dorsal,
séo ausentes, usando a longa nadadeira anal para se locomover (Figura 01) (MINAS
GERAIS, 2000).

Figura 1: Caracteristicas externas da tuvira, Gynmotus spp. Na cabeca é possivel
visualizar os pequenos olhos e a prognatismo da espécie (detalhe no canto direito
superior).

Arquivo pessoal.

Sao peixes com 6rgaos elétricos, emitindo pequenas descargas elétricas que
atuam na sua eletro comunicacao, principalmente na fase reprodutiva. Além da eletro
comunicacao, a tuvira utiliza o campo elétrico formado por estas pequenas descargas,
para a sua orientacdo, compensando sua auséncia de visdo (WESTBY, 1975 apud
ROTTA, 2004).
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Sao peixes de clima neotropical, habitando dguas com temperaturas entre 22 e
28°C, podem ser encontradas do sul do Meéxico até o Brasil. No Brasil, sédo
encontradas no Estado de Goias - GO, Mato Grosso - MT, Mato Grosso do Sul - MS,
Minas Gerais - MG, Rio de Janeiro - RJ e Sdo Paulo - SP (CASCIOTTA et al, 2012).

Quanto ao microhabitat, vivem em ambientes |énticos, com teores baixos de
oxigénio, ricos em matéria organica, com a cobertura de vegetacdo aquatica rica em
insetos.

A tuvira € um peixe carnivoro que se alimenta de peixes menores e insetos.
Segundo Menin (1989), a presenca de uma ampla fenda bucal nestes peixes, a
cavidade bucofaringeana com dentes orais desenvolvidos e dentes na regido
faringeana pouco desenvolvidos, sdo caracteristicos de um peixe com preferéncia
alimentar por outros animais.

As tuviras possuem labios que sugerem, pelo menos parcialmente, uma
capacidade de se alimentar de organismos retirados do substrato. Seus labios
possuem capacidade de selecionar e capturar insetos (MENIN, 1989).

O Gymnotus carapo, tuviras, se reproduzem nos meses de Outubro a
Dezembro, em épocas de enchente dos rios (MINAS GERAIS, 2000). Cognato (2005),
em pesquisas realizadas na lagoa Verde do Parque Estadual de Itapud, Rio grande
do Sul relatou um periodo reprodutivo maior entre os meses Novembro a Marco.

Sao peixes de desova parcelada ou sincrénico em mais de dois grupos.
Segundo Vazzoler (1996), a desova parcelada se caracteriza por um mecanismo,
onde determinadas espécies, produzem um namero maior de ovocitos em um dado
periodo de reproducéo. Este de nimero de ovdcitos é mais elevado que o esperado
para o porte da espécie, levando em consideracao a relacdo comprimento do peixe e
fecundidade.

Neste mecanismo de desova, ao lado do lote de ovocitos do estoque de
reserva, existem lotes de ovécitos em distintas fases de desenvolvimento, sendo que
0s ovocitos que compdem estes lotes se desenvolvem sincronicamente e, a medida
gue os lotes mais desenvolvidos atingem a maturacdo completa, sdo eliminados
(VAZZOLER, 1996).

O ato dos machos cuidarem dos ovos, cavando fundo para o depdsito dos
mesmos, justifica a baixa fecundidade das fémeas e o pequeno desenvolvimento
testicular dos machos. A fecundidade € o niumero de ovocitos que completam o seu

desenvolvimento e séo eliminados em cada desova (RESENDE et al, 2006).
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3.2 Importancia da reproducéo artificial

A reproducédo natural dos peixes criados em cativeiro dificilmente acontece
devido o eixo reprodutivo dessas espécies ser diretamente dependente das condi¢cdes
ambientais, como fotoperiodo, temperatura da &gua, pluviosidade, correnteza,
enchentes entre outros (COSTA, 2012; ANDRADE, 2003).

Os sinais ambientais sédo traduzidos em alteracdes endocrinas que controlam a
gametogénese. Alteracdes nessas condi¢cdes afetam o processo reprodutivo, pois
influenciam o sistema enddcrino em diferentes niveis do eixo pineal-hipotalamo-
hipofise-gbnada.

Um dos maiores desafios enfrentados pela piscicultura é a reproducao de peixes.
Trabalhos vém sendo desenvolvidos no sentido de potencializar e viabilizar cada vez
mais esta parte da cadeia produtiva.

O desenvolvimento das técnicas de indugdo de peixes alavancou a producdo de
alevinos no mundo, fornecendo suporte para producédo de alevinos destinados ao
cultivo. A forma jovem dessas espécies era dependente de sua captura na natureza,
porém, o conhecimento da fisiologia da reproducédo associado aos estudos de biologia
de peixes, permitiu a determinacdo de procedimentos de manejo que permitem a
inducdo dos processos de maturacao final dos gametas e a subsequente fertilizacao
(ZANIBONI e WEINGARTNER, 2007).

A hipétese de se reproduzir peixes em cativeiro comecou a ser reputada em 1930
na Argentina. No Brasil, em 1935, Rodolpho Von Ihering, utilizou hormonios naturais
presentes na hipofise de peixes maduros. Essa técnica continua sendo uma das
alternativas utilizadas para induzir a reproducdo de peixes migradores em todo
mundo, sendo conhecida como “hipofisagao” (PILLAY, 1995).

No desenvolvimento de técnicas reprodutivas, grande nimero de produtos vem
sendo produzidos e com eles inimeros protocolos de indugéo. Alguns exemplos, sé&o
0s hormonios naturais (ex.: Extrato Bruto de Hipdfise), os hormdnios sintéticos (ex.:
analogos de GnRH-a) e medicamentos inibidores de dopamina (ex.: domperidona,
pimozida e metoclopramida).

A acédo destes medicamentos é variada, podem atuar em nivel gonadal, como é
0 caso das gonadotrofinas e os macerados de hipdfises desidratadas. Podem ainda
ser utilizados para antecipar o periodo reprodutivo, sincronizar a reprodugdo de

matrizes de um mesmo lote, aumentar a producdo seminal, entre outros. A acao
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destes medicamentos visa sempre uma maior eficiéncia reprodutiva e uma
consequente lucratividade. (ANDRADE e YASUI, 2003).
Todas essas técnicas tem como prop0sito o0 sucesso ha ovulacao e espermiacao

das espécies de peixes com potencial econémico (COWARD et al., 2002).

3.3 Mecanismos neuroenddcrinos na reproducédo de peixes

A reproducédo € um processo fisiologico, estacional, resultante da integracdo de
fatores oriundos de sistemas sensoriais. Estes fatores geram uma resposta hormonal
denominado eixo pineal-hipotalamo-hipdéfise-gbnada. Este evento € crucial para o
desencadeamento de processos fisioldgicos complexos que resultam na origem de
uma prole (CUETO, 2009).

A reproducéo de peixes € marcada pelo seu caréter ciclico, sendo regulado por
fatores ambientais, como temperatura e fotoperiodo. No hemisfério sul, a relacdo
dia/noite € caracterizada por dias mais longos e noites mais curtas no verdao. No
inverno os dias sdo curtos e as noites longas. Na primavera e no outono os dias e
noites séo medianos.

Em resposta as variacdes ciclicas do ambiente, os peixes tém apresentado
formas de adaptacdo a época do ano mais favoraveis a reproducéo. O fotoperiodo
juntamente com outros fatores como temperatura, pluviosidade, salinidade, presenca
de outros individuos, densidade de populacao, proporcado de sexos, sdo controladores
dos bio-ritimos circadianos, essenciais no desencadeamento da gametogénese, na
determinacdo da maturacdo gonadal e na desova dos peixes (NAVARRO e
NAVARRO, 2012).

Na maior parte das regides brasileiras, a maioria das espécies nativas
reproduzem durante a primavera e o verao, que corresponde aos periodos chuvosos.
As frequéncias reprodutivas analisadas revelam que os estadios do ciclo reprodutivo
apresentam diminui¢ao ou interrupg¢ao do processo reprodutivo nos meses mais frios
do ano, junho e julho, sendo considerado periodo de repouso reprodutivo
(BALDISSEROTTO, 2013).

Os peixes dispdem de sistemas sensoriais e receptores especificos
responsaveis pela percepcdo dos estimulos ambientais. Quanto as estruturas

receptoras, a glandula pineal é importante na reproducdo de peixes, esta localizada
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na linha média do encéfalo, entre o telencéfalo e o eixo 6ptico (EKSTROM e MEISSL,
1997; FALCON et al., 2007).

Ela é responséavel pela percepcéao da informacao do fotoperiodo e temperatura,
levando essas informacdes ao hipotalamo, desencadeando o processo reprodutivo. O
sinal é captado através das células da retina dos olhos, conhecidas como cones e
bastonetes, e transmitido a glandula pineal (Figura 02). A informagé&o neural da retina
e da glandula pineal é transmitida ao diencéfalo ventral pelo trato retino hipotalamico
e pela pineal. Esta mensagem gera uma indicacdo do comprimento do dia assim como

variacdes na iluminacdo do ambiente (FALCON et al., 2010).

Figura 2: Esquematiza¢do dos mecanismos neuroenddcrinos no cérebro da tuvira.
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A informac&o humoral € marcada pela liberacdo de melatonina cujo ritmo de
liberacao e intensidade de producéo sinalizam ao organismo o comprimento do dia e
a estacdo do ano. A melatonina € um neurotransmissor produzido e secretado pelas
principais células da glandula pineal, os pinealdcitos (NAVARRO, 2010).

A melatonina é produzida em menor parte pela retina, mediando a maioria das
atividades ritmicas circadianas e estacionais dos vertebrados, apesar dos
mecanismos de a¢ao dessa via serem praticamente desconhecidos (CUETO, 2009l).

Ha relatos que a concentracdo de melatonina é fortemente correlacionada ao

fotoperiodo nos salmonideos, fato este que resulta no atraso ou avanc¢o do tempo de
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desova, sugerindo que a melatonina atua como um regulador do comportamento
reprodutivo (BROMAGE et al., 2001).

Da mesma forma, Amano et al. (2000) afirmam que a melatonina influencia nos
sinais de fotoperiodo no controle de desenvolvimento gonadal em salméo
(Oncorhynchus masou) e que essas alteracdes do fotoperiodo sao interpretadas pelos
ritmos de melatonina, que transferem essa informacao para o encéfalo regulando a
secrecdo do hormdnio foliculo estimulante — FSH e horménio luteinizante — LH pela
hipdfise, fator determinante no desenvolvimento gonadal e maturacdo de gametas.

A hipofise nos peixes € a glandula responsavel pela producdo de
gonadotrofinas (FSH e LH), que por sua vez desencadeiam o processo de maturacao
e recrutamento de gametas. A sinalizacao entre esses hormoénios e as gbnadas sao
consequéncia da aderéncia entre gonadotrofinas e receptores celulares na superficie
das células foliculares, células de Leydig e Sertolli, sendo a primeira nos ovarios e as
duas ultimas nos testiculos. (BORELLA et al., 2014).

A sintese e secrecdo das gonadotrofinas sdo reguladas pelos horménios
liberadores de gonadotrofinas — GnRHs. Sao horménios que possuem em sua
estrutura, uma familia de peptideos cerebrais, cuja natureza e diversidade ja sédo bem
estabelecidas em peixes (SHERWOOD et al., 1993; LETHIMONIER et al. 2004).

As GnRHs representam o principal fator de liberacdo das gonadotropinas, e
sdo sintetizadas e secretadas no hipotalamo, chegando até a hipéfise através de
conexdes neurais diretas. A chegada das GnRHs nas membranas celulares
gonadotréficas desencadeia uma série de reacdes intracelulares que estimulam a
sintese e secrecdo de FSH e LH (KITAHASHI et al., 2013).

As gonadotrofinas sdo responsaveis pelo processo de gametogénese gonadal
em todos os animais vertebrados. O FSH é responsavel pela preparacdo das gbnadas
para acdo do LH, que por sua vez, influencia diretamente na maturacéo final dos
ovocitos e espermatozoides. Entretanto, sdo poucos os estudos que esclarecem a
atividade do FSH e LH no que diz respeito a sua fungao (TRUDEAU, 1997; YARON
et al., 2003).

3.4 Espermatogénese

A espermatogénese é um processo complexo que pode ser definido como um

evento de proliferacdo celular, onde as espermatogénias se multiplicam por mitose e
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posteriormente meiose seguida de diferenciacdo das células filhas em
espermatozoides. E um processo que envolve células diploides originando células
haploides (BALDISSEROTTO, 2009).

Schulz e Miura (2002), citaram trés grandes fases no processo de
espermatogénese: a proliferacdo mitética das espermatogbnias, a divisdo meiodtica
dos espermatocitos e a espermiogénese. Sendo a Ultima, uma reestruturacao das

espermatides em espermatozoides, células flageladas.

3.4.1 Proliferagcao mitética das espermatogbnias

A espermatogénese se inicia no epitélio dos tubulos seminiferos, a partir das
espermatogbnias (GRIER, 2002). A distribuicdo das espermatogbnias podem
classificar os testiculos em espermatogoniais irrestritos e restritos. Nos testiculos
espermatogoniais irrestritos, as espermatogonias podem ser encontradas em toda a
extensdo do oOrgdo. Os testiculos espermatogoniais restritos, possuem
espermatogobnias restritas na regido distal dos tubulos seminiferos (GRIER, 1981).

As espermatogonias se auto renovam por processos mitoticos que garantem a
producédo continua dos gametas (GRASSIOTTO e ISHIBA, 2013). O desenvolvimento
destas células depende das células de Sertoli, que envolvem as células germinativas
e desenvolve atividades secretoras de horménio (SCHULZ e MIURA, 2002).

A célula inicial no processo de espermatogénese é chamada de espermatogdnia
primaria ou espermatogbnia-A. Schulz (2002), mencionaram ndo haver diferengas
morfolégicas e moleculares entre as geracdes de espermatogbnias primarias.

Segundo Grassiotto e Ishiba (2013), a divisdo mit6tica da espermatogobnia tipo A
dentro do cisto, origina um grupo de células denominadas espermatogonias
secundarias ou do tipo B que, depois de um numero espécie-especifico de divisdes
mitdticas, diferenciam-se em espermatocitos primarios, iniciando a fase meidtica ou
espermatocitaria.

Em peixes guppy (Poecilia reticulata), por exemplo, foi constatado que as
espermatogbnias passam por aproximadamente dez ciclos mitdticos antes de uma
divisdo meiodtica (BILLARD, 1969 apud SCHULZ e MIURA, 2002). Em zebrafish (Danio
rerio), foram observadas em torno de cinco a seis divisbes mitéticas, antecedendo a
meiose (EWING, 1972 apud SCHULZ e MIURA, 2002).
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N&o foi encontrado, até a presente pesquisa, relatos sobre a quantidade de

divisbes mitoticas de espermatogbnias dos peixes do género Gymnotus spp.

3.4.2 Proliferacdo meidtica dos espermatocitos

A Ultima geragdo de espermatogdnias B a sofrer meiose, sdo chamadas de
espermatocitos. Estas células iniciardo a fase espermatocitaria.

Durante a fase meidtica ou espermatocitaria, os espermatocitos sofrem
modificacdes dando origem a dois eventos celulares especializados, a meiose | e Il.
Os espermatdécitos primarios, sdo as células que sofrerdo meiose |, conhecida como
reducional, onde os cromossomos homaologos sédo separados (Schulz et al., 2010).

Segundo o autor, os espermatodcitos secundarios passardo pelo processo de
meiose Il, um mecanismo equacional, onde as cromatides irmas sdo separadas,
dando origem a quatro células haploides, denominadas espermatides, detendo a
copia de cada cromossomao.

E importante ressaltar que um dos principais objetivos da meiose é gerar
diversidade genética através de dois eventos, a recombinacdo génica (crossing-over)
e a segregacao dos cromossomas homélogos (ALBERTS et al., 2002).

A recombinagdo genética ocorre na meiose | onde had a separacdo dos
cromossomos homologos. Durante este processo de separacao, alguns genes destes
cromossomos acabam sendo trocados, originando um evento denominado crossing-
over). A segregacdo destes cromossomos, originardo duas ceélulas filhas
geneticamente diferentes da célula mae, gerando assim, a diversidade genética.

3.4.3 Espermiogénese

A espermiogénese é embasada em uma série de transformagdes morfologicas,
que acarretam na diferenciacéo de espermétides em espermatozoides (SHULZ et al.,
2010).

As mudancas abrangem condensacao nuclear, eliminacdo de organelas e
citoplasma, formacéo do flagelo, e rearranjo das organelas celulares ao longo do
citoplasma espermatozoidal (GRIER e URIBE-ARANZABAL, 2009).

No final da espermiogénese, quando as pontes intracelulares rompem-se e 0s

espermatozoides sao visualizados, os complexos juncionais entre as células de Sertoli
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sofrem uma remodelagéao dindamica, que termina com a abertura dos cistos e liberacéo

dos espermatozoides para o liumen tubular (BATLOUNI et al., 2005).

3.4.4 Mecanismos neuroenddcrinos da espermatogénese

No testiculo, a espermatogénese depende diretamente das células de Sertoli e
Leydig. Ambas as células, sdo estimuladas pelos hormonios gonadotroéficos LH e FSH.
As células de Sertoli possuem receptores para o FSH (FSHR) e as células de Leydig
possuem receptores para o LH (LHR). A estimulacao destas células pelos horménios
gonadotroéficos leva a producdo de vérios fatores de crescimento que atuam nas
células da linhagem germinativa (Figura 03).

Os horménios androgenos testosterona e 11-cetotestosterona, produzido pelas
células de Leydig, se ligam as células de Sertoli através de receptores no nucleo e no
citoplasma das mesmas e induzem a proliferagdo espermatogonial (Figura 03).

As células de Sertoli produzem um fator de crescimento, a activina B, que
também induz a proliferacdo espermatogonial, porém em intensidade menor
(SCHULZ e MIURA, 2002). Miura e Miura, 2003, relatam que a activina B, estimula a
proliferacdo mitética das espermatogbnias B, sem entrar em meiose (Figura 03).

Além da testosterona, da 11-cetosterona, a activina B, as células de Sertoli
produzem o fator de crescimento de célula endotelial derivado de plaqueta, também
conhecido como PD-ECGF ou eSRS34 (do inglés eel Spermatogenisis Related
Substance 34) e para alguns autores como fator de renovacao das espermatogonias
tronco. O PD-ECGF age influenciado pelo estradiol -17( (E2), secretado pelas células
de Leydig e tem como funcéo, renovar as espermatogdnias tronco (Figura 03) (MIURA
et all, 2003).

Estudos relacionados aos mecanismos neuroenddécrinos da espermatogénese
em peixes, sdo relativamente escassos e indicam particularidades espécie -
especificas. Para tuviras ndo foi encontrado estudos quanto aos fatores de
crescimento das células de Sertoli e Leydig.

O horménio anti-mulleriano, ou SRS21 (eel Spermatogenesis Related
Substance 21), também conhecido como substancia inibidora da espermatogénese,
deve ser considerado por bloquear a proliferacdo das espermatogonias tipo B e inibir
a diferenciacdo espermatogonial. A acdo deste horménio é reprimida pela a 11-

cetotestosterona, produzida pelas células de Leyding (Figura 03).
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As gonadotrofinas (LH e FSH) sdo os hormdnios responsaveis pela
espermatogénese nas gonadas. O horménio foliculo estimulante — FSH, tem papel
primordial no inicio da espermatogénese, no desenvolvimento das espermatogoénias.

O LH por sua vez, age crucialmente nos estadios finais da espermatogénese
(BORELLA et al, 2014).

Figura 3: Esquematizacdo dos mecanismos neuroenddécrinos da espermatogénese. Representacao
das Células de Leydig e Sertoli dos testiculos de tuviras.
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3.5 Estrutura dos Testiculos

Na maioria dos teledsteos, as gbnadas de machos e fémeas, sdo 6rgaos pares,
alongados, envoltos por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso (tunica albuginea),
localizados dorsalmente na cavidade celomatica (GODSIL e BYERS, 1944 apud
RATTY et al, 1990). Em algumas espécies, os testiculos se fundem em um dnico
orgao (NAGAHAMA, 1983).

Em peixes fora do estado de maturacéo, os testiculos se apresentam como

estruturas delgadas. A medida que o peixe se aproxima do estado de maturacao, 0s
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testiculos se tornam mais espessos e consistentes, adquirindo uma coloragéo
amarelada (RATTY et al, 1990).

O ducto espermatico possui localizacédo dorsal posterior, terminando na papila
urogenital, entre o reto e os ductos urinarios (NAGAHAMA, 1983). De acordo com
Koulish et al.(2002), os testiculos possuem um compartimento intersticial ou
intertubular e um compartimento germinativo ou tubular com funcdes
espermatogénicas (producdo de gametas) ou androgénicas (secretoras).

No compartimento intertubular observa-se os vasos linfaticos e sanguineos, as
células do tecido conjuntivo e nervoso, macrofagos, mastocitos e as células de Leydig.

O compartimento germinativo é composto pela membrana basal, células
peritubulares mioides, células de Sertoli e as células germinativas. A membrana basal
e as ceélulas peritubulares midides formam a tdanica prépria, que reveste o tubulo
externamente. As células de Sertoli e as células germinativas formam o epitélio
seminifero (KOULISH et al. 2002).

A estrutura testicular dos teledsteos varia bastante de acordo com a espécie,
porém, duas estruturas basicas podem ser definidas de acordo com a diferenciacéo
do compartimento germinativo: lobulares e tubulares (BILLARD et al., 1982;
NAGAHAMA, 1983).

O testiculo lobular, o mais frequente, se caracteriza pela presenca de inidmeros
I6bulos, separados entre si por uma fina camada de tecido conjuntivo fibroso. Dentro
dos I6bulos, as espermatogdnias primarias sofrem divisbes mitéticas, produzindo
cistos, onde as células se encontram em um estado de maturagdo semelhante. A
medida que a espermatogénese e a espermiogénese evoluem, os cistos sofrem
expansao e ruptura, liberando os espermatozoides no limen dos Iébulos. A partir do
[imen lobular, os espermatozoides seguem para ducto espermatico (NAGAHAMA,
1983). Apenas na regido do ducto espermatico pode-se observar a presenca de
anastomoses dos Iobulos (GRIER, 1993).

Os testiculos tubulares séo caracterizados por tubulos que formam alcas
ventro-laterais. Os tubulos podem sofrer anastomose em diferentes regiées, sendo a
principal, a do ducto espermatico. A presenca marcante destas anastomoses podem
originar a denominacéo de testiculos tubulares anastomosados (GRIER, 1993). E
caracterizado pela formacdo de algcas e tubulos que se interconectam e se

anastomosam, desde a periferia até a regido do ducto testicular.
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3.6 Indutores Hormonais

Diversos compostos, naturais ou sintéticos sdo capazes de atuar no eixo
endocrino em diferentes niveis estimulando a maturacéao final dos gametas através de
varios mecanismos. Esses compostos atuam diretamente nos receptores de
hormdnios enddgenos, simulando os efeitos da acdo de horménios naturais, gerando
reacbes em cascata, que culminam na espermatogénese.

O extrato bruto da hipofise de peixes maduros (EBH), é o horménio natural mais
antigo e mais utlizado na indugdo hormonal de peixes migradores brasileiros.
(HOUSSAY, 1930; IHERING, 1935 apud ZANIBONI e WEINGARTNER, 2007).

Dentre os extratos brutos de hipdfise, o de carpa € o mais utilizado e aceito. Ha
estudos com extratos bruto de anfibios, aves, mamiferos e outras espécies de peixes.
Porém a utilizacdo do EBHC ainda é predominante.

Trabalhos utilizando hipéfises de frango, pato e ra, apresentaram resultados
satisfatorios e uma melhor relacdo de custo beneficio, visto que o extrato bruto de
hipéfise de carpa apresenta valores comerciais elevados (NWADUKWE, 1993;
STREIT JR., 2002).

O mecanismo de acdo do EBHC esta na acado das gonadotrofinas na maturacéo
final das gbnadas, considerando que concentracdes de LH e FSH, permanecem na
hipéfise do animal doador (ZANIBONI e WEINGARTNER, 2007).

ApOs a maturacdo gonadal até o periodo de dorméncia, ha grandes
concentracfes de gonadotrofinas na hipoéfise, sendo o pico de producédo no final da
vitelogénese. Neste periodo ocorre a coleta das hipo6fises dos animais doadores
(ZANIBONI FILHO E BARBOSA, 1996; MORAIS FILHO e SCHUBART, 1955 apud
ZANIBONI e WEINGARTNER, 2007).

Segundo estes mesmos autores, a aplicacdo deste horménio complementa a
qguantidade de gonadotrofina ndo sintetizada naturalmente pelo peixe privado das
condi¢cdes ambientais favoraveis.

O EBHC possui como desvantagens o alto preco comercial, a
possibilidade de transmissdo de doencas, reacdes imunes e auséncia de dosagem
exata das gonadotrofinas. Como vantagens, pode-se citar os resultados satisfatorios
na espermiacdo e ovulagdo, na possibilidade de um efeito sinérgico causado por
outros hormdnios presentes na hipéfise e na facilidade em aplicar e acondicionar o
horménio (ANDRADE, 2012).
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Varios trabalhos associaram o uso do EBHC com outros horménios, visando
garantir e potencializar a ovulagdo e espermiacdo, além de reduzir custos. (LEVAVI-
SIVAN et al., 2004; SZABO et al., 2002; WEN e LIN, 2004; ANDRADE-TALMELLI et
al., 2002).

Os hormonios liberadores de gonadotrofinas (GnRH), vem sendo muito
estudado nas ultimas décadas. O GnRH é formado por uma molécula simples, o que
permite a sintese de novas moléculas, com suas estruturas alteradas, formando
compostos de 50 a 100 vezes mais potentes (HARVEY E CAROLSFELD, 1993). Estes
compostos sdo conhecidos como os analogos dos horménios liberadores de
gonadotrofina (GnRH-a).

Existem varios analogos do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH-a)
sendo utilizados na inducao de peixes, entre os principais pode-se citar o analogo do
GnRH de mamiferos (MGnRH-a) e o analogo do GnRH de salméo (sGnRH-a).

A utilizacdo do GnRH-a tem mostrado resultados satisfatorios em varios
trabalhos, exceto para peixes do género Brycon, que nao apresentaram desova
(RAMOS et al., 1997; BERNARDINO e FERRARI, 1987; ZANIBONI FILHO e
BARBOSA, 1996)

Dentre os analogos dos hormoénios liberadores de gonadotrofina (GnRH), a
busserelina é bastante aceita no mercado, apresentando resultados satisfatorios,
porém com eficiéncia reduzida quando comparado aos andlogos de salméo e
mamifero (CURRY e TSUKAMOTO, 1988; MENDEZ e RODRIGUEZ,1989).

As vantagens em se utilizar o GnRH, estéo na presenca de uma molécula sem
acdo espécie-especifica; auséncia de uma resposta imune do peixe receptor e
auséncia na transmissao de doencas. Por se tratar de uma molécula sintética, o GnRH
permanece um maior tempo na corrente sanguinea estimulando a hipéfise a produzir
os horménios LH e FSH resultando em uma espermatogénese criada por
gonadotrofinas endégenas (ZOAR E MYLONAS, 2001).

A gonadotrofina coribnica equina — eCG, possui poucos estudos quanto a sua
utilizacdo em peixes. Estudos utilizando somente a gonadotrofina coribnica humana —
hCG ou a associando com o extrato bruto de hipoéfise de carpa — EBHC sdo mais
frequentes.

A gonadotrofina purificada de origem humana possui uma capacidade indutora
eficiente, porém néo se estende a todas as espécies. As diferencas moleculares entre

as gonadotrofinas humana e de peixe, levam a utilizacédo de altas doses do hCG e a
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diminuicdo no desempenho reprodutivo de peixes a longo prazo (HARVEY E
CAROLSFELD,1993).

Pereira (2006), utilizando a gonadotrofina coridnica equina em Prochilodus
lineatus, constatou que este hormoénio pode substituir o EBHC. O eCG age no animal
de forma analoga ao horménio foliculo estimulante-FSH e ao horménio luteinizante-
LH, porém, predominantemente ao FSH (Hafez, 2004). A mesma molécula de eCG
possui capacidade de se ligar aos receptores de LH e FSH, nas células de Leydig e
Sertoli, respectivamente.

Um método essencial e relevante para analise dos tipos celulares em cortes de
testiculos € a histologia. Segundo Santelli (2003), a analise microscépica de cortes de
tecidos e 6rgados compdem o estudo da histologia.

Através de cortes histologicos € possivel identificar as células da linhagem
espermatogénica, as células de Sertoli, as células de Leydig, a estrutura testicular,
assim como estruturas intra e intertubulares.

A guantidade destas células e as caracteristicas das estruturas dos testiculos,
fornecem indicios do estagio gonadal dos peixes, possiveis anormalidades e

caracteristicas especificas que cada espécie possa apresentar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Captura

Para o desenvolvimento deste trabalho foram capturadas sessenta tuviras,
Gymnotus spp., de aproximadamente 40g+10g. As tuviras foram capturadas no lago
do Tijugueiro (Figura 04), na cidade de Morrinhos —GO em Outubro de 2013, pela

técnica da captura de chama descrita por Banducci Junior et al (2000) modificada.

Figura 4: Vista aérea do Instituto Federal Goiano- Campus Morrinhos e do lago
Paranoa (indicado pela seta).

Imagens retiradas do programa Google Earth — Google em 10/02/2015

As espécies do género Gymnotus sao dificilmente diferenciadas devido ao
grande nimero de espécies cripticas (COGNATO, 2005). A dificuldade na separacéo
de uma espécie especifica, leva a grande maioria dos autores a trabalharem com
Gymnotus spp.

As tuviras foram transportadas para a estufa do setor de piscicultura da PUC -
Goias. Foi utilizado para o transporte, caixa transportadora com capacidade para 400
L, cilindro de oxigénio comprimido, fluxémetro e mangueiras acopladas em pedras
porosas. Os peixes foram acondicionados durante o periodo de dezembro de 2013 a

fevereiro de 2014, passando por um periodo de adaptacao ao cativeiro de 90 dias.
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4.2 Delineamento e condi¢gdes experimentais

Utilizando delineamento inteiramente casualizado, foram definidos quatro
tratamentos com dez repeticbes ou seja, dez animais por caixa, sendo cada animal
uma repeticdo. Foram utilizadas quatro caixas d’agua de 500 |, contendo
aproximadamente 400l (0,4 m3) dotadas de sistema air lifting (Figura 05).

O sistema air lifting foi criado simulando os sistemas de manutencdo da
gualidade da agua aquarios. Neste sistema, foi utilizada uma grade plastica fixada a
25 centimetros do fundo (Figura 05). No centro deste suporte foi inserido uma
estrutura de cano pvc de meia polegada em formato de “T”.

Na estrutura feita de cano pvc, foi inserido na extremidade final (fundo do balde)
uma pedra porosa acoplada a uma mangueira e ligada a um compressor
eletromagnético com vazdo aproximada de 110 I/min. Para filtragem da agua, foi
colocado no fundo do balde (abaixo da grade) dez unidades de bobes para cabelos.

Acima da grade, foi colado pedras e manta acrilica. Os bobes, as pedras e a
amanta acrilica teriam funcéo de filtrar a 4gua enquanto a injecao de ar dentro do cano
localizado no fundo do balde, faria a agua se tornar aerada e mais leve, subindo pela
estrutura em forma de “T”, oxigenando a agua (Figura 05).

Cada caixa, foi aquecida com dois termostatos regulados para uma
temperatura de 28°C. Elementos vazados, aguapés e uma placa de EVA flutuante
foram colocados nas caixas afim de simular os camalotes naturais. As caixas foram
sifonadas sempre que necessario.

As determinacfes de oxigénio dissolvido, pH, condutividade e amodnia foram
realizadas utilizando reagentes padronizados para andlises da agua. Apds a
alimentacéo dos animais, a temperatura da agua foi aferida em um ponto mediano da
superficie, através de termOmetros digitais. A alimentacédo foi realizada a tarde,
utilizando-se uma massa homogénea contendo filé de tilapia e gelatina sem sabor.
Gradativamente, foi incorporada ragdo Pird Alevinos® a mistura até uma proporgéo
final de 70% de racdo e 30% de filé de tilapia.

Na primeira semana de adaptacao das tuviras ao cativeiro, foi fornecido filé de
tilapia triturado acrescido de gelatina sem sabor, na propor¢ao de um quilo de filé para
36 gramas de gelatina. Na segunda semana, foi fornecida uma mistura contendo 800
gramas de filé de tilapia, 200 gramas de racdo para alevinos e 36 gramas de gelatina

sem sabor.
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A substituicdo do filé de tilapia por racdo para alevinos foi realizada em uma
proporcdo de 20% a cada semana de cativeiro até uma proporcéo final de 70% de
racao e 30% de filé de tilapia. As quantidades de gelatina sem sabor permaneceram
constantes. Os peixes foram alimentados diariamente, ao fim da tarde, ad libitum. Foi
fornecido 3% da biomassa da mistura por caixa em trés pontos diferentes na superficie

da caixa d’agua, minimizando a disputa pelo alimento.

Figura 5: Caixa d’agua dotada de sistema air lifting.

Mangueira a ser ligada em um
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Arquivo pessoal.

4.3 Tratamentos experimentais

Para inducéo a reproducao da tuvira, foram testados trés hormonios e para o
grupo controle, solugéo salina a 2%. Os utilizados foram: o extrato bruto de hipéfise
de carpa — EBHC, a gonadotropina coribnica equina — ECG e analogo sintético do
hormonio liberador de gonadotrofina — GnRH-a. Os trés hormdénios foram aplicados
em duas dosagens, sendo a primeira (preparatéria) com a finalidade de promover a
maturacao total dos gametas e a segunda com a finalidade de liberacdo dos gametas.
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A contencdo dos peixes foi realizada com o auxilio de um pano molhado e
manta acrilica. A aplicacdo dos quatro tratamentos foi realizada utilizando uma seringa
de 1 mL, na musculatura dorsal anterior. O intervalo entre a primeira e segunda
aplicacao, para todos os tratamentos, foi de 12 horas.

Devido a auséncia de dimorfismo sexual nas tuviras, foi estabelecido para os
machos, a mesma dosagem hormonal indicada para as fémeas. As tuviras nao
possuem diferencas sexuais externas (WESTBY, 1975 apud ROTTA, 2004), Rotta
(2007) determinou o sexo de tuviras por imagens de ultrassom, alegando ser uma
técnica eficiente, ndo evasiva e simples. Moreira (2010) mencionou em seus
trabalhos, que alguns isqueiros consideram as tuviras machos, aquelas de coloragéao
escura e fémeas as de coloracdo mais clara. Porém, acredita-se que a cor da agua
seja o fator relacionado com a coloracéo das tuviras (ROTTA, 2007).

Para a aplicacdo do extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC), o preparo
seguiu a metodologia utilizada por Silva (2000). Foi utilizado a solucéo fisiolégica para
diluicdo do EBHC, previamente macerado em cadinho com trés gotas de glicerina.

O EBHC foi aplicado na dosagem de 0,5 mg/kg na 12 dose e 5,0 mg/Kg na 22
dose (ANDRADE, 2003). A aplicacdo do analogo sintético do horménio liberador de
gonadotrofina, o diacetato tetrahidratado de gonadorelina (Cystorelin®) foi utilizado
nas dosagens de 10 mcg e 100 mcg, sendo a primeira e a segunda aplicagéo,
respectivamente (ANDRADE, 2012).

A aplicacdo da gonadotropina coridnica equina (Sincro eCG®) foi administrada
nas dosagens de 500 Ul na primeira e segunda aplicacao. A diluicao foi realizada em
solucéo diluente fornecida e prescrita pelo laboratério de fabricagdo (PEREIRA, 2006).

4.4 Andlises Histolbgicas

Para as analises histologicas, foram eutanasiados cinco machos de cada
tratamento, por incisdo e ruptura da medula dorsal apds prévia desensibilizacdo em
agua com gelo.

Os peixes foram eutanasiados no momento em que Se esperava que se
estivessem no estagio final de maturacdo gonadal. Para que isso ocorresse
determinou-se a hora grau considerando-se que a tuvira é um peixe de aguas doces

tropicais.
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A hora grau estipulada para o presente estudo foi de 250 horas graus, baseada
em uma media para peixes de clima tropical, conforme descrito por Kubitza (2004).
Para tuviras, ndo foi encontrado até a presente pesquisa estudos determinando sua
hora grau.

ApGs eutanasia, os testiculos foram avaliados e retirados através de secgéo
ventral da cavidade celomatica e armazenados rapidamente em solucéo fixadora de
Bouin por vinte e quatro horas.

Apos a fixacao, os testiculos foram desidratados em concentracdes crescentes
de alcool até a diafanizacdo em xilol, seguida de infiltragdo e inclusdo em parafina.
Foram obtidos vinte blocos, sendo cinco de cada tratamento. Em cada bloco foi feito
trés cortes de cinco micrometros (uUm) respeitando um intervalo minimo de 40 um entre
cada corte.

Para os cortes foi utilizado um micrétomo rotativo (Leica, RM 2255), onde cada
corte teve laminas em triplicata, totalizando nove laminas por peixe. As laminas foram
coradas com hematoxilina-eosina. Os processos de corte e coragem das laminas
foram realizados no Laboratério de Microbiologia da PUC-Goias, no setor de
Zootecnia.

As laminas foram fotografadas no Laboratério de Sistemética Molecular da
Universidade Federal de Vicosa, no Departamento de Biologia Animal. Foram
fotografadas 15 imagens por peixe em fotomicroscépio (Olympus DP-73), onde
destas, dez imagens foram analisadas utilizando o software Image-Pro Plus ®. As
fotos foram tiradas em objetiva de 40x , com largura de 2400 pixels, altura de 1800
pixels e resolucao geral de 72 dpi,.

A proporcéao volumétrica ocupada pelos componentes do parénquima testicular
(tibulos seminiferos e tecido intertubular) foi determinada a partir da contagem de
2660 pontos projetados sobre dez imagens obtidas ao acaso, sendo 266 pontos em

cada imagem (Figura 06).
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Figura 6: Software Image-Pro Plus ® aplicando uma gradicula de 266 pontos sobre a imagem de uma
lamina. O ponto é determinado pela intersec¢édo de uma linha vertical com uma linha horizontal (circulo
negro evidenciado na imagem indicando um ponto).
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Arquivo pessoal.

O programa consiste na aplicacdo de uma gradicula sobre cada foto das
laminas histolégicas. Para cada intersec¢cao de uma linha horizontal com uma linha
vertical, determina-se um ponto a ser analisado, quantificando-se assim o percentual
de pontos sobre tubulos seminiferos (tunica prépria, epitélio seminifero e lume) e
intertdbulo. Foram quantificadas as populacdes de espermatogdnias do tipo A, do tipo
B, espermatdcitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatides e células de
Sertoli (S).

Os dados obtidos foram analisados pela comparacdo de médias através do
teste de TUKEY, executado pelo software Statistical Analysis Sistem - SAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas anatdmicas

Em todos os tratamentos os peixes foram eutanasiados e os testiculos
observados. Peixes induzidos e peixes do grupo controle, apresentaram testiculos
ovais de coloracdo amarelo-esbranquicadas (Figura 07).

Foram identificados testiculos em pares, consistentes, localizados ventralmente
na cavidade celomética entre a extremidade cranial da bexiga natatoria e a
extremidade caudal do conjunto visceral. Os dutos espermaticos apresentaram-se
longos e pares, emergindo na regido cranial dos testiculos e finalizando-se na papila
urogenital, localizada abaixo da cabeca, ao lado do anus, proxima a base do opérculo
(Figura 08).

Figura 7: Interior da cavidade celomatica de uma tuvira
evidenciando os testiculos (T) ovais de coloracdo amarelo
esbranquicadas, localizados ventralmente. Os dutos
esperméticos (DE), estdo localizados cranialmente aos
testiculos.

Arquivo pessoal.



37

Figura 8: Papila urogental (PU), préxima a base do opérculo (O) ao lado do anus (A).

PU, A 0]

Arquivo pessoal.

Garcia-Lopez menciona que na maioria dos teledsteos, os testiculos sédo
alongados e se localizam longitudinalmente e dorsalmente a cavidade celomética. As
tuviras apresentam uma excec¢do pela posicdo ventral na cavidade celomatica e o
formato oval. (MOREIRA, 2010; FRANCA, 2010a, 2010b; COGNATO, 2005;
COGNATO 2006).

Em todos os tratamentos os testiculos se apresentaram pequenos, ocupando um
terco da cavidade celomética, mesmo em machos maduros (Figura 07). Virgilio et al,
2012; observou testiculos pequenos independente da fase reprodutiva de peixes do

género Gymnotus.

5.2 Caracteristicas histoldgicas

Na analise histolégica das laminas de todos os tratamentos, foram observadas
caracteristicas comuns aos peixes do género Gymnotus, como testiculos envoltos
pela tinica albuginea que se apresentava composta por uma rede de fibras conectivas
que invaginavam no interior do 6rgédo, no tecido intersticial, delimitando e sustentando
0s tubulos seminiferos.

Os testiculos foram classificados quanto a estrutura como tubular
anastomosado, com regides tubulares e intertubulares. Na regido intertubular foram
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observadas células de Leydig, midides, entre outras, enquanto na regido tubular foram
observadas células germinativas (espermatogbnia A, espermatogbnia B,
espermatocito primario, espermatocito secundario, espermatide e espermatozoide) e
células de Sertoli. Entre essas regifes encontra-se o epitélio germinativo, responsavel
pelas delimitacdes das mesmas.

Foi observado em todos os peixes, o testiculo do tipo tubular anastomosado
(Figura 09). Moreira (2010), Franca, (2010a), Cognato (2005) e Cognato (2006),
encontraram a mesma estrutura testicular em estudos com Gymnotus spp. e
Gymnotus carapo.

Vergilio et all (2012), estudando testiculo maduros de Gymnotus carapo,
observou a presenca de testiculos lobulares irrestritos (onde as espermatogbnias
foram observadas ao longo do tubulo). Apesar da classificacao diferir do encontrado
na pesquisa, 0 autor mencionou na presenca de anastomoses no testiculo do tipo
lobular.

Com auxilio de microscopia Optica, foram identificadas seis diferentes tipos de
células germinativas para todos os grupos de animais estudados: espermatogonias
primarias, espermatogbnias secundarias, espermatocitos primarios, espermatocitos

secundarios, esperméatides e espermatozoides (Tabela 01).
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Figura 9: Corte histoldgico do testiculo de tuvira induzida por GnRH indicando a presenca de
tubulos anastomosados (Il) e um tuabulo integro (I) iniciando processo de anastomose (regido
evidencia).

Arquivo pessoal.

Os resultados sobre as células germinativas seréo apresentados e discutidos por
célula, levando em consideracdo o0s tratamentos e seguindo a ordem

espermatogénica.

5.2.1 Espermatogodnias A

As espermatogbdnias A, ou primarias, representam as células germinativas
precursoras. Analisando todos os tratamentos, 0 grupo controle apresentou médias
significativamente superiores (P>0,05) em relagdo aos demais tratamentos.

Entre os tratamentos, verificou-se que o hormoénio liberador de gonadotrofina -
GnRH-a, obteve valores significativos inferiores, seguido pela gonadotrofina coriénica
equina - eCG e pelo extrato bruto de hipofise de carpa - EBHC (Tabela 1).
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Tabela 1: Médias das proporc¢ées das células da linhagem espermatogénica, Sertoli e Lumen, por
tratamento.

Tratamento Esp.A Esp. B Esp. | Esp. Il Emi. Sertoli Lumen
Controle 8.480 a 7.242 a 7.220 a 7.580b 5.460 c 53.200 a 9.344 a
EBHC 4.100 b 8.724 a 6.280 a 11.500 a 4.880 c 41.200 ab 8.236 a
eCG 3.700 b 7.966 a 2.700 b 2.880c 12.020b 37.800b 11.218 a
GnrH 2.060 b 69.42 a 1.960 b 4.480 bc 19.440a 37.800 b 12.190 a
CV% 15,95 26,32 29,76 26,36 19,41 11,94 24,10

Esp.A= Espermatogbnia A; Esp.B=Espermatogdnia B; Esp.I=Espermatdcito primario;
Esp.ll=Espermatdcito secundéario; Emi=Espermatide; CV=Coeficiente de variagdo. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. Médias seguidas por letras diferentes
diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Franca (2010a), ao trabalhar com Gymnotus sp., determinou cinco fases
reprodutivas: regressao, maturacao inicial, maturacao intermediaria, maturacao final
e regredida.

Segundo a autora, os cistos de espermatogonias A tendem aumentar a medida
gue os peixes se afastam da fase de maturacéo final, justificando a maior presenca
de espermatogbnias primarias no grupo ndo induzido, o tratamento controle. Os
tratamentos com indutores hormonais ndo apresentaram diferengas significativas
entre si.

As espermatogbnias A apresentaram maior tamanho em relacdo as demais
células germinativas. Foram encontradas tanto isoladas como aos pares na parede
dos tubulos seminiferos apresentando ndcleo grande, esférico, localizado na regido
central do citoplasma, o citoplasma apresentou-se claro e abundante, cujo limite foi
dificilmente notado na microscopia de luz (Figura 10). Resultados semelhantes foram
encontrados para diversos estudos com tuviras (VERGILIO, 2012; MOREIRA, 2010;
FRANCA, 2010a, 2010b; COGNATO, 2005; COGNATO 2006).

Schulz, 2010, denominou espermatogdnias A solteiras, como espermatogonias
A indiferenciadas enquanto as células encontradas em pares, foram denominadas de
espermatogbnias A diferenciadas. O autor mencionou que o potencial de auto
renovacao diminui com a divisdo mitética, ficando este maior nas espermatogénias A

indiferenciadas.
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Figura 10: Corte histoldgico do testiculo de tuvira do grupo controle indicando espermatogénia primaria
isolada () e par de espermatog6bnias priméarias (ll).

Arquivo pessoal.

5.2.2 Espermatogobnias B

As divisdes mitoticas das espermatogdnias A, originam as espermatogonias B,
ou secundarias. Os cortes histoldgicos de tuviras induzidas e do grupo controle ndo
apresentaram diferencas significativas quanto a quantidade de espermatogbnias B
(Tabela 01).

Na maturacao intermediaria, as quantidades de espermatogdnias B aumentam
enquanto as quantidades de espermatogonias A diminuem. Génadas que alcancam a
maturacgdo final, apresentam menores quantidades de espermatogdnias primarias e
secundéarias (FRANCA, 2010a, 2010b). Os resultados encontrados por Franca
(2010a, 2010b) ndo corroboram para encontrado na presente pesquisa, se fazendo
necessario mais estudos quanto a este tipo celular.
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Em todos os tratamentos foram observados espermatogbnias B em diversas
fases da divisdo mitotica. Schulz et al. (2002) e Lacerda et al. (2006), mencionam em
seus estudos que as espermatogbnias secundarias sofrem varias divisdes mitoticas,
originando geracdes de espermatogonias B (Figura 11).

A quantidade de divisbes mitéticas das espermatogdnias secundarias em
tuviras, ainda ndo foi relatada até a data da presente pesquisa. Estudo em alguns
peixes ja sdo mencionados, como nos peixes mosquito (Gambusia affinis), em que
foram observadas de dez a doze divisBes mitoticas e na truta-arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) em que foram observadas seis divisdbes das espermatogbnias B (GEISER,
1994 apud SCHULZ, 2010; LOIR, 1999).

Figura 11: Corte histolégico do testiculo de tuvira do grupo controle indicando cistos de quatro geracdes de
espermatogdnias secundarias em ordem crescente de divisao (I, Il, lll e V).

Arquivo pessoal.

Foi observado nos cortes histologicos dos testiculos de todos os tratamentos

espermatogbnias B menores, quando comparadas as espermatogbnias primarias, de
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ndcleo grande e delimitagdo citoplasmatica pouco evidente, corroborando com
Vergilio (2012), Moreira (2010) e Franca (2010a, 2010b) (Figuras 10 e 11).

5.2.3 Espermatocitos primarios

A divisdo meiodtica das espermatogonias B, até a fase de meiose |, originardo os
espermatoécitos primarios, dando inicio a fase espermatocitaria ou meidtica. Para
estas células, os tratamentos induzidos com os hormonios eCG e o GnRH-a
apresentaram diferencgas significativas do tratamento controle e dos peixes induzidos
com EBHC (P<0,05).

Os peixes induzidos com eCG e GnRH-a, apresentaram as médias menores e
nao apresentaram diferencas significativas entre si. O EBHC, assim como o grupo
controle ndo se diferiram entre si e apresentaram as médias maiores (Tabela 01).

Niveis de espermatoécitos primarios menores que 0 grupo controle, nos
tratamentos hormonais com eCG e GnRH-a, sugerem um estagio de maturacéo
gonadal maior para estes testiculos.

Estes niveis menores se justificariam pela diferenciacao destes espermatécitos
primarios em secundarios e consequentemente em espermatides. Franca (2010a), ao
classificar as fases reprodutivas de machos Gymnotus sp., caracterizou as fases de
maturacao final como uma fase de menor quantidade de espermatoécitos primarios e
secundarios.

Nas imagens dos cortes histolégicos, observou-se que 0s espermatocitos
primarios encontraram-se agrupados formando cistos, com formato regular,
citoplasma hialino e escasso, quase totalmente ocupado por um nucleo central e
esférico. Apresentaram diametro celular bem menor que as espermatogbnias B
(Figura 12). N&o foram encontradas diferencas morfométricas destas células quando
comparadas a outros estudos (VERGILIO, 2012; MOREIRA, 2010; FRANCA, 2010a,
2010b; COGNATO, 2005; COGNATO 2006).
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Figura 12: Corte histologico do testiculo de tuvira induzida com o hormdénio GnRH indicando dois
cistos de espermatdcitos primarios (1).

Arquivo pessoal

5.2.4 Espermatdcitos secundarios

Os espermatocitos secundarios se formam a partir da meiose Il dos
espermatdcitos primarios. Os cistos de espermatdcitos secundarios apresentaram
diferencas significativas (P<0,05) do grupo controle para os tratamentos com o0s
horménios eCG e EBHC, apresentando a menor e maior média respectivamente
(Tabela 01).

Os animais induzidos com hormoénio GnRH-a ndo apresentaram diferencas
significativas (P>0,05) do grupo controle e dos peixes induzidos com o horménio eCG.

A maior média significativa de espermatoécitos secundarios para o horménio
EBHC sugere uma maturacao gonadal bem inferior aos demais hormonios, visto que
0s espermatdcitos secundarios ndo chegaram a fase de espermatides (Tabela 01).
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Sugere-se que este horménio exige um periodo de acdo maior que os demais
hormonios utilizados na pesquisa.

O tratamento utilizando o horménio eCG, apresentou média significativamente
menor quando comparado ao grupo controle, caracterizando a fase de maturacéo final
dos testiculos. Os tratamentos com eCG e GnRH-a néo se diferiram entre si de forma
significativa.

Testiculos induzidos com GnRH-a ndo apresentaram diferencas significativas
guando comparados ao grupo controle e ao horménio eCG. Porém pode-se sugerir
que este tratamento também se encontra em fase de maturagdo final, quando
considerado os valores apresentados para espermatogdnias A e esperméatides
(discutidas adiante).

Estes resultados corroboram para alguns estudos sobre a maturacdo gonadal
em tuviras, em que determinam as fases de maturacao inicial com maior quantidade
de espermatécitos secundéarios, quando comparado a fase de maturacao final
(VERGILIO,2012; MOREIRA, 2010; FRANCA, 2010a).

Os referidos estudos também observaram para os espermatdcitos secundarios,
células sutiimente menores que 0s espermatocitos primarios, se apresentando como
cistos regulares na parede tubular. Os mesmos resultados foram encontrados em

cortes histologicos de todos os tratamentos (Figura 13).
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Figura 13: Corte histoldgico do testiculo de tuvira induzida com o horménio
EBHC indicando um cisto de espermatécito primario (I), dois cistos de
espermatocitos secundarios (Il) e um cisto de espermétide (l1).

Arquivo pessoal.

5.2.5 Espermétides

A partir meiose |l dos espermatocitos secundarios, surge 0s cistos de
espermatides. Para estes cistos 0s animais induzidos com os horménios GnRH-a e
eCG apresentaram valores diferentes significativamente do grupo controle e entre si
(P<0,05), detendo as maiores médias, respectivamente.

O tratamento com EBHC, apresentaram testiculos com as menores médias para
espermatides, ndo apresentaram diferenca significativa do grupo controle, mas se

diferenciaram significamente dos demais horménios (eCG e GnRH-a) (P>0,05).
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As espermatides sdo ceélulas a sofrer diferenciacdo se tornando
espermatozoides. Sua presenca em grandes quantidades indicam a fase de
maturacao final dos testiculos.

A presenca de maior média destas células para as tuviras induzidas com GnRH,
indicam a maior eficiéncia deste hormonio na inducao dos peixes a reproducéo.

Uma possivel explicagdo para a maior espermiogénese do horménio GnRH-a,
seria a acdo do LH e do FSH enddgenos do peixe. Os receptores de membrana das
células de Sertoli e Leydig se ligariam a estas moléculas naturais, gerando uma
resposta melhor na inducéo dos peixes.

Para o tratamento com EBHC, as médias foram menores em relagdo aos demais
tratamentos e sem diferenca significativa para o grupo controle. Esta média sugere
peixes em maturacao inicial das gbnadas quando associada a alta presenca de
espermatécitos secundarios. A eficiéncia reprodutiva deste horménio quanto ao
periodo de acdo sugere um tempo maior.

O hormonio eCG, representou a segunda maior média para a quantidade de
espermatides, propondo uma segunda maior eficiéncia na inducéo de tuviras.

Para os resultados obtidos com os horménios eCG e EBHC, uma provavel
explicacédo seria a menor capacidade destes se ligar nos receptores de membrana
das células de Sertoli e Leydig, visto que sdo horménios originarios de espécies
diferentes, sendo o primeiro derivado de equinos e 0 segundo de carpas.

Meistrich et al, 2005, relata a importancia dos receptores de membrana na acao
hormonal. O autor menciona que a especificidade destes receptores é complexa e
variavel de acordo com a espécie.

As espermatides se apresentaram como células menores que 0s espermatocitos
secundarios e mais abundantes nos cistos germinativos. Apresentam pouca cromatina
e estao situadas proximo ao lumen do tubulo seminifero.

Cistos de espermatides foram encontrados integros e rompidos. Em cistos
rompidos as espermatides foram encontradas no limem tubular, caracterizando a
espermatogénese semi-cistica (Figura 14).

Vergilio (2012), Moreira (2010) e Franga (2010a), mencionam, para tuviras, a
presenca de um maior nimero de cistos de espermatides no estagio de maturagao
final. Os autores mencionados observaram as mesmas estruturas celulares e cisticas,
colaborando para os resultados encontrados, especialmente para espermatogénese

semi-cistica.
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Figura 14: Corte histolégico do testiculo de tuvira induzida com os horménios eCG (A) e EBHC (B) indicando
um cisto de espermatides rompido (I), um cisto de espermatide integro (ll) e um cisto de espermatocitos
secundarios.

Arquivo pessoal

5.2.6 Células de Sertoli

As células de Sertoli, que determinam a capacidade espermatogénica do
testiculo, estdo envolvidas na nutricdo, sustentacdo, fagocitose e estimulacdo das
células germinativas. Todos os tratamentos com hormonios, exceto o EBHC,
apresentaram diferencas significativas para o grupo controle, que apresentou maior
média (Tabela o0l).

O hormdnio EBHC, por sua vez néo apresentou diferenca significativa para os
demais indutores (eCG e GnRH).

A quantidade de células de Sertoli pode ser associada ao numero de
espermatogbnias A e B, principalmente. Para todos os tratamentos a maior
guantidade de espermatogonias A e B, acarretou um aumento na presenca de células
de Sertoli (Tabela 01).

Em mamiferos, as células de Sertoli sédo constantes, ndo havendo aumento em
seu numero durante a espermatogénese. Para peixes ha relatos do aumento do
namero de células de Sertoli de acordo com as divisbes mitdticas ou

espermatogoniais. A intensidade deste aumento nas células de Sertoli, sdo espécie-
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especificos e de acordo com a fase reprodutiva dos peixes (SCHULZ et al., 2010;
Billard, 1969 apud SCHULZ et al. 2010; MATTA et al., 2002).

As células de Sertoli foram encontradas na periferia dos tibulos com nucleo
evidente e centralizado, citoplasma bem delimitado e formato triangular,
apresentando-se de forma isolada (Figura 15). Schulz et al (2010) e Grier (1993),

descreveram as mesmas caracteristicas morfométricas para estas células.

Figura 15: Corte histoldgico do testiculo de tuvira induzida com os horménios GnRH indicando
células de Sertoli (I) e cistos de espermatog6nias B (ll)

Arquivo pessoal

5.2.7 Lumen

No limen testicular, se localizam os espermatozoides. Em peixes, ao contrario
dos mamiferos, os espermatozoides sofrem sua maturacdo na luz dos tdbulos ou
limen tubular. Nao houve diferencas significativas para nenhum tratamento sobre as
médias referentes ao limen tubular, porém foi observado diferencas na quantidade

de espermatozoides dentro do Iumen.
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Os hormbénios GnRH-a e eCG apresentaram Iimens mais repletos, o
tratamento com o horménio EBHC e o grupo controle apresentaram lumens com
poucas concentracdes espermaticas (Figura 16).

Tais resultados pontuam novamente para a maturacdo incompleta dos testiculos
induzidos com EBHC e a melhor eficiéncia hormonal dos horménios GnRH-a e 0 eCG.
A maior quantidade de espermatozoides no Iimen testicular de peixes em estagio de
maturacao final, foi observada por Vergilio et al. (2012), Schulz et al.(2010) e Franca
(2010a).

Figura 16: Corte histologico do testiculo de tuviras mostrando o limen tubular com espermatozoides
(setas). A figura A representa o grupo controle, a figura B representa o grupo induzido com o hormonio
GnRH, a figura C representa os animais induzidos com o hormonio.

Arquivo pessoal
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6 CONCLUSAO

De acordo com as andlises efetuadas, conclui-se que o analogo sintético do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH-a) apresentou os melhores resultados na
inducdo hormonal de tuviras, Gymnotus spp.

A gonadotrofina coridnica equina (eCG) apresentou o segundo melhor
resultado na maturacéo final dos testiculos dos peixes.

O extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC), ndo conseguiu induzir os
testiculos a maturacéo final até o momento da eutanasia, sugerindo um tempo maior
de acéo.

Maiores pesquisas se faz necessario, na criacéo de tuviras em cativeiro visando

o conhecimento, a criacao e a preservacao da espécie.
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