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RESUMO

Estudos sobre a biologia reprodutiva de uma espécie em seu ambiente natural fornecem
suporte para o desenvolvimento da piscicultura com espécies nativas e fornecem parametros
essenciais para o estabelecimento de programas de conservacdo de peixes. Um total de 283
exemplares do dourado Salminus franciscanus foram capturados no alto rio S&o Francisco, a
jusante da barragem de Trés Marias, Minas Gerais, durante um ciclo reprodutivo de agosto de
2009 a julho de 2010. Os est&dios de maturagdo gonadal e tipo de desova foram determinados
por caracteristicas histologicas das gdnadas, desenvolvimento das células germinativas e
variacdes do indice gonadossomatico (IGS). Para a andlise da superficie do ovdcito e
fecundidade, fémeas adultas foram submetidas a desova induzida por hipofisacdo. As fémeas
foram significativamente maiores do que os machos e houve uma acentuada predominancia
de machos em todas as coletas. A relacdo peso-comprimento indicou um crescimento
alométrico positivo para as fémeas (b = 3,23) e crescimento isométrico para machos (b =
3,04), refletindo o grande investimento das fémeas na reproducdo. Peixes em repouso (estadio
1) foram comuns em todas as coletas. Peixes em maturacdo e desova/espermiacao (estadios 2
e 3) foram predominantes em outubro-novembro e dezembro-janeiro e a fase pds-desova/pos-
espermiacdo (estadio 4) ocorreu a partir de dezembro-janeiro até abril-maio. O IGS seguiu as
alteracdes morfoldgicas de maturacdo gonadal, com um pico (IGS maximo 7,08 em fémeas e
3,46 em machos) em outubro-novembro. Por microscopia eletrénica de varredura, 0s ovocitos
exibiram, apés a desova, uma micrépila em forma de funil e um arranjo simples de poros-
canais na zona radiata, que € tipico em ovos ndo adesivos. A fecundidade absoluta variou de
167.048 a 440.320 ovos liberados por fémea, e a fecundidade relativa de 3.341 a 7.102
ovos/cm (CT) e de 129 a 175 ovos/g (PC), com coeficiente de regresséo linear R? = 86,14. As
reacdes imuno-histoquimicas e TUNEL sugeriram um relacionamento entre IGF1 e os
processos de proliferacdo celular e apoptose na regulacdo da espermatogénese de S.
franciscanus. Em resumo, os resultados deste estudo indicam que S. franciscanus se reproduz
no alto rio S&o Francisco de outubro a janeiro, apresentando desova total, ovos ndo adesivos e
alta fecundidade, pardmetros reprodutivos de peixes desovadores pelagicos, que espalham
seus ovos e ndo cuidam da prole, um estilo reprodutivo considerado ancestral na evolucao dos

peixes.

Palavras-chaves: reproducdo, Salminus franciscanus, rio S&o Francisco, microscopia

eletronica, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Studies on the reproductive biology of a species in its natural environment provide support for
development of fish farming with native species and essential parameters for the
establishment of fish conservation programs. A total of 283 specimens of the dourado
Salminus franciscanus were captured in upper Sdo Francisco River, downstream from the
Trés Marias dam, Minas Gerais, southeastern Brazil, during a reproductive cycle from August
2009 to July 2010. The gonadal maturity stages and spawning type were determined by
histological features of the gonads, germ cell development and variations of the
gonadosomatic index (GSI). For analysis of the oocyte surface and fecundity, mature females
were subjected to induced spawning by hypophysation. Females were significantly larger than
males and there was a marked predominance of males in all samples. The length-weight
relationship showed positive allometric growth for females (b = 3.23) and isometric growth
for males (b = 3.04), reflecting the great investment of females in breeding. Fish at resting
(stage 1) were common in all samples, maturation and spawning (stages 2 and 3) were
predominant in October-November and December-January and post-spawning (stage 4)
occurred from December-January extending until April-May. The GSI followed the
morphological changes of gonadal maturation, with a peak (7.08 in females and 3.46 in
males) in October-November. By scanning electron microscopy, spawned oocytes showed a
funnel-shaped micropyle and a simple arrangement of pore-canals in the zona radiata, which
is typical in non-adhesive eggs. Absolute fecundity (AF) ranged of 167,048 to 440,320
oocytes per female and, relative fecundity was 3,341 to 7,102 oocytes/cm (TL) and 129 to 175
oocytes/g (BW), with coefficient of liner regression R? = 86.14. Immunohistochemical and
TUNEL reactions suggested a relationship among IGF1, cell proliferation and apoptosis in the
regulation of the spermatogenesis of S. franciscanus. In summary, the results of this study
indicate that S. franciscanus reproduces in upper S& Francisco River from October to
January, exhibiting total spawning, non-adhesive eggs and high fecundity, reproductive
parameters of nonguarding, egg-scattering pelagic spawners, a reproductive style considered

ancestral in the evolution of fishes.

Keywords: reproduction, Salminus franciscanus, Sdo Francisco River, electron microscopy,

immunohistochemistry.
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INTRODUCAO

R10 SA0 FRANCISCO

O rio Séo Francisco (RSF) nasce na serra da Canastra, sudoeste do estado de Minas
Gerais, e percorre cerca de 2.800 Km em territorio brasileiro para desembocar no oceano
Atlantico, entre os estados de Alagoas e Sergipe, nordeste do Brasil (GODINHO &
GODINHO, 2003). E um rio de grande importancia econdmica, social e cultural nos estados
que percorre. Folcloricamente, é citado em varias cancdes e nas lendas em torno de suas
carrancas.

Conhecido como o “Velho Chico”, o rio da unidade nacional, o RSF tem sido
impactado pela construcdo de varios empreendimentos hidrelétricos, e os grandes lagos
artificiais formados interferiram na geomorfologia do rio, principalmente na regido da
cachoeira de Paulo Afonso, na Bahia. Além das barragens, suas aguas tém sido usadas para
agricultura, poluidas por industrias, e o plano nacional de transposic¢éo deste rio afetara ainda
mais todo o seu ecossistema e sua ictiofauna. Historicamente, o RSF foi uma das principais
fontes brasileiras de pescado. Este fornecia peixes para sua populacdo ribeirinha e para
atender o mercado principalmente nas regides Nordeste e Sudeste do Brasil. Nas ultimas
décadas, a producdo pesqueira no alto e médio Sdo Francisco vem diminuindo drasticamente,
e o colapso pesqueiro é sentido pela sua populacéo ribeirinha (SATO & GODINHO, 1999).

Os principais afluentes do RSF incluem os rios Para, Paraopeba, Abaeté, das Velhas,
Jequitai, Paracatu, Urucuia, Verde Grande, Carinhanha, Corrente e Grande. Destes, 0s rios das
Velhas e Paraopeba sdo os mais intensamente poluidos e degradados por esgoto doméstico e
industrial, principalmente das mineradoras da Grande Belo Horizonte. O rio Abaeté é um
afluente de porte médio, localizado na margem esquerda do rio e que desemboca cerca de 30
Km da barragem de Trés Marias, MG (SATO & GODINHO, 2003).

A ictiofauna da bacia do rio Séo Francisco inclui 173 espécies de peixes de agua doce
(DRUMMOND et al., 2005), apresentando alto grau de endemismo, e cerca de 8% destas
espécies sdo migradoras (SATO & GODINHO, 2003). As principais ameagas a essa rica
fauna de peixes sdo: desmatamento das matas ciliares, constru¢do de grandes barragens de
hidrelétricas, poluicdo industrial, doméstica e agricola, garimpo, extrativismo mineral, pesca
predatoria, destruicdo de varzeas e lagoas marginais e introducao de espécies novas (SATO &
GODINHO, 1999; GODINHO & GODINHO, 2003).



A migracdo ocorre como um fendémeno frequente na maioria dos rios da America do
Sul. Os peixes, que migram, sobem anualmente pelo rio principal ou por tributarios até atingir
os locais apropriados para a desova. Fenémeno ciclico, a migracdo acontece principalmente
entre outubro e janeiro, na estagdo chuvosa, quando os niveis de agua, temperatura e
fotoperiodo aumentam (SATO & GODINHO, 2003). Os peixes migradores do RSF exibem
desenvolvimento ovocitario do tipo grupo-sincrénico, desovam em um curto periodo

reprodutivo e sdo iteréparos, ou seja, desovam por varios anos (BAZZOLI, 2003).

ORGANIZACAO TESTICULAR

Nos peixes, 0s testiculos sdo geralmente érgdos pares, revestidos por capsula de tecido
conjuntivo, a tanica albuginea, que emite septos para o interior do 6rgao, de modo a delimitar
0s compartimentos tubular e intersticial. O compartimento tubular é formado por células da
linhagem germinativa associadas as células de Sertoli, formando os cistos espermatogénicos
(ou espermatocistos), que sao unidades funcionais do testiculo, sendo suportadas pela
membrana basal dos tabulos seminiferos (GRIER, 1981; PARENTI & GRIER, 2004). Além
de formar a parede dos cistos, as células de Sertoli desempenham varias funcdes, incluindo
nutricdo e sustentacdo das células germinativas; fagocitose de espermatozoides residuais,
corpos residuais da espermiogénese e corpos apoptoticos; producdo de horménios esteroides e
fatores de crescimento (SCHULZ & MIURA, 2002; SCHULZ et al., 2005).

Ao contrério dos mamiferos, na maioria dos teledsteos, o crescimento do testiculo é
continuo, mesmo depois da maturidade sexual, acompanhando o aumento do peso corporal,
sendo que a proliferacdo e os prolongamentos de células de Sertoli ddo suporte para o
desenvolvimento das células germinativas e crescimento do testiculo (KOULISH et al., 2002;
SCHULZ & MIURA, 2002). Nas regides intersticiais dos testiculos encontram-se as células
de Leydig, produtoras de esteroides sexuais, associadas a capilares sanguineos, fibras
nervosas, alem de fibroblastos, mastocitos, macrofagos e células mioides (SCHULZ et al.,
2010).



ORGANIZAGAO OVARIANA

Nas fémeas dos teledsteos, os ovarios sdo geralmente pares, revestidos tambem por
tunica albuginea de natureza conjuntiva, que forma as lamelas ovuligeras, nas quais se
encontram os foliculos em diferentes fases de desenvolvimento. Unidades funcionais dos
ovarios, os foliculos ovarianos sdo formados por ovécito circundado por camada de células
foliculares apoiadas em membrana basal justaposta a um tecido mesenquimal, que se
diferencia em teca conjuntiva (MAZAUD et al., 2005).

Apds a desova, os ovarios apresentam foliculos pos-ovulatérios e atrésicos que sofrem
involucdo progressivamente até a recuperacao total dos ovarios, os quais voltam para a fase de
repouso para iniciar novo ciclo reprodutivo (BAZZOLI, 2003; LUBZENS et al., 2010). Os
foliculos pds-ovulatorios, constituidos de células foliculares, membrana basal e teca
conjuntiva, sdo importantes indicativos do sucesso reprodutivo e sdo utilizados na

determinacdo do tempo e frequéncia da desova de uma espécie (SATO et al., 2005).

ATRESIA FOLICULAR

E um fendmeno comum nos ovarios dos vertebrados, ocorrendo de forma natural e em
condicdes experimentais e que leva a eliminacdo do ovocito antes ou apds a desova. Ela pode
ser causada por hipofisectomia, deficiéncia nutricional, mudancas bruscas de temperatura,
estresse ambiental e mudangas hormonais (RIZZO & BAZZOLI, 1995). O processo pode
também ocorrer em cativeiro, sendo predominante em foliculos vitelogénicos, mas também
pode afetar foliculos pré-vitelogénicos e perinucleolares (MIRANDA et al., 1999). Os
principais eventos da atresia folicular incluem a fragmentacdo do envoltério nuclear do
ovdcito, alteracbes de organelas citoplasmaticas, liquefacdo do vitelo, culminando com
fragmentacdo da zona pelucida e hipertrofia das células foliculares (SANTOS et al., 2005;
LUBZENS et al., 2010). Tal processo degenerativo pode ser essencial para a homeostase do
ovario em maturacdo ou ocorrer no periodo apos a desova, indicando o fim do periodo
reprodutivo (KRYSKO et al., 2008). Fémeas mantidas em cativeiro e que ndo desovaram
apresentam muitos foliculos atrésicos em regressédo, sendo o processo de reabsorcdo folicular
prolongado, variando de sete meses em Astyanax bimaculatus (de dezembro a junho), e quatro

meses em Leporinus reinhardti (de marco a junho) (MIRANDA et al., 1999).



BIOLOGIA REPRODUTIVA

Estudos da biologia reprodutiva fornecem parametros essenciais para conservagdo da
biodiversidade e também para o cultivo de espécies de interesse comercial. Fatores ambientais
atuam no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal controlando a gametogénese, maturacdo gonadal
e desova das espécies (NAGAHAMA & YAMASHITA, 2008). Diversas estratégias
reprodutivas tém sido reportadas dentre os peixes Characiformes, especialmente na familia
Characidae permitindo adaptacfes aos diferentes habitats de &gua doce (LOWE-
MCCONNELL, 1987). A fecundidade avalia o potencial reprodutivo de uma espécie e pode
ser estimada pelo numero de ovdcitos vitelogénicos nos ovarios antes da desova permitindo
comparacOes entre populacdes e progndsticos reprodutivos da espécie (BAGENAL &
BRAUM, 1978). Em peixes, a fecundidade aumenta com o tamanho corporal, esta
relacionada negativamente com o didmetro ovocitério e pode variar entre populacdes de uma
mesma espécie em funcdo da disponibilidade de alimentos, e a fecundidade reduzida de uma
espécie tem sido relacionada com diferentes tipos de impacto ambiental (BAGENAL &
BRAUM, 1978; ARANTES et al. 2010; MELO et al., 2011b).

Em geral, espécies migradoras se reproduzem em ambientes 16ticos, sdo especialistas e
apresentam desova total, curta estacdo reprodutiva sincronizada com o periodo chuvoso, ovos
ndo adesivos e de pequeno tamanho, alta fecundidade e ndo cuidam da prole (SATO et al.,
2003). Por outro lado, espécies de ambientes Iénticos sdo generalistas, apresentam desovas
maltiplas, prolongada estacdo reprodutiva, ovos de tamanhos variados com algum grau de
adesividade, fecundidade variavel e podem apresentar comportamento de cuidado parental
(GODINHO et al., 2010).

As variagOes de comprimento e peso corporal, bem como a relacdo peso-comprimento,
permitem avaliar como a espécie obtém alimento no seu habitat, indicando condicfes
fisiolégicas dos individuos em relagdo ao acimulo de gordura, desenvolvimento gonadal e
adaptacdo ao ambiente (ALVARENGA et al., 2006). O indice gonadossomatico (IGS) é um
importante indicador de atividade reprodutiva de peixes, fornecendo parametros biologicos
para avaliar a maturacdo gonadal. O fator de condicdo de Fulton (K) € um indice que reflete a
interacdo entre variaveis bidticas e abidticas na condicao fisiologica dos peixes, sendo que as
variagcoes de K permitem comparar duas ou mais populagdes sob diferentes condic¢des de
disponibilidade de alimento, densidade populacional e temperatura da agua (SATO et al.,
2005).



Na relacdo peso-comprimento, b esta relacionado com o tipo de crescimento levando-
se em conta que o tamanho do peixe aumenta em comprimento, enquanto que Seu peso
aumenta trés vezes. Assim, quando b = 3,0, o crescimento é considerado isométrico, em que
as dimensfes corporais ndo variam muito durante o crescimento; mas quando é maior ou
menor que 3,0, 0 crescimento é considerado alométrico positivo ou negativo (OLAYA-
NIETO et al., 2008).

A ultraestrutura das células espermatogénicas, dos ovocitos e ovos de peixes sdo
parametros importantes para o cultivo e também para estudos filogenéticos, além de fornecer
subsidios para compreensdo da interacdo do ovo com o substrato (RIEHL & PATZNER,
1998). Diversos padrbes de superficie ovocitaria foram reportados dentre 0s peixes
Characiformes da América do Sul, com especializagbes funcionais relacionadas com as
estratégias reprodutivas das espécies (RIZZO et al., 2002). No polo animal, ovos de peixes de
fertilizacdo externa possuem abertura especializada na zona radiata, a micropila, que permite
a fertilizagdo, sem reacéo acrossomica (RIEHL, 1993; RIZZO & BAZZOLI, 1993).

Durante o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, a micropila é ocluida por uma
célula micropilar, o conjunto constitui o aparelho micropilar, cuja morfologia varia de acordo
com a estratégia reprodutiva das espécies (RICARDO et al., 1996). Na maioria dos peixes de
fertilizacdo externa, a micrdpila apresenta forma de funil e permite a passagem de somente
um espermatozoide durante a fertilizacio (REDDING & PATINO, 1993). Além de bloquear a
polispermia, o fechamento do canal micropilar pode levar a perda da viabilidade dos ovos de
peixes alguns minutos apos a desova, problema frequente na piscicultura quando ovocitos séo

submetidos a estocagem por curto tempo antes da fertilizagdo (R1ZZO et al., 2003).

PROLIFERACAO, MORTE CELULAR E IGF1

O desenvolvimento testicular de vertebrados requer coordenagdo espagotemporal do
processo espermatogénico para garantir a producdo elevada de espermatozoides. Neste
processo, células-tronco originam espermatogdnias que sofrem proliferacdo antes de entrarem
em meiose (DE ROOIJ, 2001; SCHULZ et al., 2010). O antigeno nuclear de proliferacdo
celular (PCNA), proteina ndo histonica de 36 kDa sintetizada nas fases G1 e S do ciclo
celular, € um excelente marcador de proliferacdo celular, sendo utilizada em estudos ciclicos
da espermatogénese de peixes (MIURA et al., 2002; LO NOSTRO et al., 2003; CORRIERO
et al., 2007).



Nos testiculos de peixes, a apoptose é importante na homeostase tecidual, atuando nas
fases espermatogonial e espermiogénica, eliminando células germinativas quando as células
de Sertoli ndo conseguem dar suporte e células germinativas mutantes que interferem na
producdo espermatica (CORRIERO et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008). A morte celular por
apoptose tem sido estudada usando-se diferentes técnicas, tais como a reacdo de TUNEL in
situ, associada a caracteristicas histologicas (TAKLE & ANDERSEN, 2007; DOMINGOS et
al., 2012). As células apoptoticas caracterizam-se por perda de juncOes de adesdo célula-
célula e célula-matriz extracelular, retracdo celular, condensacéo da cromatina na periferia da
membrana nuclear e fragmentacdo celular em corpos apoptoéticos, que sdo geralmente
fagocitados por células vizinhas saudaveis, sem que haja reacdo inflamatéria (HSUEH et al.,
1994).

A ativacdo das endonucleases e consequente clivagem do DNA é um passo definitivo
em direcdo a morte celular por apoptose, no entanto ha fatores que podem atuar em estagios
anteriores e inibir todo o processo apoptético. Os fatores de sobrevivéncia celular
normalmente atuam ligando-se a superficie celular e ativando vias sinalizadoras que inibem a
apoptose. Muitos sdo os fatores relacionados com a supressdo ou ativacdo da apoptose em
celulas de mamiferos, tais como hormonios, fatores de crescimento e fatores de sobrevivéncia
(HSUEH et al., 1994; ROLAKI et al., 2005).

O sistema IGF regula uma variedade de processos celulares incluindo crescimento,
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e diferenciacdo (WOOD et al., 2005). Em vertebrados,
IGF1 e IGF2 sdo sintetizados principalmente no figado sob influéncia do horménio do
crescimento (REINECKE, 2010). A expressdo do sistema IGF, incluindo peptideos,
receptores e proteinas de ligacdo, tem sido demonstrada em gdnadas de algumas espécies de
peixes (PERROT et al., 2000; LI et al., 2010; RADAELLI et al., 2010 ), mas o papel na
regulacdo da gametogénese ndo estd totalmente esclarecido. Alguns estudos sugerem que
IGF1 esteja envolvido na regulacdo do crescimento, diferenciacdo e reproducdo por
seletivamente promover a mitogénese e diferenciagdo e inibir a apoptose (KAGAWA et al.,
1995; PERROT et al., 2000; LI et al., 2010; RADAELLI et al., 2010), sendo um regulador
local da espermatogénese (REINECKE, 2010).



ESPECIE EM ESTUDO

O dourado Salminus franciscanus Lima & Britski, 2007 (Characidae: Salmininae),
anteriormente denominado Salminus brasiliensis, & endémico da bacia do rio Sdo Francisco,
sendo espécie de grande importdncia na pesca profissional por ser considerado peixe de
primeira categoria (LIMA & BRITSKI, 2007). Alcancando cerca de 30 kg de peso corporal,
esta espécie tem alto valor comercial e sua carne apresenta excelente sabor. Para muitos, é
considerado o0 peixe mais belo de nossos rios, sendo cobicado também por pescadores
esportivos, pois apresenta grande resisténcia na pesca por vara e anzol. O dourado necessita
realizar longas migragdes reprodutivas para desovar (SATO & GODINHO, 2003), sendo uma
espécie de reproducdo sazonal e de piracema, com reproducdo entre novembro e fevereiro,
considerada de desova total e ovos livres (RI1ZZO et al.,, 2002; BAZZOLI, 2003). Em
condi¢cdes de cultivo, alguns peixes migradores neotropicais, como o dourado, quando
mantidos em temperatura acima de 25°C, conseguem responder satisfatoriamente aos
procedimentos de reproducdo induzida pelo método de hipofisacdo heteroplastico, no qual
extrato bruto de hipdfise de carpa é injetado dentro da cavidade celédmica ou por via
intramuscular (ARANTES et al., 2011b).

Em funcéo da degradacdo ambiental, S. franciscanus desapareceu em algumas regides
da bacia do rio Séo Francisco, como a jusante da barragem de Sobradinho. Embora exista um
grande interesse no cultivo do dourado, principalmente em sistemas semi-intensivos e pesque-
pagues, as tecnologias para sua producdo sdo ainda incipientes (SATO, 1999). Comparando-
se a espécie mais estudada, S. maxillosus, atualmente conhecida como S. brasiliensis (Cuvier,
1816) que ocorre em toda a bacia do rio da Prata, poucas informagdes foram publicadas sobre
a biologia e ecologia do dourado S. franciscanus. Dentre os trabalhos realizados, incluem-se a
ontogénese larval (SANTOS & GODINHO, 2002), reproducéo induzida (SATO et al., 2003),
fecundidade (ARANTES, 2004), anatomia do sistema digestério (RODRIGUES & MENIN,
2008) e citogenetica molecular (SOUZA et al., 2008).

Embora alguns parametros reprodutivos de S. franciscanus tenham sido estudados
previamente (ISAAC-JUNIOR, 1999), pretende-se, com o presente trabalho, adicionar novas
informacdes sobre a biologia reprodutiva desta importante espécie de peixe da bacia do rio
Sdo Francisco, visando a implementacdo de programas de conservacao de suas populacgdes e

como suporte para o desenvolvimento de tecnologias de cultivo.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar a gametogénese, atividade reprodutiva e fecundidade do dourado S.

franciscanus no rio S&o Francisco, a jusante da barragem de Trés Marias, Minas Gerais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os principais indicadores reprodutivos e fisiologicos: CT, PC, IGS
e K, relacionando-os com os parametros fisico-quimicos da agua;

Determinar a frequéncia dos estadios de maturacdo gonadal de machos e
fémeas;

Analisar as principais caracteristicas morfoldgicas da gametogénese da espécie
atraves de microscopia Optica e microscopia eletrénica de transmisséo;
Determinar as caracteristicas da superficie ovocitaria apos a desova através de
microscopia eletrdnica de varredura;

Avaliar a fecundidade em fémeas submetidas & desova induzida;

Detectar através de imuno-histoquimica a localizacdo de PCNA e IGF1 em
testiculos;

Detectar células em apoptose em testiculos através da reacdo de TUNEL in

situ.



MATERIAIS E METODOS

AREA DE ESTUDO

A érea de estudo (Figura 1) compreendeu trecho com cerca de 54 Km localizado entre
a barragem de Trés Marias (18°11°S, 45°14°W) e a foz do rio de Janeiro (17°55°S, 45°06°W)
na regido do alto rio Sdo Francisco. Nesta regido, localiza-se a usina hidrelétrica de Trés
Marias, implantada em 1960 com objetivos principais de geracdo de energia elétrica para a
regido sudeste do Brasil e controle de cheias do rio S&o Francisco. Cerca de 30 Km a jusante
da barragem de Trés Marias, 0 rio S0 Francisco recebe &guas do rio Abaeté (18°11°S,
45°14°W), um tributario de porte médio considerado importante para migracdao e desova de
peixes de piracema (SATO et al., 2005).

\} ___“Represa de ‘\7 . 2km 02 4 Bkm
T Trés Marias AL ESCALA

Figura 1: Mapa de localizagéo da area de estudo no alto rio Sdo Francisco, estado de Minas
Gerais, sudeste do Brasil. A area marcada em preto no mapa de Minas Gerais indica a
localizacdo da area de amostragem, em dois trechos do rio: logo a jusante da barragem de Trés

Marias (T1) e a jusante da desembocadura do rio Abaeté (T2).
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AMOSTRAGENS DOS PEIXES

Um total de 67 fémeas e 216 machos do dourado S. franciscanus foram capturados
mensalmente durante um ciclo reprodutivo de agosto de 2009 a julho de 2010, pela equipe de
pesca da Estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés Marias, utilizando diferentes
petrechos de pesca, tais como redes de emalhar e tarrafa. No local de coleta, os peixes foram
dissecados e manipulados para obtencdo de comprimento total (CT), peso corporal (PC) e
peso das gonadas (PG). Os dados biométricos foram utilizados para calcular os seguintes
indicadores bioldgicos de cada exemplar: indice gonadossomatico (IGS = 100 x PG/PC) e
fator de condicdo de Fulton (K = 100 x PC/CT®). Todos os procedimentos seguiram o0s
principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da
UFMG.

A relacdo peso-comprimento foi calculada para fémeas e para machos utilizando-se a
equacdo PC = aCT®, onde a € o intercepto e b, a inclinacdo da linha de regressdo. Os
parametros a e b foram estimados através de regressao linear, e 0 grau de associa¢ao entre as

variaveis PC e CT foi avaliada utilizando-se o coeficiente de correlacio R?.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Os principais parametros fisico-quimicos da agua, tais como temperatura, pH,
condutividade elétrica a 25°C e oxigénio dissolvido, foram obtidos a jusante do rio Abaeté,
utilizando-se sonda Horiba modelo U-10. As medidas foram realizadas durante a amostragem
dos peixes em agosto, novembro e fevereiro de 2009 e maio de 2010. A transparéncia da agua

foi avaliada através da profundidade do disco de Secchi.

HISTOLOGIA E MORFOMETRIA

No local de coleta, amostras da regido media das gbnadas foram obtidas de cada peixe
e fixadas em liquido de Bouin por 8 horas para anélise histolégica da maturagdo gonadal. No
laboratdrio, as amostras foram submetidas a técnicas histoldgicas com inclusdo em parafina,

microtomia com 4-5um de espessura e coloragcdo com hematoxilina-eosina. Os estadios de
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maturagdo gonadal foram estabelecidos para fémeas e para machos baseando-se na
distribuicdo das células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento (ARANTES et
al., 2010). O periodo reprodutivo e tipo de desova da espécie foram determinados pela
distribuicdo das frequéncias dos estddios de maturacdo gonadal e pelas caracteristicas
histoldgicas dos ovarios no periodo reprodutivo (BAZZOLI, 2003). O didmetro dos foliculos
ovarianos foi determinado em cortes histologicos, sendo medidos 100 foliculos em cada fase
de desenvolvimento com ampliacdo de 100 ou 400x. A espessura da zona radiata, altura da
célula folicular, diametros externo e interno da micrépila e altura da célula micropilar foram
medidos em 10-20 foliculos vitelogénicos, com ampliacdo de 1000x.

As células espermatogénicas foram identificadas (SCHULZ et al., 2010) e o didmetro
nuclear foi obtido em sec¢des histoldgicas de testiculos medindo-se 100 células em cada fase
de desenvolvimento, com ampliacdo de 1000x. O diametro dos tubulos seminiferos foi
determinado em cada estadio de maturacdo gonadal, medindo-se 100 tibulos com ampliacdo
de 100x ou 400x.

MICROSCOPIA ELETRONICA

Para andlise ultraestrutural, amostras de testiculos e ovarios foram fixadas em solucao
de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2%) em tampdo fosfato pH 7,3 por 24
horas a 4°C. Em seguida, as amostras foram pos-fixadas em tetréxido de ésmio 1% reduzido
com ferrocianeto de potassio 1,5%, em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,3 por 2 horas a
temperatura ambiente, desidratadas em etanol, infiltradas e incluidas em resina Epon. Os
cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e analisados
ao microscapio eletrénico de transmiss&o.

Para analise das caracteristicas ultraestruturais da superficie ovocitaria, fémeas do
dourado foram submetidas a desova induzida por hipofisagdo de acordo com metodologia de
rotina na Estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés Marias (SATO et al., 1996, 1997).
Amostras de ovocitos ovulados foram fixadas em solucdo Karnovsky, pés-fixadas com
tetroxido de dsmio 1% durante 2 horas em duas etapas, intercaladas com acido tanico 1%
durante 20 minutos. Apos desidratagdo, os espécimes foram secos em ponto critico com CO»,
montados em suportes, metalizados com ouro durante 1-2 minutos a 15 mV e examinados ao

microscopio eletronico de varredura.
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FECUNDIDADE

Para determinacédo da fecundidade de S. franciscanus, amostras de ovocitos desovados
foram coletadas de 12 fémeas submetidas a desova induzida, conforme indicado acima. As
amostras (1-2 g) foram pesadas, e a contagem dos ovdcitos foi realizada manualmente sob
estereomicroscopio. A fecundidade absoluta (FA = NOG x PO) e a fecundidade relativa (FR
= FA/CT e FR = FA/PC) foram estimadas considerando-se: (NOG) numero de ovocitos por

grama de ovdcitos, (PO) peso total dos ovécitos desovados (ARANTES et al., 2011b).

REACAO DE TUNEL IN SITU

Para deteccdo de células apoptoticas, amostras de testiculos em maturacdo e maduros
foram fixadas em liquido de Bouin ou em paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M pH
7,3, incluidas em parafina, seccionadas com 4 um de espessura e submetidas a técnica de
TUNEL in situ (kit QIA 33 TdT-FrageL DNA fragmentation, Calbiochem), seguindo-se o
protocolo do fabricante. Para permeabilizacdo e inativacdo de peroxidase enddgena, as
seccOes foram tratadas com proteinase K (10 pg/ml) e dgua oxigenada 3%, respectivamente,
antes da reacdo. As seccdes histoldgicas foram incubadas com mistura da enzima terminal
deoxynucleotides transferase (TdT) e deoxinucleotideos conjugados com biotina em camara
umida a 37 °C por 90 minutos. Em seguida, foi aplicada solucdo de estreptavidina conjugada
com peroxidase em cdmara Umida a temperatura ambiente por 45 minutos. A reacdo de
peroxidase foi revelada com diaminobenzidina (DAB), e as sec¢des foram contracoradas com
hematoxilina. Para controle-negativo, uma das laminas ndo recebeu a mistura contendo a

enzima TdT e deoxinucleotideos.

IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a imunolocalizagdo de PCNA (anticorpo anti-PCNA monoclonal de camundongo,
clone PC-10, Santa Cruz Biotechnology) e IGF1 (anticorpo anti-IGF1 policlonal de
camundongo, Santa Cruz Biotechnology), foram utilizadas sec¢des transversais das mesmas
amostras utilizadas para a reacdo de TUNEL, fixadas em Bouin ou paraformaldeido 4% em

tampado fosfato 0,1 M pH 7,3. Para reativacéo antigénica, foi utilizado um pré-tratamento com
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tampdo &cido citrico pH 6,0 a 95°C por 30 minutos. Apo6s lavagem com TBS, para blogueio
de reagdes inespecificas e da peroxidase enddgena, foram utilizados BSA 2% e agua
oxigenada 3%, respectivamente. As seccles histologicas foram incubadas com anticorpo
primario overnight a 4°C, na diluicdo de 1:100 para PCNA e 1:50 para IGF1. O sistema de
revelacdo secundério utilizado foi o kit da Dakocytomation LSAB (anticorpo secundério de
cabra conjugado com biotina e estreptavidina conjugada com peroxidase), seguindo-se 0
protocolo do fabricante. As marcacfes foram visualizadas com DAB e contracoradas com

hematoxilina. Para controle-negativo, uma das laminas ndo recebeu o anticorpo primario.

ANALISE ESTATISTICA

Os programas Microsoft Excel e GraphPad InStat foram utilizados na confeccdo de
tabelas e graficos. Os dados obtidos foram expressos como média + desvio padrdo
(parametros abidticos) ou média + erro padrdo (parametros bioticos).

Apds teste de normalidade, os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA
seguido pelo teste de Tukey para comparar IGS, K e 0s parametros bioticos por bimestre e por
estadio de maturacdo gonadal. Teste T de Student ndo pareado foi usado para comparar CT e
PC por sexo, além de parametros bioticos por trecho.

A relacdo peso-comprimento foi avaliada pela analise de regressdo linear através do
software BioEstat. O Teste T de Student foi aplicado para testar se os valores de b foram
significativamente diferentes de 3,0, indicando o tipo de crescimento: isométrico (b = 3,0),
alométrico positivo (b > 3,0) ou alométrico negativo (b < 3,0) (SPIEGEL, 1991).

Regressdo linear foi também usada para analisar a associacdo entre fecundidade
absoluta e CT, PC e PO.
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RESULTADOS

PARAMETROS BIOMETRICOS DOS PEIXES

Fémeas de S. franciscanus foram significativamente maiores do que machos, e 0s
maiores peixes foram coletados apds a confluéncia com o rio Abaeté (Tabela 1). Em todas as
coletas, houve predominancia acentuada de machos sobre as fémeas e a proporcao sexual na
amostragem total foi 3 machos: 1 fémea. A relacdo peso-comprimento mostrou crescimento
alométrico positivo, com coeficiente de regressdo linear maior que 3 para fémeas e
crescimento isométrico, com coeficiente de regressdo linear proximo a 3 para machos (Figura
2). Os valores de R® mostraram alta correlacéo entre CT e PC para fémeas (R*=99,58) e para
machos (R*= 98,64).

Tabela 1: Dados biométricos e indices bioldgicos de fémeas e machos de dourado S.
franciscanus em dois trechos do alto rio S&o Francisco, logo a jusante da barragem de Trés
Marias (T1) e a jusante da desembocadura do rio Abaeté (T2).

Fémeas Machos
(n=67) (n =216)
T1(n=18) T2 (n = 49) T1 (n = 106) T2 (n = 110)
a b a b
CT(cm) 3461 +3,90 55,06 + 3,55 28,51 + 0,90 37,05+ 1,55
a b a b
PC (ko) 0,83 +0,35 3,20 + 0,42 0,31 + 0,05 0,90 +0,13
a b a b
IGS 0,13 + 0,04 1,91 + 0,39 0,25+ 0,06 0,63 + 0,07
a b a a
K 0,98 + 0,03 1,11 + 0,02 0,97 + 0,01 0,99 + 0,01

(CT) comprimento total, (PC) peso corporal, (IGS) indice gonadossomatico, (K) fator de
condicdo de Fulton. Os valores representam média + erro padrdo. Para cada sexo, na mesma
linha, diferentes letras indicam diferengas significativas entre os trechos de amostragem, com p

< 0,05, Teste T ndo pareado.
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Figura 2: Relacdo peso corporal/comprimento total para fémeas (A) e machos (B) de S.
franciscanus no alto rio S&o Francisco; peixes capturados em trecho com 54 Km a jusante da
usina hidrelétrica de Trés Marias, Minas Gerais, no periodo de agosto de 2009 a julho de

2010.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

A temperatura da agua variou de 22 a 27 °C, sendo mais elevada em fevereiro e maio
(Tabela 2). O oxigénio dissolvido foi superior a 6 mg/L em todos os periodos amostrados. O
pH e a condutividade elétrica apresentaram poucas variacdes nos periodos amostrados. A

transparéncia da agua foi significativamente menor em fevereiro e maio.

Tabela 2: Parametros fisico-quimicos da dgua do alto rio Sdo Francisco, regido de confluéncia

com o rio Abaeté, Minas Gerais, Brasil.

Agosto/09 Novembro/09 Fevereiro/10 Maio/10

Temperatura (C) 22,76 +0,11° 24094067  26,4+021° 25,85+ 0,51

OD (mg/L) 703+035  624+142°  767+013° 7254045
H a b ab ab
p 6,51 + 0,19 6.07 + 0,37 6.16 + 0,10 613+ 019
Cdt (uS/cm) 7800+346°  77.00+320  7517+1582"  7211+1071
- b b
Secchi (m) 336+018" 335+030° 1,58 +0,13 1,08 + 0,68

Os valores representam média + desvio padrdo de 5 a 8 medidas. Diferentes letras na mesma
linha indicam diferencas significativas entre os periodos de coleta, com p < 0,05. OD, oxigénio

dissolvido; Cdt, condutividade elétrica a 25°C; Secchi, profundidade do disco de Secchi.
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FOLICULOGENESE, ULTRAESTRUTURA DE OVOCITOS E FECUNDIDADE

O diadmetro dos foliculos ovarianos (média * erro padrdo) de S. franciscanus aumentou
nas diferentes fases de desenvolvimento, acompanhando as variagdes da maturacdo ovariana
(Figura 4): foliculo perinucleolar inicial (71,88 + 1,58 um) e avangado (148,50 + 2,06 um)
com varios nucléolos, foliculo pré-vitelogénico (378,90 + 7,40 um) com vesiculas corticais e
foliculo vitelogénico (751,00 + 6,79 um) com acamulo de glébulos de vitelo no ooplasma.
Durante a vitelogénese, ovocitos foram envolvidos por espessa zona radiata (7,3 + 1,4 um de
espessura) com camadas interna e externa, células foliculares pavimentosas (4,2 £ 0,9 um de
espessura) apoiadas em membrana basal e fina teca de tecido conjuntivo mais externamente.
Nessa fase, observou-se a micropila em forma de funil (didmetros externo = 21,4 + 3,4 um e
interno = 2,6 £ 0,5 um) ocluida por uma célula micropilar (altura = 29,0 + 4,4 um). Apds a
desova, os ovarios apresentaram foliculos pds-ovulatérios e foliculos atrésicos em diferentes
fases de involucéo.

Ao microscopio eletrébnico de transmissdo, observaram-se foliculos perinucleolares
com mitocondrias e polissomos livres abundantes no ooplasma envolvidos por células
foliculares baixas apoiadas em espessa membrana basal (Figura 5). Nos foliculos pré-
vitelogénicos, observaram-se vesiculas corticais claras armazenando material finamente
granular. Nos foliculos vitelogénicos, a zona radiata mostrou camada interna espessa com
finos poros-canais transversais, camada média fina e mais elétron-densa, e camada externa
pouco elétron-densa voltada para as células foliculares.

Ao microscopio eletrénico de varredura, ovocitos desovados de S. franciscanus
apresentaram finos poros-canais distribuidos regularmente na superficie ovocitaria no polo
vegetativo. No polo animal, a superficie ovocitaria mostrou arranjo de poros-canais
circundando a micropila, com pregas na superficie do vestibulo e fino canal micropilar
internamente (Figura 6).

A fecundidade absoluta de fémeas submetidas a desova induzida variou de 167.048 a
440.320 ovos liberados por fémea, e a fecundidade relativa de 3.341 a 7.102 ovos/cm (CT) e
de 129 a 175 ovos/g (PC) (Tabela 3). A analise de regresséo linear mostrou uma associagao
geométrica entre FA x PO (R?= 95, 81) e FA x PC (R*=86,14) e associacao logaritmica entre
FA x CT (R*=66,54).
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Tabela 3: Fecundidade absoluta (FA) e fecundidade relativa (FR) ao peso corporal (FR/PC) e
ao comprimento total (FR/CT) de fémeas de S. franciscanus submetidas a desova induzida

por hipofisacao.

N CT(cm) PC(g PO(g NOG FA FRIPC  FRICT
1 56 2125 234 1205 281970 1327  5035,179
2 62 2920 344 1280 440320 1508  7101,935
3 59 2300 272 1184 322048 140,0 5458441
4 55 2090 247 1291 318877 152,6  5797,764
5 54 1850 202 1328 268256 1450  4967,704
6 51 1330 154 1112 171248 1288  3357,804
7 50 1250 152 1099 167048 1336  3340,96

8 61 2540 278 1209 336102 1323  5509,869
9 55 2082 260 1153 299780 1440  5450,545
10 53 1792 231 1285 296835 1656  5600,66

11 53 1776 238 1303 310114 1746 5851,208
12 54 2025 263 1312 345056 1704  6389,926
Média 55,25 2006,67 239,58 1230,08 29647117 147,54  5321,83

DP 3,72 465,72 53,06 80,40 7349370 1565  1085,17

(CT) comprimento total, (PC) peso corporal, (PO) peso total dos ovocitos liberados, (NOG)
namero de ovacitos por grama, (DP) desvio padréo.

ESPERMATOGENESE E ULTRAESTRUTURA DAS CELULAS ESPERMATOGENICAS

O didmetro do nuacleo das células espermatogénicas (média + erro padrdo) reduziu
progressivamente nas diferentes fases de desenvolvimento: espermatogbnia tipo A
indiferenciada (7,85 £ 0,07 um), espermatogénia tipo A diferenciada (5,93 + 0,04 um),
espermatog6nia tipo B (4,69 + 0,07 um), espermatécito primario (4,56 + 0,05 um),
espermatocito secundario (2,90 £ 0,04 um), espermatide (2,34 = 0,05 um) e espermatozoide
(1,56 = 0,05 um). Em peixes maduros, 0s espermatozoides estavam mergulhados em secrecao
acidofila no lume dos tubulos seminiferos. O diametro dos tubulos seminiferos (média + erro
padréo) aumentou significativamente com a maturacéo testicular (Figura 7): repouso (35,34 +
1,56 pm), maturacdo (225,31 + 10,76 pm), espermiacdo (270,40 + 6,48 um) e pos-
espermiagéo (65,12 = 2,77 pm).

A ultraestrutura das células espermatogénicas mostrou espermatogbnias tipo A
isoladas e tipo B em cistos com citoplasma rico em mitocondrias, nicleo com cromatina
finamente granular e nucléolo evidente (Figura 8). Os espermatdcitos apresentaram

citoplasma elétron-lacido, com cromatina parcialmente condensada de aspecto varidvel de
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acordo com a fase de desenvolvimento da meiose. As espermatides apresentaram citoplasma
bastante reduzido, cromatina em diferentes graus de condensacdo, formagdo da peca
intermediaria, flagelo com vérias camadas de membranas concéntricas e axonema com
esqueleto microtubular no padrdo 9 + 2. Os espermatozoides apresentaram cabeca
arredondada com cromatina no grau maximo de condensagdo formando grumos altamente
elétron-densos, peca intermediéria curta e flagelo alongado, e estavam mergulhados na

secrec¢do tubular elétron-densa.

MATURACAO GONADAL E ATIVIDADE REPRODUTIVA

Baseando-se em caracteristicas microscopicas das génadas, os seguintes estadios de
maturagdo gonadal foram determinados para fémeas e para machos: (1) repouso, (2)
maturacdo, (3) desova/espermiacdo e (4) poOs-desova/pds-espermiacdo (Figuras 4 e 7).
Considerando-se a amostragem total, 57% das fémeas estavam em repouso (estadio 1), 18%
em maturacdo (estadio 2), 13% em desova (estadio 3) e 12% pds-desova (estadio 4). Dentre
0S machos, capturaram-se 46% de peixes em repouso, 34% em maturagdo, 6% em
espermiacdo e 14% pos-espermiacao.

Quanto as frequéncias dos estadios de maturacdo gonadal por bimestre, peixes em
repouso foram observados em todas as amostragens (Figura 3, Tabela 4). Fémeas em
maturacdo (estddio 2) e em desova (estddio 3) foram predominantes nos bimestres
outubro/novembro e dezembro/janeiro e foram capturadas predominantemente (95%) ap6s a
confluéncia do rio Abaeté e no proprio rio Abaeté (T2). Nos machos, os estadios de
maturacdo e espermiacdo iniciaram-se no bimestre agosto/setembro estendendo-se até
fevereiro/marco, representando 62% em T2. O estadio pds-desova/pds-espermiacdo (estadio
4) ocorreu de dezembro/janeiro até abril/maio nas fémeas e até junho/julho nos machos,

representando mais de 60% em T2.
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Figura 3: Frequéncias relativas dos estadios de maturagdo gonadal por bimestre de fémeas
(A) e machos (B) de S. franciscanus no alto rio Sdo Francisco; peixes capturados em trecho
com 54 Km a jusante da usina hidrelétrica de Trés Marias, Minas Gerais, no periodo de
agosto de 2009 a julho de 2010.

Tabela 4: Frequéncias dos estadios de maturacdo gonadal de S. franciscanus no alto rio Sdo

Francisco, regides antes (T1) e apds (T2) a confluéncia do rio Abaeté.

Fémeas (n = 67) Machos (n = 216)
T1 T Total T1 T Total
1 14(37%) 24 (63%) 38 63 (63%) 37 37%) 100
2 1(8%) 11 (92%) 12 31 (42%) 42 (58%) /3
3 0(00%) 9 (100%) 9 2 (15%) 11 (85%) 13
4 3(37%) 5 (63%) 8 10 (33%) 20 (67%) 30
Total 18 49 67 106 110 216

(1) repouso, (2) maturacao, (3) desova/espermiacao e (4) pos-desova/pos-espermiacao.

RELACAO ENTRE IGSE K

O IGS acompanhou as variagfes morfologicas da maturacdo gonadal (Figura 9),
atingindo 7,08 nas fémeas e 3,46 nos machos. O pico do IGS ocorreu em outubro/novembro
(estadio 2, maturacdo) e valores mais baixos ocorreram durante o repouso gonadal (estadio 1)

que predominou nos bimestres junho/julho e agosto/setembro (Figura 10). Os valores de K



20

foram mais elevados nos estadios 2 e 3, reduzindo significativamente no estadio 4, pds-

desova/pos-espermiacéo (fevereiro/marco), com diferencas mais evidentes nas fémeas.

REACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS E TUNEL

As imunomarcacdes de PCNA foram observadas no nacleo de células germinativas e
somaticas e foram evidentes nas fases espermatogonial e espermatocitaria (Figura 11. A-D).
Células de Leydig e células de Sertoli foram também marcadas. A reacdo PCNA-positiva foi
observada em todos os estaddios de maturacdo gonadal, sendo mais evidente durante a
maturacao testicular. As espermatides e espermatozoides ndo foram marcados por PCNA.

A reacdo de TUNEL in situ foi observada no ndcleo de espermatogénias (Figura 11.
E-F), tanto indiferenciadas quanto diferenciadas, e espermatdcitos (Figura 11. G-H),
principalmente priméarios, em todos os estadios de maturagdo testicular. Espermatides
TUNEL-positivas foram raramente observadas.

As imunomarcacdes de IGF1 foram observadas no citoplasma das células
germinativas e somaticas. A reacdo imuno-histoquimica foi observada principalmente nas
celulas de Sertoli envolvendo os cistos espermatogénicos (Figura 11. J-K). Células
peritubulares mioides e células de Leydig, bem como cistos de espermatogdnias e
espermatocitos (Figura 11. I, L) foram também marcadas por IGF1. Ndo foram observadas

marcagOes para IGF1 nos espermatozoides.
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Figura 4: SeccOes histologicas de ovérios de S. franciscanus em diferentes estadios de
maturagdo coradas com hematoxilina e eosina. (A) estadio 1, repouso, lamelas ovuligeras com
ninhos de ovogonias e foliculos perinucleolares (PN) inicial e avancado; (B-C) estadio 2,
maturacdo inicial com foliculos pré-vitelogénicos (PV) com vesiculas corticais (VC); (D) e
maturagdo avancada com foliculos vitelogénicos (V) com glébulos de vitelo no ooplasma e
nacleo (N) central ou excéntrico; (E) estddio 3, desova, foliculos poés-ovulatérios (FPO)
evidentes e foliculos vitelogénicos; (F) Detalhe da regido micropilar (seta), mostrando os
envoltorios foliculares na fase vitelogénica, com zona radiata espessa (ZR), células foliculares
(CF) pavimentosas e fina teca (T) conjuntiva; (G) Detalhe do foliculo pés-ovulatério (FPO);
(H) estadio 4, p6s-desova, foliculos atrésicos (FA) em regressao e foliculos vitelogénicos (V)
residuais; (1) detalhe do foliculo atrésico com células foliculares hipertrofiadas, zona radiata
fragmentada e teca espessa. Barra: 200 um (A, D, He E), 100 um (G e B), 25 um (C, Fe I).
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Figura 5: Ultraestrutura dos foliculos ovarianos de S. franciscanus. (A-C) foliculo
perinucleolar mostrando células foliculares (CF) apoiadas em membrana basal (MB)
espessada, regido de contato entre prolongamentos do ovocito (Ov) e das células foliculares
(CF) e inicio de deposicao de material elétron-denso (seta) da zona radiata (A), juncdo de
adesdo, desmossomos (B) unindo célula folicular e ovdcito e numerosas mitocondrias (M) e
polissomas livres no ooplasma (C); (D) Detalhe das vesiculas corticais (VC) elétron-lucidas,
com material filamentoso (seta) em seu interior em foliculos pré-vitelogénicos; (E) Foliculo
vitelogénico, mostrando as trés camadas da zona radiata totalmente desenvolvida: interna (1)
com poros-canais transversais, média (M) e externa (E) voltada para as células foliculares
(CF). Barra: 2 um (A, D e E), 1 um (B-C), 0,05 pum (detalhe em B).
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Figura 6: Superficie de ovocitos ovulados de S. franciscanus ao microscépio eletronico de
varredura. (A) Regido do polo animal, onde se localiza a micropila; (B) Detalhe da micrépila
em forma de funil, com vestibulo com pregas na superficie e canal micropilar; (C-D)
Diferente organizacdo dos poros-canais da zona radiata no polo animal (C) e no polo

vegetativo (D). Barra: 10 pm (A-B), 5 um (C-D).
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Figura 7: Secgdes histologicas de testiculos de S. franciscanus coradas com hematoxilina e
eosina. (A) Espermatogénia tipo A indiferenciada; (B) Espermatogdnias tipo A pareadas; (C)
Cisto de espermatog6nias tipo B; (D) Cisto de espermatdcitos primarios; (E) Cisto de
espermatdcitos secundarios; (F) Cisto de espermatides; (G) Espermatozoides; (H) estadio 1,
repouso, tubulo seminiferos fechados com espermatogbnias (G); (I) estadio 2, maturacao,
cistos de células espermatogénicas em diferentes fases de desenvolvimento: espermatogdnias
(G), espermatocitos primarios (Cl) e secundarios (C2), espematides (E) e poucos
espermatozoides (Z) no lume tubular; (J) estadio 3, espermiacdo, espermatozoides (Z) e
secrecao aciddfila (x) no lume tubular; (K) estadio 4, pos-espermiacao, tubulos seminiferos
com espermatogonias (G) e lumes vazios (») ou com espermatozoides residuais (Z). Barra: 5
um (A, B, C), 10 um (D, E, F e G), 50 um (H, I, J e K).
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Figura 8: Ultraestrutura das ceélulas espermatogénicas de S. franciscanus. (A)
Espermatogénia tipo A indiferenciada; (B) Espermatog6nia tipo B (G) e espermatocitos (C1);
(C) Cisto de espermatides (E) em diferenciacdo com formacdo da peca intermediaria e do
flagelo e célula em degeneracdo (); (D-E) Detalhe de espermatide mostrando compactacédo da
cromatina, peca intermediaria e flagelo com 9 + 2 arranjo de microtubulos envolvidos por
camadas de membranas concéntricas; (F) Numerosos espermatozoides (Z) e cortes
transversais de flagelos (seta) embebidos na secrecéo tubular (). Barra: 2 um (A, B, Ce F), 1
um (D), 0,05 um (E).
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Figura 9: indice gonadossomatico (IGS) e fator de condicdo de Fulton (K) por estadio de

maturacdo gonadal para fémeas (A-B) e machos (C-D) de S. franciscanus no alto rio Séo

Francisco; peixes capturados em trecho com 54 Km a jusante da usina hidrelétrica de Trés

Marias, Minas Gerais, no periodo de agosto de 2009 a julho de 2010. Os valores representam

média + erro padrdo. Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os estadios de

maturacao gonadal, com p < 0,05.
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Figura 10: indice gonadossomético (IGS) e fator de condic&o de Fulton (K) por bimestre para
fémeas (A-B) e machos (C-D) de S. franciscanus no alto rio S&o Francisco; peixes capturados
em trecho com 54 Km a jusante da usina hidrelétrica de Trés Marias, Minas Gerais, no
periodo de agosto de 2009 a julho de 2010. Os valores representam média + erro padrao.
Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os bimestres de amostragem, com p <
0,05.
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Figura 11: Reagdes imuno-histoquimicas para PCNA (A-D), TUNEL (E-H) e imuno-
histoquimica para IGF1 (I-L), reveladas com peroxidase durante as fases de desenvolvimento
testicular de S. franciscanus no alto rio Sdo Francisco. Contracoloracdo com hematoxilina.
(A) Espermatogonia isolada; (B) Espermatogbnias tipo B; (C) Cistos contendo
espermatog6nias e espermatocitos primarios; (D) Espermatdcitos; (E) Espermatogdnias e
espermatocitos TUNEL-positivos; (F) Espermatogdnia isolada; (G) Espermatocito primario;
(H) Espermatocitos; (1) Citoplasma marcado de espermatogdnia isolada; (J) Células de
Sertoli marcadas envolvendo cistos de espermatocitos; (K, L) Espermatocitos primarios.
Barras =10 um (A, B, C, F, H, K e L); Barras = 20 um (D, G, I e J); Barra =70 um (E).
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DISCUSSAO

Apesar da importancia ecologica e comercial do dourado S. franciscanus e dos
impactos que afetam sua reproducdo no rio S&o Francisco, poucos estudos foram realizados
para compreensao de sua biologia, incluindo reproducdo induzida (SATO et al., 1997; SATO
et al., 2003), ontogénese larval (SANTOS & GODINHO, 2002), citogenética molecular
(SOUZA et al., 2008), sendo que nenhum estudo sobre sua reproducdo foi realizado em
ambiente natural. No presente trabalho, analises da gametogénese, maturacéo gonadal, desova
e fecundidade demonstram que, apesar do barramento do rio, o dourado encontrou condicdes
favoréveis para reproducdo e desova na regido do alto rio Sdo Francisco. Estudos prévios
realizados a jusante da barragem de Trés Marias evidenciaram o papel do rio Abaeté no
sucesso reprodutivo da espécie migradora curimatd-pacu Prochilodus argenteus (ARANTES
et al., 2010; DOMINGOS et al., 2012). Similar ao presente estudo, os autores observaram
que, no trecho localizado logo apds a barragem, a maioria dos peixes capturados encontrava-
se em repouso enguanto peixes em maturacdo e desova foram encontrados apds a foz do rio
Abaeté. Juntos, os anteriores e o presente estudo corroboram a importancia de tributarios para
conservacao das populacGes de peixes nativos de importancia comercial como o dourado S.

franciscanus no rio Sao Francisco.

PARAMETROS BIOMETRICOS DOS PEIXES E PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

No presente estudo, as fémeas de S. franciscanus foram maiores e mais pesadas do que
0s machos, fato semelhante a outras espécies de importancia comercial da bacia do rio Sdo
Francisco, tais como o surubim Pseudoplatystoma coruscans (BRITO & BAZZOLI, 2003) e
matrinxa Brycon orthotaenia (GONCALVES et al., 2006). A proporcdo sexual detectada
neste estudo foi de 3 machos para 1 fémea, como também reportado para o surubim. Em
contraste, uma proporcdo de 1 macho para 3 fémeas foi observada na matrinxda, ambos
capturados no alto rio S&o Francisco, regido de Pirapora, Minas Gerais (BRITO & BAZZOLI,
2003; GONCALVES et al., 2006). Essas diferencas da proporcdo sexual esperada (1:1)
podem estar relacionadas a captura de espécimes maiores na pesca comercial e a seletividade
de petrechos de pesca, assim como fatores fisioldgicos e ambientais que afetam
diferentemente os sexos (VAZZOLER, 1996). A relacdo peso-comprimento indicou

crescimento alométrico positivo para fémeas de S. franciscanus, similar a outras espécies
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como o rubio Salminus affinis no Rio Sind, Colémbia (OLAYA-NIETO et al., 2008),
refletindo o alto investimento energético das fémeas na reproducdo, com ganho de peso mais
rapido do que o aumento corporal em comprimento. Por outro lado, crescimento isométrico
indica que os machos de S. franciscanus investem menos na reproducdo do que as fémeas e
exibem proporgdes corporais que variam pouco durante o crescimento, similar aos machos de
S. affinis (OLAYA-NIETO et al., 2008). No reservatorio de Trés Marias, rio S&o Francisco,
crescimento alométrico positivo foi detectado tanto para fémeas quanto para machos de duas
espéecies de Prochilodontidae, que ndo se reproduzem no reservatorio (ARANTES et al.,
2011a). Valores de b na relagdo peso-comprimento significativamente diferentes de 3,0 foram
obtidos para varios caracideos do reservatério de Itaipu, bacia do rio Parand, Brasil
(BENEDITO-CECILIO et al., 1997). De acordo com BAGENAL & TESCH (1978), a relacao
peso-comprimento varia com a espécie, sexo, populacbes de uma mesma espécie, fases do
ciclo de vida e condi¢des ambientais.

O aumento da temperatura da agua e reducdo do oxigénio dissolvido e do pH em
novembro coincidem com periodo de aumento da pluviosidade e de maior atividade
reprodutiva, quando o dourado S. franciscanus depende de estimulos ambientais como gatilho
para sua migracgéo e desova, similar a outros peixes de piracema, como P. argenteus (SATO
& GODINHO, 2003; SATO et al., 2005) e P. coruscans (BRITO & BAZZOLI, 2003). Esses
resultados indicam que os parametros da agua do rio Sdo Francisco foram adequados a
reproducdo de S. franciscanus no trecho apos a foz do rio Abaeté. Em contraste, no trecho a
montante do rio Abaeté, a agua proveniente do hipolimnio do reservatorio de Trés Marias
prejudica a maturacdo gonadal de peixes migradores, como evidenciado pela alta frequéncia
de peixes em repouso, pelo aumento da atresia folicular nas fémeas e pela menor producao
espermatica nos machos de P. argenteus (ARANTES et al., 2010; DOMINGOS et al., 2012).
A transparéncia da agua menor em fevereiro e maio pode ser relacionada ao aumento da carga
de matéria organica proveniente da estacdo chuvosa provendo nutrientes para o crescimento
de peixes jovens (ALVARENGA et al., 2006), os quais podem servir de alimento para 0s

peixes piscivoros como o dourado S. franciscanus.

FOLICULOGENESE E FECUNDIDADE

A gametogénese de machos e fémeas de S. franciscanus seguiu 0 padrdo descrito para
outras espécies de fertilizacdo externa, incluindo os caracideos Salminus hilarii (HONJI et al.,
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2009) e B. orthotaenia (GONCALVES et al., 2006). Diferente dos mamiferos, nos peixes, a
divisdo mitoética das ovogobnias localizadas no epitélio germinativo mantém o estoque de
células germinativas ao longo de toda a vida do peixe (JALABERT, 2005). Durante a
foliculogénese, ovocitos de peixes passam por trés principais estadios de desenvolvimento
regulados por gonadotrofinas, esteroides sexuais e fatores paréacrinos (LUBZENS et al.,
2010): crescimento primério, crescimento secundario e maturacdo final ovocitéria,
caracterizada pela migracdo do nucleo em dire¢cdo a micropila, onde ocorre a quebra da
vesicula germinativa para permitir a fertilizacdo. Similar a outras espécies de peixes de agua
doce, no estaddio de repouso, as lamelas ovuligeras apresentaram ninhos de ovogbnias e
foliculos perinucleolares, na maturacdo inicial formaram-se os foliculos pré-vitelogénicos,
enquanto gque na maturacdo avancada 0s ovarios apresentaram acumulo de foliculos
vitelogénicos (BAZZOLI, 2003; MARTINS et al., 2010; THOME et al., 2010). Além disso, a
formagdo da zona pelucida teve inicio na fase perinucleolar, tornando-se espessada e com
duas camadas nos foliculos vitelogénicos maduros, como também observado em outros peixes
caracideos (ANDRADE et al., 2001; MAGALHAES et al., 2004; GUIMARAES &
QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2005; HONORATO-SAMPAIO et al., 2009).

Em cortes histoldgicos, o diametro dos foliculos ovarianos de S. franciscanus atingiu
cerca de 700 pum na fase vitelogénica, diametro similar ao encontrado em outros
Characiformes migradores, tais como P. argenteus, P. costatus e B. orthotaenia (ARANTES
et al., 2010; GONCALVES et al., 2006). Em geral, ovécitos de pequeno tamanho, que sdo
carreados pela correnteza do rio a locais apropriados ao seu desenvolvimento, sdo associados
a espécies de peixes com ovos livres e alta fecundidade, tais como P. argenteus e S.
franciscanus. Em contraste, ovécitos de grande diametro sdo frequentemente relacionados a
espécies com ovos adesivos, fecundidade baixa e que cuidam da prole, tais como as trairas
Hoplias malabaricus e Hoplias lacerdae (GOMES et al., 2007) e o tucunaré Cichla kelberi
(NORMANDO et al., 2009). Em peixes submetidos a desova induzida por hipofisacéo, o
diametro do ovdcito liberado de S. franciscanus foi de ~1600 pum, atingindo ~2500 um apoés
hidratagcdo e formacdo do espaco perivitelino, sendo esse fenémeno importante para proteger
o embrido em desenvolvimento, uma vez que a espessura da zona radiata € mais fina nos ovos
livres, como em S. franciscanus, do que nas espécies com ovos adesivos (SATO et al., 2003).

Na fase pds-desova, ovarios de S. franciscanus apresentaram foliculos perinucleolares
associados a foliculos poés-ovulatérios e atrésicos em diferentes fases de regressdo,

caracteristica de peixes com desova total, como observado em outros Characiformes incluindo
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B. orthotaenia, P. argenteus e S. hilarii (GONCALVES et al., 2006; HONJI et al., 2009;
ARANTES et al., 2010).

No presente trabalho, a fecundidade absoluta do dourado sob condigdes de cultivo
variou de 160 a 450 mil ovos por fémea e de 200 a 800 mil ovos em estudo prévio (SATO et
al., 1997), essas diferencas podem ser justificadas pelas varia¢cdes no tamanho das fémeas. Em
espécies migradoras, incluindo S. franciscanus, a alta fecundidade estd associada a ovocitos
ndo adesivos e auséncia de cuidado parental, e sua avaliacdo € essencial para assegurar a
exploracdo racional e manejo dos recursos de pesca (SATO et al., 2003; MELO et al., 2011a).
Além disso, a reducdo da fecundidade pode estar relacionada com impactos ambientais
(ARANTES et al., 2010). Para eliminar o efeito do tamanho do peixe, foi calculada a
fecundidade relativa ao comprimento e ao peso corporal, e os valores do R? indicaram melhor
associacdo entre a fecundidade e o peso corporal, como também detectado para o tucunaré
Cichla kelberi (NORMANDO et al., 2009) e curimaté-pacu P. argenteus (ARANTES et al.,
2010).

Como em outras espécies de fertilizacdo externa, ovocitos desovados de S.
franciscanus apresentaram micrépila em forma de funil, com didmetro do canal micropilar
semelhante ao da cabeca do espermatozoide, permitindo a penetracdo de um Unico
espermatozoide durante a fertilizacdo, uma caracteristica importante no bloqueio a
polispermia (R1ZZO & BAZZOLI, 1993; RI1ZZO et al., 1997). No polo animal, a zona radiata
exibiu numerosos poros-canais ao redor da micrépila, como observado em ovos do dourado e
de outros Characiformes (RI1ZZO & BAZZOLI, 1993), constituindo um arranjo especializado
para facilitar as trocas metabdlicas durante a embriogénese. No polo vegetativo, ovos
adesivos de algumas espécies de peixes Characiformes apresentam estruturas especializadas
para fixacdo do ovo a diferentes tipos de substrato, enquanto que em ovos livres, como os de
Salminus e Brycon, observam-se 0s poros-canais da zona radiata na superficie ovocitaria ou
fina rede fibrilar recobrindo a zona radiata. Esses arranjos da superficie ovocitaria constituem
os padrdes mais simples de organizacdo estrutural da superficie de ovos de peixes que sdo
relacionados a desovadores pelagicos, que espalham ovos sem cuidado parental, sendo

ancestrais na evolucao de peixes (R1ZZO et al., 2002).
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ESPERMATOGENESE

Como na maioria dos Characiformes, a espermatogénese de S. franciscanus € um
processo continuo que ocorre em estruturas funcionais, os espermatocistos, localizados no
interior dos tabulos seminiferos, sendo dividida em trés principais fases: mitética ou
espermatogonial, meiodtica ou espermatocitaria, e espermiogénica, quando as espermatides
sofrem progressivas mudangas no nucleo e citoplasma culminando com a formacdo dos
espermatozoides (SCHULZ & MIURA, 2002; SCHULZ et al., 2010). A espermatogonia tipo
A indiferenciada apresenta-se em cisto como célula Unica, com grande nlcleo e nucléolo
evidente; espermatogdnia tipo A diferenciada, principalmente em pares, com nucleo
arredondado e nucléolo evidente; espermatogonia tipo B, a partir de quatro por cisto, nucleo
reduzido com cromatina em regides esparsas e nucléolo; espermatdcitos primarios, nucleo
ovoide com cromatina organizada em diferentes fases da divisdo meidtica; espermatdcitos
secundarios, nucleo arredondado com volume reduzido e cromatina densa; espermatides,
altamente compactadas com cromatina em diferentes fases de compactacdo; espermatozoides,
cabeca arredondada com cromatina extremamente condensada e em grumos. O processo de
proliferacdo, reducgdo citoplasmatica e compactacdo da cromatina observados neste estudo
corroboram o trabalho de DOMINGOS et al. (2012) com Prochilodus argenteus.

A espermatogénese de S. franciscanus é do tipo cistica (VERISSIMO-SILVEIRA et
al., 2006), com espermatogodnias distribuidas ao longo de todo o comprimento dos testiculos,
tipo irrestrito, seguindo o padrdo descrito para outros caracideos, como Galeocharax knerii
(MAGALHAES et al., 2004), A. bimaculatus, Astyanax fasciatus, Bryconops affinis
(MARTINS et al.,, 2012), B. orthotaenia (GONCALVES et al., 2006) e P. argenteus
(DOMINGOS et al., 2012). A secrecédo aciddfila detectada no lume dos tdbulos seminiferos
de S. franciscanus é também observada em outros Characiformes, como os lambaris A.
bimaculatus e A. fasciatus (MARTINS et al., 2012) e B. orthotaenia (GONCALVES et al.,
2006), e pode ter importante funcdo energética para os espermatozoides.

Durante 0 processo espermatogénico, a partir da diferenciacdo das espermatogonias,
durante a fase de meiose até a espermiogénese, as células da linhagem germinativa passam
por intensas mudancas estruturais incluindo a reducdo citoplasmatica e nuclear
(MAGALHAES et al., 2004), como evidenciada pela morfologia e ultraestrutura em S.
franciscanus no presente estudo.

A ultraestrutura das células espermatogénicas de S. franciscanus revelou detalhes

principalmente do padrdo de condensagdo da cromatina ao longo do processo
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espermatogénico até a formacdo dos espermatozoides, das caracteristicas citoplasmaticas e
das caracteristicas das fases de desenvolvimento testicular, sendo relevantes os estudos que
lancam mao dessas técnicas, incluindo estudos filogenéticos (QUAGIO-GRASSIOTTO,
2001b). Durante a espermiogénese, S. franciscanus apresenta nucleo arredondado com
cromatina condensada irregularmente que tende a se condensar mais e formar fibras mais
espessas até a formacdo dos espermatozoides. Ao mesmo tempo, anéis membranosos
concéntricos (varias camadas de membranas) envolvem a parte interna da membrana
plasmatica das espermatides. Segundo VERISSIMO-SILVEIRA et al. (2006), o nimero
desses anéis diminui ao passo que a espermiogénese avanga, sendo maiores na porcao inicial
do flagelo em espermétides iniciais e menores ao longo do canal citoplasmatico nas
espermatides tardias e nos espermatozoides. As caracteristicas ultraestruturais relacionadas
aos anéis membranosos concéntricos de S. franciscanus corroboram as encontradas por
VERISSIMO-SILVEIRA et al. (2006) para os géneros Salminus e Brycon, nio ocorrendo em
outros caracideos. O padrdo 9 + 2 do axonema estd de acordo com outras espécies de
tele6steos como Steindachnerina insculpta, Cyphocharax gillii, C. modestus, C. spilotus e
Potamorhina altamazonica (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003). O ndcleo dos
espermatozoides de S. franciscanus apresentou forma arredondada, assim como reportado
para outros caracideos como S. brasiliensis, B. microlepis, B. orbignyanus (VERISSIMO-
SILVEIRA et al., 2006) e H. malabaricus (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2001a).

ATIVIDADE REPRODUTIVA E MATURAGAO GONADAL

No presente estudo, peixes em repouso foram capturados em todas as amostragens,
enquanto a maior frequéncia de fémeas em maturacdo e desova ocorreram entre outubro e
janeiro, e 0s machos entre agosto e marco, sugerindo que a atividade testicular é continua e
mais prolongada do que em fémeas, podendo otimizar a producdo de ovos fertilizados e
garantir o sucesso reprodutivo da espécie (SCHULZ et al., 2010). No periodo pds-desova
(fevereiro a maio), ocorreu a regressdo dos foliculos pos-ovulatérios e atrésicos, para 0s
ovarios retornarem a fase de repouso e iniciar um novo ciclo reprodutivo. Foliculos pos-
ovulatérios sdo biomarcadores histoldgicos da desova, enquanto a taxa elevada de atresia
folicular é caracteristica de ambientes impactados (PRADO, 2009). Semelhante ao que ocorre
em outras espécies, as células foliculares entram em hipertrofia nos foliculos pés-ovulatérios

precedendo a morte celular por apoptose, que é responsavel pela eliminacdo dessas celulas
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durante a regressdo folicular (SANTOS et al., 2005, 2008; THOME et al., 2010). Na atresia
folicular, a hipertrofia das células foliculares € mantida enquanto estas células estdo
envolvidas na fagocitose do vitelo, e o relacionamento entre autofagia e apoptose € critico na
regressao folicular (MORAIS et al., 2012).

Os valores de IGS de S. franciscanus acompanharam as variacGes sazonais da
maturagdo gonadal, com maiores valores no estadio 2 (maturacdo) e no bimestre
outubro/novembro, quando peixes em maturacdo foram frequentes. Os altos valores do IGS
de fémeas, quando comparados aos machos, refletem o alto investimento em reproducdo e
intensa atividade ovariana (LUBZENS et al., 2010). Os menores valores de 1GS ocorreram
em junho/julho e agosto/setembro, periodo de repouso. Os valores de K foram mais elevados
nos estadios 2 e 3, especialmente em fémeas, indicando acimulo de reservas energéticas para
a reproducdo (SATO et al., 2005; NORMANDO et al., 2009). Apo6s a desova/espermiacéo,
(fevereiro/margo), os valores de K foram mais baixos principalmente nas fémeas devido ao
consumo das reservas energéticas durante o periodo reprodutivo. Diferentemente das fémeas,
nos machos as variacbes do K foram pouco expressivas e ndo refletem as variacGes da
atividade reprodutiva, como tem sido reportado para outros caracideos (MAGALHAES et al.,
2004; CARVALHO et al., 2009; PRADO et al., 2011).

PROLIFERACAO E MORTE CELULAR E EXPRESSAO DE IGF1

A imunolocalizacdo de PCNA e IGF1, bem como a reacdo de TUNEL para células em
apoptose foram demonstradas neste trabalho em testiculos de S. franciscanus. As marcacdes
de PCNA e TUNEL ocorreram nas fases proliferativa e espermatocitaria da espermatogénese
tal como detectado em outras espécies (MIURA et al., 2002; DOMINGOS et al. 2012). O
PCNA é um fator essencial para a replicacdo do DNA, sendo sua imunorreatividade um
excelente marcador para avaliacdo da proliferacdo celular (SRIRAMAN et al., 2000; BELL &
DUTTA, 2002; GUERQUIN et al., 2010) enquanto a reacdo de TUNEL in situ tem sido
frequentemente utilizada para deteccdo da apoptose em diferentes tecidos (THOME et al.,
2012). Estrogenos e LH s&o relacionados com a manutengdo da expressdo de PCNA e
atividades de proliferacdo celular inclusive na espermatogénese (SCHULZ et al., 2010). De
acordo com SRIRAMAN et al. (2000), LH mantém os niveis de PCNA nas células de Leydig
bem como regula o sistema IGF1, sendo que a reducdo de PCNA faz com que as células de
Leydig percam a capacidade de proliferacdo. A imunolocalizacdo de PCNA principalmente
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em espermatogonias, espermatdcitos e células somaticas do testiculo de S. franciscanus
seguiu o padrdo descrito para o tele6steo Prochilodus argenteus, indicando a atividade
proliferativa na gonada, sendo um marcador til para avaliacdo da espermatogénese, inclusive
em condicgdes de impacto ambiental (DOMINGOS et al., 2012).

A apoptose € um tipo de morte celular programada que ocorre naturalmente, sendo
importante para manutengdo da homeostase tecidual, mas também ocorre em situagdes de
dano celular (GUIMARAES & LINDEN, 2004; KRYSKO et al., 2008). O processo é
conservado na evolucdo de vertebrados, sendo uma ferramenta Gtil para deteccdo de impacto
ambiental em teledsteos (MIRANDA et al., 1999). A apoptose apresenta papel importante no
desenvolvimento de tecidos e 6rgdos dos metazoarios (DRUMMOND et al., 2000), atuando
tanto no desenvolvimento quanto na regressao folicular ap6s a desova (BLAZER, 2002;
THOME et al., 2012) e espermatogénese (DOMINGOS et al., 2012). Durante a
espermatogénese de S. franciscanus, as marcagdes TUNEL-positivas ocorreram
principalmente em espermatogbnias e espermatdcitos, indicando que até a fase meidtica
ocorrem momentos criticos para a eliminacdo de células defeituosas. Na fase espermiogénica,
a apoptose é menos evidenciada, como também se observou no presente estudo.

Nos processos de proliferagcdo e morte celular, o sistema IGF interfere direta ou
indiretamente na regulacdo das células que devem ou ndo sobreviver, crescer, dividir ou
morrer (PERROT et al., 2000; REINECKE, 2010). O sistema IGF inclui peptideos
identificados em vérios vertebrados, tais como IGF1, IGF2 e IGF3. Em mamiferos, o
envolvimento do sistema IGF tem sido descrito na fisiologia e maturacdo ovariana e testicular
(L1 et al., 2010). Dentre varios descritos, IGF1 consiste num polipeptideo de 7 kDa
(MORIYAMA et al., 1994) que se destaca como um fator essencial em varias espécies de
peixes, desempenhando funcGes como crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celular
(KAGAWA, 1995). A dltima funcdo tem sido sugerida pela atividade de mitogénese e
diferenciacdo bem como de inibicdo da apoptose (REINECKE, 2010). Nesse mesmo trabalho,
os receptores de IGF foram reportados para testiculos e ovarios de teledsteos como truta e
tilapia.

No presente estudo, foi obervada a imunolocalizagdo de IGF1 em diferentes fases de
desenvolvimento testicular de S. franciscanus, sendo a marcagdo esparsa no citoplasma das
células germinativas e somaticas. PERROT et al. (2000) observaram em Sparus aurata a
reacdo imuno-histoquimica para IGF1 principalmente ao redor dos cistos espermatogénicos,
em células de Sertoli como também em células intersticiais e em algumas espermatogdnias

tipo A, como observado no presente trabalho.
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O IGF1 atua estimulando de forma autocrina e parécrina a proliferacdo celular,
inibindo a apoptose e, dessa forma, atuando na regulacdo da espermatogénese, principalmente
nas fases espermatogonial e espermatocitaria. Sendo assim, IGF1 contribui para o balango
entre proliferacdo e morte celular. Novos estudos sdo necessarios para elucidar os
mecanismos pelos quais os diferentes tipos de IGFs mantém suas funcGes celulares em peixes
neotropicais, inclusive em fémeas, além se sua relagdo com horménios na reproducéo.

Em sintese, os resultados obtidos neste trabalho fornecem informacgbes sobre a
maturacdo gonadal, reproducdo e células germinativas do dourado S. franciscanus, sendo
esses dados importantes para auxiliar a implementacdo de programas de conservagdo desta
espécie nativa do rio Sdo Francisco, bem como de areas prioritarias incluindo a vegetacéo
ciliar e o curso do rio Abaeté; além de subsidios para as técnicas de reproducdo induzida e

cultivo desta espécie.
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CONCLUSOES

e O curto periodo de desova/espermiacdo (outubro a janeiro) associado as caracteristicas
histologicas dos ovarios desovados, ou seja, exibindo foliculos perinucleolares
associados a foliculos pos-ovulatorios e atrésicos, indicam que a espécie apresenta

desova total;

e As analises das frequéncias dos estadios de maturacdo gonadal, variagdes de IGS e K
associadas as caracteristicas morfolégicas das células germinativas indicam que S.
franciscanus reproduz-se no alto rio Sdo Francisco, no periodo de outubro a janeiro,

apresenta desova total, ovos livres e alta fecundidade;

e As reacdes imuno-histoquimicas em testiculos fornecem evidéncias do relacionamento
entre IGF1 e os processos de proliferacdo e apoptose na regulacdo da espermatogénese

de S. franciscanus;

e A presenca de um tributario ndo regulado, rio Abaeté, que apresenta condicdes
favoraveis a reproducdo de peixes migradores, pode ser responsavel pelo sucesso
reprodutivo do dourado S. franciscanus no rio S&o Francisco, a jusante da barragem

hidrelétrica de Trés Marias.
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