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RESUMO

Poucas espécies de peixes nativos com potencial para a piscicultura possuem tecnologia
de producéo totalmente desenvolvida e consolidada para as diferentes fases do cultivo.
O objetivo desse estudo foi analisar a gametogénese e maturacdo gonadal do pacama,
Lophiosilurus alexandri em condi¢bes de cultivo, relacionando 0s parametros
reprodutivos com as condicOes fisiologicas dos peixes. Para isso, exemplares adultos
(primeira geragdo filial de reprodutores selvagens) previamente acondicionados em
tanque com 10.000 L de agua a 23°C no Laboratério de Aquacultura da UFMG
(LAQUA) foram transferidos para tanque circular com 3.000 L de agua aquecida
artificialmente a 27°C. A amostragem dos peixes foi realizada em quatro periodos: a
primeira, antes do aquecimento da agua (grupo T1, agua a 23°C) e as trés subsequentes
com 20 e 40 (grupo T2) e 70 dias (grupo T3) apds aquecimento da agua a 27°C. Dois
casais de L. alexandri foram colocados em tanque de fundo de areia com &gua aquecida
a 27°C para verificar a formagdo de ninhos e ocorréncia de desova. Os parametros
fisico-quimicos da agua foram monitorados diariamente para garantir as condi¢des
ideais de cultivo. De cada exemplar foram obtidos os dados biométricos, os indicadores
fisiolégicos e parametros sanguineos dos peixes. Amostras de gbnadas e figado foram
coletadas para processamento histologico e imunoensaio de ELISA. A frequéncia de
fémeas em maturagdo foi maior no T3, onde foram encontrados os melhores parametros
reprodutivos: maior IGS, diametro dos foliculos vitelogénicos e altura das células
foliculares, que foram relacionados a elevadas concentra¢des séricas de 17p-estradiol e
niveis hepaticos de vitelogenina. Em contrapartida, no T1 houve alta frequéncia de
fémeas com ovarios em regressdo e alto indice de atresia folicular. A fecundidade
absoluta no T3 variou de 5.449,364 a 12.581,74 ovécitos por fémea. Os niveis séricos
de 17a-hidroxiprogesterona variaram discretamente entre os tempos de coleta,
elevando-se do T2 para o0 T3, onde as fémeas alcangaram a maturacdo final ovocitaria.
No entanto, ndo foram encontradas desovas no fundo dos tanques, sequer nos casais
mantidos em tanque com fundo de areia. Os niveis séricos de 11-ketotestosterona em
machos aumentaram consideravelmente ap6s o aquecimento da agua (T2 e T3), porém
0s parametros reprodutivos foram semelhantes nos trés grupos de amostragem. A
presenca de machos intersexo (11%) e, niveis hepaticos de vitelogenina e proteinas da
zona radiata semelhante aos das fémeas, sem uma aparente desorganizacdo da estrutura

testicular e da funcdo espermatogénica, alertam para a ocorréncia de desregulacdo



enddcrina nas condigdes do cultivo. Diferencas significativas em relagdo as variaveis
hematoldgicas e bioquimicas foram observadas com o aumento da temperatura (T2 e
T3), havendo aumento da glicose sanguinea e numero de eritrécitos tanto em fémeas
quanto em machos. Apesar das concentracdes séricas de cortisol ndo diferirem entre os
tempos de coleta em machos, em fémeas houve diferencas significativas entre os
tempos T2 e T3. Em conjunto, os resultados indicam que o aumento da temperatura da
agua estimula a gametogénese e maturacdo gonadal de L. alexandri em condigdes de
cultivo, sendo as fémeas mais sensiveis do que os machos as mudancas de temperatura.
Manutencdo dos peixes em baixas temperaturas da agua (23°C) induz atresia folicular
em ovarios, que pode reduzir o potencial reprodutivo da espécie em cativeiro. Os
parametros sanguineos analisados apresentaram variacGes fisioldgicas e podem ser

utilizados como indicadores de satde de L. alexandri mantidos em cativeiro.

Palavras-chave: Reproducgéo, esteroides sexuais, gametogénese, atresia folicular,

intersexo, hematologia, bioquimica sanguinea.



ABSTRACT

Few native fish species with potential for fish farming have fully developed and
consolidated production technology for the different stages of cultivation. The aim of
this study was to analyze the gametogenesis and gonadal maturation of the pacama,
Lophiosilurus alexandri under culture conditions, relating the reproductive parameters
with the physiological conditions of the fish. For this, adult specimens (first filial
generation of wild breeding) previously kept in a tank with 10,000 L of water at 23°C in
the Aquaculture Laboratory of the UFMG (LAQUA) were transferred to circular tank
with 3,000 L of artificially heated water at 27°C. Fish sampling was performed in four
periods: the first, before water heating (T1 group, water at 23°C) and the subsequent
three periods at 20 and 40 (T2 group) and 70 (T3 group) days after heating water at
27°C. Two couples were placed in a sand-bottom tank with water heated at 27°C in
order to verify the nest formation and spawning occurrence. The physico-chemical
parameters of the water were monitored daily to ensure optimum conditions of
cultivation. Biometric data, physiological indicators and blood parameters of the fish
were obtained from each specimen. Samples of gonads and liver were collected for
histological processing and ELISA. The frequency of maturing females was higher in
T3, where the best reproductive parameters were found: higher IGS, vitellogenic follicle
diameter and follicular cell height, which were associated with the higher serum
concentrations of 17p-estradiol and hepatic levels of vitellogenin. On the other hand,
there was a high frequency of females with regressing ovaries in T1 and a high index of
follicular atresia in ovaries. The absolute fecundity in T3 varied from 5,449.364 to
12,581.74 oocytes per female. Serum levels of 17a-hydroxyprogesterone varied
discretely between collection times, rising from T2 to T3, where females reached final
oocyte maturation. However, no spawning was found in the bottom of the tank, even
when couples were placed in sand-bottom tank. In males, serum levels of 11-
ketotestosterone increased considerably after water heating (T2 and T3), but
reproductive parameters were similar in all three sampling groups. The presence of
intersex males (11%) and levels of vitelogenin and proteins of the zona radiata similar
to that of the females, without an apparent disorganization of the testicular structure and
spermatogenesis, is a concern regarding the occurrence of endocrine dysregulation in
captive conditions. Significant differences in the hematological and biochemical

variables were observed in T2 and T3, with increased blood glucose and number of



erythrocytes in both male and female fish. Although seric concentrations of cortisol did
not differ amongst collection times in males, significant differences were observed in
females between times T2 and T3. Together, the results indicate that the increase in
water temperature stimulates the gametogenesis and gonadal maturation of L. alexandri
under culture conditions, with females being more sensitive than males to changes of
the temperature. Maintenance of fish at low water temperatures (23°C) induces
follicular atresia in ovaries, which may reduce the reproductive potential of the species
in captivity. The blood parameters presented physiological variations, which can be

used as health indicators for L. alexandri kept in captivity.

Key-words: Reproduction, sex steroids, gametogenesis, follicular atresia, intersex,

hematology, blood biochemistry.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade agropecuéria relacionada ao cultivo de organismos
cujo ciclo de vida se da total ou parcialmente em meio aquatico (Brasil, 2017). De
acordo com um levantamento de 2011, disponibilizado pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA), a producdo aquicola nacional nesse ano foi de aproximadamente
630 mil toneladas, com um incremento de 51,2% na producdo entre os anos de 2009 e
2011, o que evidencia o crescimento do setor no pais. A piscicultura de dgua doce
destaca-se como uma das atividades agropecudrias que mais cresceu recentemente no
Brasil, representando cerca de 87% da producéo total nacional em 2011 (Brasil, 2013).
Estes dados ilustram o promissor potencial do Brasil em atender a crescente demanda
mundial, e com os constantes investimentos no setor, pode ser responsavel pelo maior
aumento na producdo de pescado da América Latina na proxima década, cerca 104% até
2025, segundo dados da Organizacdo das NacOGes Unidas para Agricultura e
Alimentacéo (FAO, 2016).

Nesse contexto, a piscicultura brasileira podera ocupar um papel de destaque no
cenario mundial, uma vez que a pesca extrativista estd comprometida em funcéo da
reducdo dos estoques de pescado causada pela extracdo excessiva e alteracOes das
condi¢cdes ambientais para a reproducdo e desenvolvimento inicial dos peixes. Tais
alteracbes sdo ocasionadas por intervencdes antropicas que tém levado ao
desaparecimento de espécies de peixes de importancia econémica e ecoldgica, com
consequente reducdo da oferta de alimento (Ostrenskyet al., 2007). Embora a
aquicultura seja uma atividade considerada de baixo impacto ambiental pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente (Conama), alguns pontos merecem atencdo, como a
utilizacdo de espécies de peixes exoticas ou aloctones que podem causar impactos sobre
a biota. Segundo dados da FAO (2007), a aquicultura de &gua interiores tem sido a
grande responsavel pela introducdo de espécies exoticas e pela transferéncia de espécies
entre bacias hidrogréficas. Registros de introducdo de espécies em diferentes paises
mostram que a aquicultura contribuiu com 38,7% dessa introducdo (Ostrenskyet al.,
2007). Existem cerca de 40 espécies de peixes de agua doce com potencial para a
piscicultura no Brasil, no entanto, a tilapia, espécie de peixe originaria da Africa,
atualmente é a mais criada em cativeiro no Brasil, representando em 2011, 46,6% da

producdo nacional, e uma das mais criadas no mundo (Brasil, 2013; Kubitza 2013). O



principal estimulo para a producdo de tilapia e outras espécies exoticas, estd mais
relacionado a existéncia de uma cadeia produtiva estruturada e ao vasto
desenvolvimento tecnoldgico do que propriamente as caracteristicas das espécies
(Andrade & Yasui, 2003). Apesar da riqueza em recursos hidricos e da biodiversidade
nacional, poucas espécies nativas com grande potencial produtivo possuem tecnologia

de producéo totalmente desenvolvida e consolidada para as diferentes fases de cultivo.

1.1 Espécie estudada

A espécie Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876) pertence a ordem
Siluriformes e a familia Pseudopimelodidae (Fig. 1). Conhecida popularmente como
pacamd, pacamao ou niquim (Britski, 1986), endémica do rio Sdo Francisco, € espécie
sedentaria, tendo preferéncia por ambientes Iénticos. Bentonica e carnivora de habitos
noturnos, o pacama camufla-se na areia durante o dia e a noite caca suas presas através
de emboscada (Tendrio, 2003; Tendrio et al., 2006). Na natureza, seu periodo
reprodutivo estende-se de outubro a fevereiro, com mdltiplas desovas que sao
depositadas em ninhos construidos em substrato arenoso (Sato et al., 2003c; Barros et
al., 2007). Apresenta cuidado parental por parte do macho que se mantém apoiado sobre
o ninho (Sato et al., 2003c; Avila, 2006; Tenorio et al., 2006). Seus ovos sdo adesivos,
demersais, com altos valores de diametro e apresenta baixa fecundidade (Rizzo et al.,
2002; Sato et al., 2003b; Sato et al., 2003c; Shibatta, 2003).

Figura 1. Exemplar de pacamd, L. alexandri.

Fonte: arquivo pessoal. Barra de escala = 4 cm.



Em relacdo a morfologia externa, apresenta cabeca e corpo muito achatados, olhos
muito pequenos, mandibula prognata com os dentes expostos quando a boca encontra-se
fechada (Britski et al., 1986). Em geral, fémeas sdo maiores que 0s machos,
apresentando uma coloracdo castanha, com pontuacdes castanho-escuras sobre o dorso e
nos flancos, enquanto os machos sdo de porte menor e apresentam uma coloracao
castanho-amarelada quase sem pontuacgdes, entretanto esse dimorfismo sexual nem
sempre € evidente (Tendrio, 2003; Luz et al., 2011; Lopes, 2013). O pacamd pode
atingir 70 cm de comprimento total e 8 kg de peso corporal e tecnologia para a desova
induzida por hipofisacdo foi desenvolvida com sucesso, e mais de 80% das fémeas
responderam positivamente a inducdo hormonal (Santos et al.,, 2013), entretanto
tecnologias de producdo em cativeiro séo ainda incipientes.

1.2 Gametogénese e maturacédo gonadal

O ciclo reprodutivo de peixes envolve duas fases, a gametogénese (espermatogénese
e vitelogénese) e a maturacdo (espermiacdo e maturacdo dos ovdcitos), ambas
controladas por uma cascata de horménios do eixo hipotalamo-hipofise-génada (HHG)
(Mylonas et al., 2010). Fatores abidticos podem interferir na biologia da reproducéo,
desencadeando a maturacdo gonadal. Esses estimulos sdo captados pelos 6rgdos dos
sentidos, convertidos em sinais eletroquimicos no cérebro e transmitidos ao hipotalamo,
estimulando a producao do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). Este, por sua
vez, induz a hipdfise a liberar as gonadotrofinas, horménio foliculo estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH), que estimulam a producéo de esteroides sexuais gonadais,
regulando e desencadeando o desenvolvimento e maturacdo dos gametas (Nagahama,
1994; Kumakura et al., 2003). Os perfis de esteroides sexuais sdo parametros
importantes para a piscicultura, tendo sido abordados em algumas espécies de peixes
neotropicais em condicdes de cultivo (Gazola & Borella, 1997; Barcellos et al., 2001,
2002; Arantes et al., 2010, 2011). Conhecimento do controle da gametogénese é
importante na manipulacdo da reproducdo, uma vez que 0s hormonios do eixo HHG e
seus analogos sdo geralmente utilizados para induzir a reproducdo de peixes em

cativeiro (Mylonas et al., 2010).



Nos machos, a gametogénese € dividida em trés fases distintas: 1) fase mitética ou
espermatogonial, que € caracterizada pela proliferacdo e auto-renovacdo das
espermatogonias; 2) fase meidtica com espermatocitos primarios e secundarios e, 3)
fase espermiogénica, onde espermatides originam espermatozoides, que Sao
posteriormente liberados no Iimen dos tubulos seminiferos (Schulz et al., 2010). O FSH
induz a célula de Leydig a transformar o colesterol em pregnenolona, que
posteriormente serd convertida em testosterona (T) e 11-ketotestosterona (11-KT), o
principal androgeno em teleosteos. A T, e em especial a 11-KT, sdo responsaveis pela
maturacdo testicular, atuando na divisdo das espermatogénias, formacdo de cistos de
espermatdcitos e inicio da liberacdo de espermatozoides no lume dos tabulos
seminiferos (Schulz et al., 2010). O FSH também estimula a conversdo de T atraves da
enzima P450-aromatase em 17-B-estradiol (17B-E), responsavel pela proliferacdo e
auto-renovacdo de espermatogdnias e pela diferenciacdo das células germinativas
(Schulz & Miura, 2002; Miura et al., 2006), além de induzir a proliferacdo de células de
Sertoli em testiculos espermiados (Chaves-Pozo et al., 2007). Durante a maturacao das
células germinativas, altos niveis de T ¢ 17B-E inibem a liberacdo do FSH pela hipofise.
O LH, mais ativo nas fases mais tardias da espermatogénese, estimula as células de
Leydig a produzirem 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), a qual é convertida em 17a-
20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP), responsavel pela diferenciacdo e maturagdo dos

espermatozoides (Yamada et al., 2002).

Nas fémeas, as ovogonias dividem por mitose, diferenciam em ovocitos e estes
entram em meiose. O desenvolvimento do foliculo ovariano pode ser dividido em dois
estagios principais, o crescimento primario independente de gonadotrofinas e o
crescimento secundario dependente de gonadotrofina (Tyler & Sumpter, 1996; Patifio &
Sullivan, 2002). O crescimento primario abrange 0s estagios cromatina-nucléolo e
perinucleolar e estd intimamente ligado ao desenvolvimento das camadas de células
foliculares em torno do ovocito. As vesiculas corticais sdo sintetizadas anteriormente ou
concomitante ao inicio da endocitose de lipideos e vitelogenina (Lubzens et al., 2010).
A medida que o ovdcito cresce, as vesiculas corticais aumentam em ndmero e tamanho,
enchendo o citoplasma e, eventualmente sdo deslocadas para a periferia durante os
estagios finais de desenvolvimento, devido ao acumulo centripeto de proteinas
vitelogénicas (Lubzens et al., 2010). Na fase vitelogénica ou de crescimento secundario,

0 FSH estimula as células da teca a sintetizarem T a partir de colesterol, que €



transportada para a granulosa e convertida em 17p-E (Mylonas et al., 2010). No figado,
17B-E induz a sintese de vitelogenina (Vtg), uma glicofosfolipoproteina de alto peso
molecular (250-600 kDa), e proteinas da zona radiata (Zrps) que formam o envelope
acelular do ovocito. Estas proteinas sdo captadas pelos foliculos ovarianos em
crescimento por endocitose mediada por receptores especificos (Wootton & Smith,
2015). A queda do FSH é acompanhada pelo aumento do LH, que induz a producao de
17a-OHP pelas células da teca, sendo posteriormente convertido no horménio indutor
da maturacdo final, DHP, que vai entdo promover a maturacdo ovocitaria final,
caracterizada pela migracdo da vesicula germinativa em direcdo a micrépila
(Nagahama, 1994; Nagahama & Yamashita, 2008).

A vitelogénese € um processo chave para o sucesso da reproducdo e producdo de
proles saudaveis na aquicultura. Ovdcitos vitelogénicos apresentam lipideos e proteinas
vitelinicas que proverdo energia para o embrido durante a embriogénese e a larva por
algum tempo apds a eclosdo (Murzina, 2012). As Zrps que formam o envelope acelular
dos ovdcitos possuem muitas fungdes diferentes, tais como absor¢do de nutrientes,
protecdo do ovocito em crescimento até o momento da eclosdo, ligacdo espécie-
especifica do espermatozoide, orientagdo do esperma até a micrépila e propriedades
bactericidas (Modig et al., 2007). A Vtg e as Zrps sdo normalmente encontradas no
sangue de fémeas, enquanto nos machos os niveis plasmaticos dessas proteinas sdo
muito baixos ou inexistentes. Porém, a sintese e secrecdo de Vtg e Zrps podem ser
induzidas em figados de peixes machos expostos a estrogenos ambientais (Kime et al.,
1999; Prado et al., 2011; Prado et al., 2014; Weber et al., 2017). Apesar de existirem
dados em condicBes de impacto ambiental, informac6es sobre niveis de Vtg e Zrps em

peixes nativos sao incipientes e ndo foram relatados para o pacama.

1.3 Regresséo folicular

Apbés a desova, ovarios de peixes apresentam foliculos perinucleolares,
vitelogénicos em processo de atresia e foliculos pds-ovulatorios (FPOs). Essas
estruturas involuem progressivamente durante a regressao ovariana para que se inicie
um novo ciclo reprodutivo, retornando a fase de repouso. Os FPOs sdo remanescentes
dos foliculos vitelogénicos ovulados, constituidos por células foliculares e célula

micropilar, apoiadas em uma membrana basal e teca conjuntiva circundando o lume



folicular e regridem rapidamente (7 a 10 dias ap0s desova), sem deixar marcas nos
ovarios (Drummond et al., 2000; Bazzoli, 2003; Grier et al., 2007; Santos et al., 2008;
Thomé et al., 2012; Melo et al., 2015). Diferentemente do corpo liteo encontrado em
ovarios de mamiferos, os FPOs ndo apresentam atividade hormonal (Selman & Wallace,
1989).

A atresia folicular € um processo natural em ovarios de vertebrados que culmina
com a reabsorcao do ovocito e é importante no controle da fecundidade de uma espécie
de peixe (Guraya, 1986). Atresia é mais frequente em foliculos vitelogénicos residuais
po6s-desova, mas pode ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento ovariano (Miranda
et al. 1999; Shanbhag & Saidapur, 1996). Durante atresia folicular ocorre fragmentacgéo
do envoltério nuclear com a liberacdo do material genético, alteracGes das organelas
citoplasmaticas, liquefacao do vitelo, formacéo de fendas na zona pelucida, hipertrofia
das células foliculares para reabsorcdo do vitelo culminando com apoptose das células
foliculares e formacao de cicatriz de tecido conjuntivo, que pode acumular pigmentos
castanho-amarelados (corpos amarelos) associados a vasos sanguineos e fibras
conjuntivas (Miranda et al. 1999, Santos et al., 2005, 2008; Lubzens et al., 2010). A
regressdo dos ovarios ndo desovados € um processo prolongado, variando de quatro a
sete meses, dependendo da espécie e condicao de estocagem dos peixes (Miranda et al.,
1999). Este processo pode ser causado por varios fatores, tais como alteracbes
hormonais, luz e temperatura inadequados, jejum, confinamento, entre outros fatores
(Nagahama, 1983). Altos indices de atresia reduzem a fecundidade de uma espécie e
podem acarretar problemas na desova (Arantes et al., 2010, 2011).

1.4 Parametros sanguineos e estresse

O sangue é um tecido conjuntivo de propriedades especiais, possui matriz
extracelular liquida, com constituicdo de 90% de agua, 7% de proteinas, além de
compostos metabdlitos como hormdnios, enzimas e eletrolitos variados (Ranzani-Paiva
et al., 2013). A porcédo figurada do sangue € representada por eritrocitos, leucocitos e
trombacitos cuja origem, desenvolvimento e funcdo ndo sdo conhecidos por completo
nos peixes (Tavares-Dias & Moraes, 2004). Disturbios hematoldgicos que surgem com
a evolucdo dos processos patoldgicos sdo imprescindiveis para o estudo da patogenia

das enfermidades que acometem 0s peixes, ja que a ocorréncia de determinados



distdrbios indicam a resposta do organismo a injuria (Satake et al., 2009). A resposta
imunologica dos peixes pode sofrer os efeitos diretos do estresse agudo ou cronico,
causados por agentes agressores, levando a uma significativa reducdo na sua resisténcia

a doencas (Barton & lwama, 1991; Barcellos et al., 2004).

O estresse ¢ uma condi¢do na qual a homeostase ¢ ameacada ou perturbada por
acdo de estimulos intrinsecos ou extrinsecos definidos como estressores, que podem ser
fisicos, quimicos ou bioldgicos (Bonga, 1997). E um fendmeno comum na atividade de
criagdo, sendo o sucesso da piscicultura dependente da manutencdo de condicdes
adequadas de salde e bem estar dos individuos que sO sdo possiveis quando a
homeostase bioldgica € preservada (Urbinati et al., 2015). De acordo com Selye (1985)
0 estresse pode ser dividido em duas fases: eustresse e distresse. O eustresse ocorre
como uma resposta do organismo em situacdes que provoquem mudancgas fisioldgicas
que otimizam seu desempenho bioldgico, como o exercicio. O distresse ocorre quando
determinado fator promove alteracBes fisioldégicas em que um organismo pode
comprometer sua integridade. A resposta ao estresse em peixes tem sido amplamente
categorizada em respostas primaria, secundaria e terciaria. As primarias iniciam
imediatamente ap06s a presenga do estressor, em nivel neuroenddcrino; as secundarias
sdo resultantes da acdo neuroenddcrina e envolvem muitos Orgdos e tecidos e as
terciarias sdo caracterizadas pela perda da capacidade adaptativa e exaustdo dos
sistemas biologicos (Barton & lwama, 1991; Bonga, 1997; Iwama et al., 1999; Urbinati
etal., 2014).

As respostas primarias ao estresse (estresse agudo) em peixes envolvem dois
componentes distintos, o sistema simpatico-cromafim e o eixo hipotalamo-hipé&fise-
interrenal (HHI), embora o sistema esteja sob influéncia de inimeros outros horménios
(Urbinati et al., 2014). No primeiro componente, 0 sistema nervoso simpatico, ativado
em segundos apos percepcao da presenca do estressor, atua sobre as células cromafins
do rim cefélico que secretam as catecolaminas (CAs), adrenalina e noradrenalina. No
segundo componente (HHI), os sinais do estressor ativam nucleos do hipotalamo, que
secretam o hormonio liberador de corticotrofina (CRH), induzindo a producdo de
corticotropina (ACTH) pela hipéfise. A ACTH por sua vez, estimula as células
interrenais também no rim cefélico, a produzirem glicocorticoides, especiamente 0

cortisol, horménio periférico que atuard na organizacdo das respostas adaptativas



secundarias de ajuste homeostatico nos 6rgaos e tecidos (Bonga, 1997; Urbinati et al.,
2014). A localizacdo proxima das células cromafins e tecido interrenal sugere uma
relacdo paracrina entre as catecolaminas e o cortisol (Reid et al., 1996).

As respostas secundarias ocorrem em consequéncia da liberacdo dos horménios do
estresse durante a resposta priméaria (Barton & Iwama 1991). A hiperglicemia
relacionada ao estresse relatada em muitas espécies de teledsteos é mediada
principalmente pelos efeitos das CAs que elevam a glicogenolise hepatica. Além disso,
as CAs modulam as funcdes cardiovascular e respiratoria (Reid et al., 1998). O cortisol
liberado através da ativacdo do eixo HHI atua na manutencdo dos niveis sanguineos
elevados de glicose e recuperagdo do glicogénio hepatico e no balanco hidromineral

tendo tanto acdo glicocorticoide, quanto mineralocorticoide (Urbinati et al., 2014).

A medida que o estimulo estressor permanece sobre o animal a resposta terciaria se
instala (estresse cronico). A manutencdo da secre¢cdo aumentada do hormonio do
estresse, o cortisol, promove uma redistribuicdo de energia para funcGes prioritarias de
sobrevivéncia, o que afeta o animal como um todo, prejudicando seu desempenho
bioldgico, seu padrdo comportamental, e as fungGes normais do sistema imunoldgico
que facilitam a infestacdo dos peixes por patdgenos. Estressores de natureza cronica
levam o organismo ao comprometimento dos estoques energéticos, perda de apetite,
reducdo da capacidade adaptativa e falhas reprodutivas e imunoldgicas (Bonga, 1997;
Urbitinati et al., 2015).

Neste contexto, as variaveis hematologicas e bioguimicas sdo de grande valia para a
piscicultura, pois podem ser utilizadas como indicadores bioldégicos no monitoramento
da saude dos peixes e do ambiente ao qual estdo expostos. Além disso, as andlises de
metabdlitos de alta influéncia estressora como colesterol e glicose podem ser utilizadas
em conjunto com as analises quantitativas de células sanguineas a fim de avaliar o
estado clinico e produtivo do animal, além de constituirem ferramentas rapidas na
identificacdo do estresse, principalmente quando em cativeiro, onde as infecgdes por
parasitos sdo inevitaveis e muitas vezes devastadoras (Bonga, 1997). Estas informacdes
podem ser valiosas para a padronizacdo das condicdes ideais para o cultivo (Dias et al.,
2009).



2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Muitas especies de peixes nativas brasileiras apresentam caracteristicas de grande
interesse para a piscicultura, porém necessitam ser mais estudadas. A piscicultura com
espécies nativas possui a vantagem de ser mais segura, oferecendo riscos menores ao
ecossistema. Apesar de ter sido pioneiro nos trabalhos de reproducgéo induzida (lhering
& Azevedo, 1934) e muitos trabalhos terem sido desenvolvidos com diversos géneros,
poucos peixes nativos de valor comercial no Brasil, possuem estudos conclusivos em
vistas de atrairem investimentos que assegurem confiabilidade para a sua efetiva
insercdo. Tais estudos necessitam ser priorizados, pois muitas espécies nativas que
apresentam grande representatividade na economia pesqueira de aguas interiores

brasileiras encontram-se ameacadas de extin¢do (Tendrio, 2003, Costa et al., 2015).

O rio Séo Francisco possui 244 espécies de peixes de agua doce com alto grau de
endemismo (Melo et al., 2016a) que encontram-se ameacadas pela polui¢do industrial,
doméstica e agricola, desmatamento das matas ciliares, garimpo, extrativismo mineral,
pesca predatdria, destruicdo de varzeas e lagoas marginais, introducdo de espécies
exoticas e aléctones e instalacdo de grandes empreendimentos como barreiras de usinas
hidrelétricas (Sato & Godinho, 1999; Godinho & Godinho, 2003). Os barramentos de
rios, por exemplo, afetam negativamente a reproducdo tanto de espécies de peixes
reofilicas como o curimata (Prochilodus argenteus) e o dourado (Salminus brasiliensis),
quanto sedentarias como o pacama (Lophiosilurus alexandri), que por ser espécie de
habito bentbnico fica impossibilitada de ocupar seu habitat devido as grandes
profundidades geradas pelos represamentos (Tendrio, 2003; Arantes et al., 2010; Freitas
et al., 2013). Em funcdo destas intervencdes, as populacbes selvagens de pacama
decairam sensivelmente e atualmente estdo vulneraveis a extincdo (MMA, 2014). Vérias
empresas atuam na manutencdo e revitalizagdo da ictiofauna no rio S&o Francisco, a
exemplo da Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Sdo Francisco e do Parnaiba
(Codevasf), Centro de Referéncia em Aquicultura e Recursos Pesqueiros do Séo
Francisco (Ceraqua-SF) e através da Estacdo de Piscicultura de Paulo Afonso (EPPA)
pertencente a Companhia Hidro Elétrica do S&o Francisco (Chesf), onde o pacama esta
inserido no programa de peixamento desde o ano de 1995 (Tendrio, 2003; Luz et al.,
2011; Lopes et al., 2013).
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Dentre as espécies de agua doce, 0s bagres sdo muito apreciados e, em sua maioria,
apresentam excelente desempenho zootécnico (Cielo, 2000). Dentre eles, destaca-se o
pacama L. alexandri, espécie que possui grande potencial zootécnico, pois apresenta
alto valor de mercado devido a carne saborosa, avermelhada, livre de espinhos
intramusculares, sendo bastante apreciada pelo consumidor, além de ser uma espécie de
facil manejo, resistente a doencas (Tendrio, 2003; Luz & Santos, 2008b) e com
rendimento de carcaga em torno de 84% (Meurer et al., 2010). Dentre os trabalhos
realizados com essa especie em cativeiro, destacam-se aqueles relacionados a
ontogénese larval (Guimaraes-Cruz et al., 2014), larvicultura e alevinagem (Cardoso et
al., 1996; Luz & Santos 2008a,b; Santos & Luz, 2009; Pedreira et al., 2009; Luz et al.,
2011; Martins et al., 2014) e nutricdo (Melillo Filho et al., 2014; Takata et al., 2014;
Kitagawa et al., 2015). No tocante a biologia reprodutiva, poucos estudos foram
realizados: 1) inducdo da desova por hipofisacdo (Santos et al., 2013), 2) parametros
reprodutivos em condi¢Oes naturais (Barros et al., 2007) e 3) capacidade reprodutiva de
pacamads selvagens submetidos ao regime de cativeiro (Costa et al., 2015).

Como demonstrado, poucas informacdes foram publicadas sobre parametros
reprodutivos e de salde desta espécie, tanto em ambiente natural, quanto em cativeiro,
sendo as tecnologias para a sua producdo ainda incipientes. Deste modo, considerando a
importancia social, econdmica e ecologica desta espécie para 0S programas de
propagacdo da espécie em ambiente natural e para o cultivo comercial visando o
aumento da producdo de peixes nativos cultivados, pretende-se com essa dissertacao,
adicionar novos conhecimentos acerca dos parametros reprodutivos relacionados a
gametogénese e maturacdo gonadal, e pardmetros sanguineos associados ao

monitoramento da salde desta espécie em condicBes de cativeiro.
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2.1 Objetivo geral

Analisar a gametogénese e maturacdo gonadal do pacamé Lophiosilurus alexandri
em condi¢BGes de cultivo, relacionando parametros reprodutivos com as condigdes

fisioldgicas dos peixes.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os principais indicadores fisiolgicos e reprodutivos de cada exemplar;

e Quantificar a foliculogénese e a espermatogénese;

e Determinar niveis de vitelogenina (Vtg) e proteinas da zona radiata (Zrps) em
amostras de figado de machos e fémeas através de ensaio ELISA, relacionando-os
com a maturagdo gonadal;

e Determinar os niveis plasméaticos de esteroides sexuais, relacionando-os com a
gametogénese e maturacdo gonadal,

e Avaliar alteracBes hematoldgicas e bioquimicas;

e Analisar a nivel ultraestrutural as células das linhagens ovogeénica;

e Determinar a fecundidade de fémeas maduras em cativeiro.
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostragem dos peixes e indices bioldgicos

O experimento foi conduzido nas instalagdes do Laboratorio de Aquacultura
(LAQUA) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais no
periodo de abril a junho de 2015. O plantel de reprodutores utilizado compunha-se de
espécimes adultos de Lophiosilurus alexandri, primeira geracdo filial de progenitores

selvagens submetidos a reproducao artificial em laboratério, realizada no ano de 2009.

Exemplares de L. alexandri previamente acondicionados em tanque com 10.000 L
de agua a 23°C (tanque 1) (Fig. 2A) foram transferidos e mantidos em um tanque
circular com 3.000 L de agua aquecida artificialmente & 27°C (tanque 2) (Fig. 2B), com
o0 propdsito de induzir a atividade reprodutiva. A temperatura estabilizou-se a 27°C com
cerca de uma semana. Ambos 0s tanques possuiam revestimento de geomembrana.
Foram utilizados 55 peixes para o estudo e a sexagem foi feita através da andlise
comparativa das papilas genitais utilizando uma céanula para confirmar a identificacdo
das fémeas, totalizando 27 machos e 28 fémeas (Lopes et al., 2013). A alimentagéo dos
peixes foi realizada diariamente no periodo da tarde, até a saciedade aparente e consistiu
em uma dieta extrusada comercial (40% de proteina bruta), o remanescente era

recolhido 30 minutos apos a alimentacdo. O fotoperiodo foi mantido em 10 horas de luz.

O controle da qualidade da agua foi realizado através da sifonagem de residuos,
renovacdo semanal da dgua do tanque (50% do volume total) e através da instalacédo de
um difusor de ar. A agua foi mantida aquecida a temperatura ideal com a utilizacdo de
termostatos. Os parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados diariamente
para que estivessem nos niveis adequados para o cultivo, através uma sonda
multiparametro (Horiba U-51) (média + DP — temperatura: 27,13 + 0,76 °C, amplitude:
26,11-28,23 °C; oxigénio dissolvido 7,58 + 1,13 mg/L, amplitude 6,06-10,13 mg/L; pH:
7,13 £ 0,25, amplitude 6,58-7,53; condutividade elétrica: 0,20 + 0,004 mS/cm,
amplitude 0,19-0,21 mS/cm; solidos dissolvidos totais: 0,13 + 0,003 g/L, amplitude
0,12-0,13 g/L). As concentragcdes de amonia total foram aferidas através do kit da

Labcontest e permaneceram abaixo de 1,0 mg/L.
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Foram realizadas quatro amostragens durante o experimento, que teve a duragéo
total de 70 dias. A primeira, Tempo 1 (T1) = dia 0, agua a 23°C, foi realizada
anteriormente a transferéncia dos peixes para 0 tanque com agua aquecida e as
subsequentes apos transferéncia para o tanque com agua aquecida (T2 e T3). Tempo 2,
(T2) =20 e 40 dias, aguaa 27°C e Tempo 3 (T3) = 70 dias, agua a 27°C. Os tempos de
20 e 40 dias foram agrupados para expressar melhor os resultados obtidos (T2). Dois
casais de L. alexandri dos 55 peixes foram colocados em tanque de fundo de areia com
agua aquecida a 27°C para verificar a formagdo de ninhos e eventos de desova. O
monitoramento dos tanques foi realizado diariamente e 0 comportamento dos peixes foi

observado em toda a extensdo, para verificar a ocorréncia de desovas.

Para a coleta de amostras dos tecidos, os peixes foram eutanasiados em solucdo de
eugenol 285 mg/L. A manipulagdo dos peixes foi realizada seguindo os principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com 0s
devidos cuidados para evitar o sofrimento do animal e o projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica e Uso de Animais da UFMG (protocolo CEUA 396/2012).

Os seguintes dados biométricos e indicadores fisiologicos e reprodutivos foram
obtidos de cada peixe: comprimento total (CT), peso corporal (PC), peso das gdnadas
(PG), peso do figado (PF), peso do estbmago (PE). A partir destes dados foram
calculados os indices: gonadossomatico (IGS = 100 x PG/PC), hepatossomatico (IHS =
100 x PF/PC), de replecdo estomacal (IRE = 100 x PE/PC) e o fator de condigdo de
Fulton (K = 100 X PC/CT®). Amostras de sangue, gonada, figado e estdmago foram

coletadas para andlises dos parametros reprodutivos e condicao de satde dos peixes.
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Figura 2. Tanques utilizados para acondicionamento dos exemplares de L. alexandri do

presente estudo. A) Tanque 1: tanque retangular com capacidade de 10.000 L. B)

Tanque 2: tanque circular com capacidade de 3.000 L. Fonte: arquivo pessoal.
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3.2 Hematologia e bioquimica sanguinea

Amostras de 3,0 a 5,0 mL de sangue de machos e fémeas foram coletadas com
seringas ndo heparinizadas mediante a puncdo da artéria caudal. Os niveis de glicose
sanguinea (mg/dL) foram aferidos através de um dispositivo eletronico (Accu-Chek
Active; Roche Diagnosis®) e checados em amostras de soro por meio do perfil
bioquimico utilizando um aparelho automético (Cobas-Mira Plus). Das amostras
coletadas foram determinados valores de hematdcrito, a partir de tubos capilares
preenchidos com aproximadamente 2/3 de sangue previamente homogeneizado e
centrifugado durante 10 min a 10.000 rpm. A leitura foi realizada de acordo com a
técnica do microhematdcrito, validada por Goldenfarb et al. (1971). A determinacgdo de
proteina plasmatica total (PPT) foi realizada por meio da técnica de refratometria (Jain,
1986). Para as contagens de eritrécitos e leucocitos o sangue foi previamente diluido em
solucdo Dacie e as células posteriormente contadas manualmente em hemocitémetro

(Camara de Neubauer) até 24 horas ap0s a coleta sanguinea.
3.3 Niveis hormonais

Aliquotas das amostras de sangue coletadas foram transferidas para tubos de ensaio
e centrifugadas por 5 min (1.000 rpm por 1 min e 3.000 rpm por 4 min) para a separagdo
da fracdo liquida. FracBes de aproximadamente 200 pL de soro foram congeladas a -
80°C para posterior analise. As concentracdes séricas dos hormoénios foram
determinadas através de Kkits comerciais de ensaio de ELISA, método competitivo,
seguindo o protocolo do fabricante: 17p-estradiol (Estradiol ELISA Kit Item Ne 582251
Cayman Chemical Company) e 17a-hidroxiprogesterona (DRG® 17-a-OH
Progesterone ELISA EIA-1292) em fémeas, 11-ketotestosterona (11-keto Testosterone
ELISA Kit ltem Ne 582751 Cayman Chemical Company) em machos e Cortisol (DRG®
Cortisol ELISA EIA-1887) em machos e fémeas. A sensibilidade dos ensaios foi de 15
pg/mL (17B-E); 0.034 ng/mL (17a-OHP) e 1.3 pg/mL (11-KT). A reatividade cruzada
dos ensaios foi inferior a < 14.5% (17B-E e outros estrogenos); < 1.4% (17a-OHP e

outros estroégenos); < 3% (11-KT e outros andrégenos).


https://www.accu-chek.com.br/br/produtos/monitoresdeglicemia/sistemaactive.html
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3.4 Analises histoldgicas e ultraestruturais

Amostras de ovarios e testiculos foram fixadas em liquido de Bouin por 24 h a
temperatura ambiente, incluidas em parafina, seccionadas a 4-6 um de espessura,
coradas com hematoxilina e eosina (HE) ou tricrdbmico de Gomori e observadas em
microscopio de luz. Algumas amostras também foram submetidas as técnicas
histoquimicas do &cido periodico de schiff (PAS) e Alcian Blue (AB) pH 2.5 e contra-

coradas com hematoxilina.

Para analise ultraestrutural, amostras de ovarios foram fixadas em solucdo de
Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2% em tampdo fosfato
0,1 M pH 7,3) por 24 h a 4°C. Apos a fixacdo primaria, as amostras foram pos-fixadas
em tetroxido de 6smio 1% reduzido com ferrocianeto de potassio 1,5% em tampéo
fosfato 0,1 M pH 7,3 durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, 0s
fragmentos foram desidratados em etanol, infiltrados e incluidos em resina Epon/
Araldite. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e analisados ao microscopio eletrénico de transmissdo Tecnai G2-12 — Spirit
Biotwin FEI - 120 kV.

3.5 Morfometria

O didmetro médio dos foliculos vitelogénicos e a altura das células foliculares foram
determinados em cortes histolégicos de fémeas maduras, onde 100 foliculos integros,
esféricos e com pouca retracdo foram analisados para cada tempo de amostragem. As
medidas foram obtidas com o auxilio do software Zeiss AxioVision 4.8, utilizando-se as
objetivas de 2,5x e 20x respectivamente. A proporcao (%) das células da linhagem
ovogénica, foliculos pds-ovulatorios e corpos amarelos também foi obtida em cortes
histologicos transversais de cada exemplar fémea (N = 28). O indice de atresia folicular
foi determinado pela proporcdo de foliculos vitelogénicos atrésicos em relacdo ao

namero total de foliculos vitelogénicos de cada corte histologico (N = 28).

Nos machos, foram avaliados os seguintes parametros: didmetro dos tubulos
seminiferos, nimero de cistos por tabulo seminifero e proporcdo volumétrica dos

componentes do parénquima testicular (células espermatogénicas e intersticiais). O
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didmetro médio dos tubulos seminiferos foi obtido com auxilio do software Zeiss
AxioVision 4.8 medindo-se 100 tdbulos por tempo de amostragem com objetiva de 20x.
De cada espécime (N = 27) foram obtidas 5 imagens digitais de sec¢fes histoldgicas
ndo sequenciais de testiculos em maturacdo, utilizando sistema de analise de imagens
AXxio Vison 4.8 acoplado ao fotomicroscépio Axioplan 2 da Zeiss com ampliacdo de
40x. A proporcdo (%) das células germinativas foi entdo determinada com auxilio do
software Image J (versdo 1.49) onde foram projetados 494 pontos equidistantes

totalizando 66.690 pontos totais analisados.

3.6 Fecundidade

Para determinar a fecundidade, amostras (~1 g) de ovarios maduros (6 fémeas do
T3) foram pesadas e mantidas em solucdo de Gilson modificada (100 mL de &lcool
etilico 60%, 880 mL de agua destilada, 15 mL de &cido nitrico 80%, 18 mL de &cido
acetico glacial e 20 g de cloreto de mercdrio) até que o0s ovocitos vitelogénicos
estivessem completamente dissociados. Apés a dissociacdo, os ovécitos vitelogénicos
das amostras foram separados (cor acastanhada e grande tamanho) e contados
manualmente utilizando-se estereomicroscépio. Foliculos atrésicos (esbranquigados)
foram excluidos das contagens. A fecundidade absoluta (FL) em lotes foi calculada
através da férmula: FL = NO x PG/PA, no qual NO é o numero de ovocitos

vitelogénicos na amostra; PG é o peso do ovario e PA € o peso da amostra.

3.7 Proteinas da zona radiata (Zrps) e vitelogenina (Vtg)

Amostras de figado de machos e fémeas previamente armazenadas em freezer -
80°C foram submetidas ao ensaio de ELISA indireto para deteccdo de Zrps e Vtg.
Amostras congeladas foram homogenizadas em tampéo de extracdo (50mM Tris-HCL
pH 8.0 com 0.02% aprotinina e 1mM fenilmetilsulfonil) a uma proporcéo de 1:2 de peso
do tecido, utilizando homogeneizador Potter S (Braun, Melsungen, Alemanha). Em
seguida os extratos foram sonicados por processador ultrassénico GEX 600 CE e
centrifugados a 15.000 g por 60 min a 4°C. Apds a remocéo do pellet, os sobrenadantes
foram armazenados em aliquotas a -80°C até a analise. Proteinas solUveis totais contidas
nos homogenatos de figado foram determinadas pelo metodo de Bradford utilizando

albumina sérica bovina (BSA) como padrao. Amostras em triplicatas de 100 pg/ml (Vtg
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e Zrps) foram incubadas por 1 h em microplacas de 96 pocos (Nunc, Dinamarca),
bloqueadas com BSA 2% por 45 min e incubadas novamente a 37°C por uma hora com
0s anticorpos primarios: policlonal de coelho anti-Vtg e policlonal de salmdo anti-Zrp
na diluicdo de 1:500 (Biosense Laboratories AS, Noruega). Apos lavagem com PBS-
Tween 0.05%, as placas foram incubadas com anticorpo secundario anti-lgG (1:1000,
Sigma, St. Louis, MO) conjugado com peroxidase (HRP) por 1 h a 37°C. Apo6s
lavagem, a reacdo foi revelada com 100 pl de 0.04% o-fenilenodiaminadihidrocloreto
(OPD) (Sigma, St. Louis, MO, USA) em 0.05 M solucéao de tampéo fosfato-citrato com
0.0025% de perdxido de hidrogénio. A reacdo foi interrompida através da adicdo de 50
pl de H,SO4 a 5% em cada pogo e a absorbancia foi mensurada a 492 nm utilizando
espectrofotometro BioTek ® Instruments Inc. Para a validagdo do ensaio de ELISA,

curvas de diluicdo do homogenato foram feitas para cada proteina analisada (Fig. 3).
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Figura 3. Curvas de diluicdo dos ensaios de ELISA de A) vitelogenina (Vtg) e B)

proteinas da zona radiata (Zrps) hepéticas de L. alexandri.

3.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas e os graficos foram feitos através dos softwares, BioEstat 5.0 e
Graphpad Prism 6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) ou erro
padrédo (EP), sendo considerados significativos quando p < 0,05. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de Lilliefors para verificagdo de normalidade. O teste de Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunn foi utilizado para analisar os indices biolégicos, pardmetros
morfométricos, espermatogénese, niveis hormonais, expressdo de Zrps/Vtg e pardmetros
sanguineos. O teste G de aderéncia foi utilizado para identificar diferencas significativas entre
as proporcdes de estruturas ovarianas, indice de atresia folicular e niveis de 11-ketotestosterona
entre os tempos de amostragem. O teste t de Student foi utilizado para identificar diferencas de

CT e PC entre machos e fémeas.
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4. RESULTADOS

4.1 Indicadores biol6gicos dos peixes

N&o houve diferencas significativas no CT e PC entre fémeas (44, 87 + 3,56 cm;
0,51 £ 0,42 Kg) e machos (43,33 £ 11,93 cm; 0,46 + 0,38 Kg) (p = 0,1478; 0,1573),
respectivamente, evidenciando a inexisténcia de dimorfismo sexual aparente nesse
estudo. Em relacdo aos indices bioldgicos, o indice de replecdo estomacal (IRE)
decresceu e foi significativamente menor no T3 para machos (IRE = 0,95 + 0,06; p =
0,0100) e em fémeas ndo houve diferencas significativas. O indice gonadossomatico
(IGS) de fémeas foi significativamente maior no T3 (IGS = 3,56 £ 0,25; p = 0,0007)
qguando comparado aos outros tempos de amostragem e ndo houve diferencas
significativas para machos (Tabela 1). O indice hepatossomatico (IHS) ndo apresentou
diferencas significativas entre 0s grupos para ambos 0s sexos. O fator de condi¢do de
Fulton (K) foi similar nos diferentes grupos experimentais tanto para machos quanto

para fémeas (Tabela 1).

4.2 Maturagao gonadal e fecundidade

Os ovarios em maturacdo apresentam coloracdo amarelada, vascularizacdo e
volume aumentados, e ovdcitos visiveis a olho nu (Fig. 4B). Com relagdo a distribuicao
das frequéncias (%) dos estaddios de maturacdo gonadal, no T1 foram encontradas
fémeas em repouso (7,69), maturagéo (30,77) e regressao (61,54), no T2 em maturacéo
(62,50) e regressdo (37,50) e no T3 foi encontrada a maior frequéncia de fémeas em
maturacdo (85,71) além de fémeas com ovarios em regressao (14,29) (Figuras 5 e 6A-
H). No T1 (peixes mantidos em &gua a 23°C), algumas fémeas (23,08%) apresentaram a
maioria dos foliculos vitelogénicos em atresia (Fig. 6E). Apesar da atresia folicular,
algumas seccOes de ovarios apresentaram foliculos pos-ovulatorios tipicos, evidéncia
histoldgica de ovulacdo (Figuras 6G-H). Entretanto, durante os 70 dias de tratamento
com &gua aquecida ndo foi observada a presenca de desova no fundo do tanque, mesmo
em tanques com fundo de areia para formar ninhos. Atresia folicular em diferentes fases
de regressdo ocorreu na maioria das laminas, especialmente em fémeas do T1, sendo
predominante em foliculos vitelogénicos e eventualmente em foliculos pré-

vitelogénicos (Fig. 7B-E). Além da alta incidéncia da atresia folicular, foram também
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observados foliculos perinucleolares apresentando areas vacuoladas proximas ao ndcleo
(Fig. 7A).

A fecundidade absoluta de fémeas de L. alexandri mantidas em cativeiro durante 70
dias em agua aquecida a 27 °C variou de 5.449,36 a 12.581,74 entre fémeas, com média
(x DP) de 8.187,21 + 2.356,31 ovocitos vitelogénicos.

Nos machos, testiculos estavam em maturacdo em todos os exemplares (Fig. 8),
apresentando franjas mais desenvolvidas e volumosas na maior parte da génada (regido
cranial) (Fig. 4A). Histologicamente, os tdbulos seminiferos da regido cranial
apresentaram cistos de células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento
(Fig. 8A), alguns exemplares tinham tubulos repletos de espermatozoides, (Fig. 8C) e
presenca de espermatozoides no ducto espermatico (Fig. 8D), caracterizando o estadio
maduro. Quantidade variada de espermatozoides e secre¢édo foi observada no lume dos
tabulos da regido caudal (Fig. 8B).

Ademais, foi detectado intersexo em 11% dos exemplares macro e
microscopicamente classificados como machos. Nestas gbnadas os foliculos ovarianos
desenvolveram-se perfeitamente, apresentando-se em pequenos grupos ou isoladamente
nos compartimentos tubular e/ou intersticial, havendo desorganizacdo minima da
estrutura tecidual (Fig. 8E-G).
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Tabela 1. Varidveis e indices bioldgicos de fémeas e machos de L. alexandri sob

condigdes de cultivo.

T1 T2 T3
Fémeas N 13 8 7

CT (cm) 43,66 + 0,94 43,74 + 0,78 48,40 + 1,15
PC (Kg) 0,92 + 0,06% 0,91 + 0,04 1,36 + 0,10
IGS 0,71+0,13° 1,22 +0,29" 3,56 + 0,25°
IHS 0,99 + 0,06° 1,37 +0,23° 1,25+ 0,13
IRE 1,50 +0,21° 1,50 + 0,14 0,99 +0,11°
K 1,12 + 0,06 1,08 + 0,02 1,19 + 0,03

Machos N 8 12 7
CT (cm) 41,51 +0,90° 42,53 +0,90° 46,77 + 0,98
PC (Kg) 0,76 +0,10° 0,89 +0,07° 1,11 + 0,07
IGS 0,07 +£0,01° 0,08 +0,01° 0,08 +0,01°
IHS 1,06 + 0,12 1,02 + 0,07 0,98 +0,11°
IRE 1,63 + 0,24 1,43 +0,12° 0,95 + 0,06"
K 1,03 + 0,08 1,14 + 0,03 1,08 + 0,03

Dados sdo expressos como média + EP. Amostragem dos peixes: (T1) dia 0, peixes

mantidos em agua a 23°C; (T2) 20 a 40 dias em agua aquecida a 27°C e (T3) 70 dias em

agua aquecida a 27°C. (CT) comprimento total; (PC) peso corporal; (IGS) indice

gonadossomatico; (IHS) indice hepatossomatico; (IRE) indice de replecdo estomacal;

(K) fator de condicéo de Fulton. N = nimero de exemplares. Letras diferentes em uma

mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos de coleta, p < 0,05.
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Figura 4. Caracteristicas macroscépicas de testiculos (A) e ovéarios (B) maduros de

pacamd, L. alexandri sob condic¢des de cultivo. Cr: regido cranial; Cd: regido caudal; Fr:

franjas; Ov: ovdcitos. Fonte: arquivo pessoal. Barras de escala = 1 cm.
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Figura 5. Frequéncia relativa (%) dos estadios de maturacdo gonadal de fémeas de L.

alexandri. Amostragem dos peixes: (T1) dia 0, peixes mantidos em agua a 23°C; (T2)
20 a 40 dias em agua aquecida a 27°C e (T3) 70 dias em &gua aquecida a 27°C.
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Figura 6. Seccdes histologicas de ovarios de L. alexandri mostrando estruturas
ovarianas. A) Ovario em repouso apresentando lamelas ovuligeras com predominio de
foliculos perinucleolares inicial (PN1) e avancado (PN2). Encarte destacando nucleo
vitelinico periférico (seta). B) Ovério em maturacdo com a presenca de foliculos
perinucleolares (PN), com vesiculas corticais (VC) e vitelogénicos (FV). C) Foliculo
vitelogénico maduro com inumeros globulos de vitelo (GV) no ooplasma e ndcleo
excéntrico (N). D) Detalhe de um FV com ceélulas foliculares prismaticas altas (CF)
PAS-positivas, vesicula cortical (VC) e teca (Tc). E) Ovéario em regressdo com muitos
foliculos vitelogénicos atrésicos (FA). F) Ovario em regressdo apresentando lamelas
ovuligeras desorganizadas com a presenca de foliculo pés-ovulatério (FPO) evidente,
foliculos PN e PV, e corpos amarelos (CA). G e H) Detalhes de foliculos pds-
ovulatérios (FPO): G) exibindo CF hipertrofiadas, teca delgada (G) ou espessada (H) e
limen reduzido (L). Coloracdo em HE (A-C, E-F), PAS (D) e em tricrdmico de Gémori
(G-H). Barra de escala: 20 um (A-encarte); 50 um (G-H); 100 um (A); 200 um (B-C);
500 pum (E) 800 um (D e F).
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Figura 7. SeccOes histolégicas de ovarios atrésicos de L. alexandri. A) Foliculos
perinucleolares (PN) apresentando areas vacuoladas préximas ao nucleo (*) e zona
pelicida alterada (seta). B) Foliculo pre-vitelogénico (PV) atrésico com células
foliculares (CF) hipertrofiadas e contetdo do citoplasma em reabsor¢do. Encarte
destacando célula micropilar. C) Foliculo vitelogénico em atresia inicial: CF
hipertrofiadas, inicio da liquefacdo do vitelo (LV), fragmentacdo da zona pellcida
(seta). D) Foliculo vitelogénico em atresia avancada: liquefacdo dos glébulos de vitelo
(LV), CF com caracteristicas fagociticas (seta), desintegracdo da zona pellcida e teca
com pouca Vvascularizacdo. E) Corpos amarelos (CA): acumulo de pigmentos castanho-
amarelados (granulos de lipofuscina). Coloracdo em HE. Barra de escala: 20 um (D); 50
pum (A-C); 100 um (E).
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Figura 8. Seccdes histoldgicas de testiculos de L. alexandri. A) Seccdo transversal do
tubulo seminifero mostrando cistos de células da linhagem espermatogénica em
diferentes fases de desenvolvimento: espermatogonias (G), espermatocitos primarios
(C1) e secundarios (C2), espermétide (E) e espermatozoides (Z) no limen (L). Encarte
destacando células de Leydig. B) Regido caudal exibindo atividades espermatogénica
(2) e secretora (*). C) Regido cranial mostrando intensa atividade espermatogénica,
com lumen dos tabulos seminiferos repletos de espermatozoides (Z) e anastomose
(setas) entre os tubulos. D) Sec¢do longitudinal evidenciando ducto espermatico (*). E-
G) Gobnadas de intersexo apresentando foliculos perinucleolares (PN), foliculos pré-
vitelogénicos (PV) com vesiculas corticais (VC) caracteristicas e foliculo vitelogénico
(FV) em contato direto com tabulos seminiferos (TS) contendo espermatozoides (Z).
Coloracdo em HE (Encarte, B, E-G) e em tricromico de Gomori (A, C-D). Barra de
escala: 20 um (A-B e D); 100 um (C, E e G); 200 pum (Encarte e F).
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4.3 Morfometria

O didmetro dos foliculos vitelogénicos variou de 704,06 a 2239,61 pm e foi
significativamente maior em fémeas do T3 (1560,40 £ 34,10 um), do que em fémeas
dos tempos T1 e T2 (1266,10 = 26,23 e 1211,90 + 31,89 um, respectivamente) (p <
0,0001) (Tabela 2). A altura das células foliculares variou de 3,8 a 68,14 um e seguiu a
mesma tendéncia das medidas do didmetro dos foliculos vitelogénicos sendo
significativamente maior em fémeas do T3 (27,18 £ 0,81 um), do que em fémeas dos
tempos T1 e T2 (16,39 + 0,49 e 18,05 £ 0,48 um, respectivamente) (p < 0,0001).

A proporc¢do de ovogonias, foliculos perinucleolares e pré-vitelogénicos manteve-se
relativamente constante nos trés tempos de amostragem (Tabela 2). A proporcdo de
foliculos vitelogénicos aumentou significativamente, com maiores valores no T3 (13,76
+ 2,44; G = 10,07 e p = 0,01). Foliculos vitelogénicos apresentando nucleo excéntrico
(evidéncia da maturacdo final ovocitaria) foram observados somente no T3 e FPOs
(evidéncia da desova) foram pouco frequentes (< 0,5 %) nos trés grupos. O indice de
atresia folicular foi mais elevado em T1 (42,51 + 11,83), reduzindo significativamente
emT2e T3 (G =23,9196 e p <0,0001) e uma proporc¢do de corpos amarelos, variando
de 3 a 7% foi observada nos trés grupos (Tabela 2).

Nos machos, o diametro dos tubulos seminiferos variou de 103,13 a 466,10 um,
sendo significativamente maior no T2 (265,85 * 6,93 pum), quando comparado ao T1
(224,29 * 6,62 um) e T3 (242,21 + 7,01 um) (p = 0,0001). Nos tempos T2 e T3 foi
encontrada maior quantidade de numero de cistos (10,88 + 1,00 e 7,38 = 0,55,
respectivamente) (p < 0,0001) (Tabela 3). A propor¢do de células da linhagem
espermatogénica foi bastante semelhante entre os tempos de amostragem, havendo
diferencas significativas somente na propor¢do de espermatogonias, significativamente
menor no T3 (4,02 + 0,48, p = 0,0001) (Tabela 3). Destaca-se a alta proporcdo de
espermatozoides (> 40% em todos os grupos) em relacdo a outras fases da
espermatogénese, 0 que € caracteristico de peixes maduros e mais de 20% de tecido
intersticial em todos os grupos (Tabela 3). A presenca de espermatozoides no ducto
espermatico foi também observada, caracterizando a ocorréncia de espermiagdo em

peixes dos trés grupos (Fig. 8D).
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Tabela 2. Proporcéo (%) das estruturas ovarianas, diametro dos foliculos vitelogénicos,
altura das células foliculares e indice de atresia folicular de fémeas de L. alexandri sob
condigdes de cultivo.

Foliculogénese Tl T2 T3
Ovogonias (%) 18,37 + 1,66° 24,38 + 3,23° 19,68+ 1,92°
Foliculos perinucleolares (%) 69,28 + 2,01° 65,27+ 3,46° 57,47+ 2,05°
Foliculos pré-vitelogénicos (%) 1,92 + 0,34° 1,97 +0,53° 2,19 +0,36°
Foliculos vitelogénicos (%) 4,28 +1,05° 4,53 +1,25° 13,76+ 2,44
Foliculos pés-ovulatdrios (%) 0,23 £0,07° 0,11 +0,06° 0,04 + 0,04
Corpos amarelos (%) 592 +1,18° 3,73+1,16° 6,88 + 1,84°
Diametro dos foliculos vitelogénicos (um)  1266,10 +26,23° 1211,90 +31,89° 1560,40 + 34,10
Altura das células foliculares (pum) 16,39 + 0,49° 18,05 + 0,48" 27,18 +0,81°
indice de atresia folicular (%) 42,51 +11,83% 26,21 + 16,12° 8,88 + 3,12°

Dados sdo expressos com média = EP. Amostragem dos peixes: (T1) dia 0, peixes
mantidos em agua a 23°C; (T2) 20 a 40 dias em agua aquecida a 27°C e (T3) 70 dias em
agua aquecida a 27°C. Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferencas
significativas entre os tempos de coleta, p < 0,05.

Tabela 3. Propor¢do (%) das células da linhagem espermatogénica de machos de L.

alexandri sob condicGes de cultivo.

Espermatogénese T1 T2 T3
Espermatogonia (%) 8,73 +0,90° 6,74 + 0,60° 4,02 +0,48°
Espermatdcitos (%) 12,46 + 1,63° 17,07 + 1,42° 16,33 + 1,89°
Espermatides (%) 2,20 +0,39° 2,22 + 0,29 1,72 +0,25°
Espermatozoides (%) 41,75 + 2,99 43,00 +2,14° 46,23 + 3,01°
Ldmen (%) 9,26 + 0,83° 7,88 +0,59° 8,04 +1,09°
Tecido intersticial (%) 25,61 + 1,63 22,56 + 1,15 24,48 +1,71°
Diametro dos tibulos seminiferos (um) 224,29 + 6,62° 265,85+ 6,93° 24221 +7,01°
NO de cistos por tibulo seminifero 5,61 + 0,70° 10,88 + 1,00° 7,38 +0,55°

Dados sdo expressos com média = EP. Amostragem dos peixes: (T1) dia 0, peixes
mantidos em agua a 23°C; (T2) 20 a 40 dias em agua aquecida a 27°C e (T3) 70 dias em
agua aquecida a 27°C. Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferencas

significativas entre os tempos de coleta, p < 0,05.
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4.4 Ultraestrutura dos foliculos vitelogénicos

Ao microscopio eletronico de transmissdo, foliculos vitelogénicos apresentaram
vesiculas corticais elétron Iucidas na periferia do ovocito e granulos ou glébulos de
vitelo elétron densos (Fig. 9A). As células foliculares prismaticas altas com ndcleos
vesiculosos e cromatina descompactada estavam apoiadas na membrana basal e
mostraram caracteristicas de células secretoras, com grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso e grdos de secrecdo elétron densos em seu citoplasma (Figuras
9B e D). A zona radiata apresentou poros-canais, espessa camada interna atravessada
por prolongamentos de ovdcito e microvilosidades de células foliculares e camada
externa fina voltada para as células foliculares (Fig. 9C). A teca apresentou células
semelhantes a fibroblastos (Fig. 9D).
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Figura 9. Ultraestrutura de foliculos vitelogénicos de L. alexandri. A) Foliculo com
zona radiata (ZR), ceélulas foliculares (CF) prismaticas altas apoiadas em uma
membrana basal (MB) espessa e ovécito com glébulos de vitelo (GV) esféricos, elétron-
densos e vesiculas corticais (VC) periféricas com contetido elétron-lcido. Acima da
MB, vaso sanguineo (VS) pertencente a teca. B) Células foliculares com materiais
elétron-densos em seu citoplasma, nucleo vesiculoso e cromatina descompactada. C)
Zona radiata com duas camadas totalmente desenvolvidas: interna (ZRI) com poros-
canais longitudinais e externa (ZRE) voltada para as células foliculares, onde ha
deposicdo de material eletron-denso (*). Prolongamentos do ovdcito (seta) e microvilos
das células foliculares (cabeca de seta) preenchem os poros-canais durante a maturacédo
ovocitaria. D) Célula folicular (CF) com abundante reticulo endoplasmatico em
evidéncia (*), membrana basal e teca com célula semelhante a fibroblasto (Tc) e

colageno (**).
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4.5 Niveis hepaticos de vitelogenina (Vtg) e proteinas da zona radiata (Zrps)

Valores significativamente maiores de Vtg foram encontrados em fémeas do T3
(1,76 £ 0,05), quando comparados com fémeas do T1 (1,41 + 0,03) e T2 (1,29 £ 0,07)
(p < 0,0001), onde se obteve também, maiores valores de IGS (Fig. 10A e C). Para
Zrps, valores significativamente menores foram encontrados em fémeas do T3 (2,47
0,07), quando comparados com fémeas do T1 (2,69 + 0,05) e do T2 (2,66 = 0,08) (p =
0,0080) (Fig. 10E). Valores de Vtg expressivos e semelhantes aos encontrados em
fémeas foram detectados em machos, com menores valores no T1 em relacdo a T3 (1,32
+ 0,04 e 1,56 + 0,04 respectivamente), (p = 0,0080), enquanto o IGS ndo mostrou
diferenga significativa entre os grupos (Figuras 10B e D). Os valores de Zrp de machos
foram também similares ao de fémeas e permaneceram praticamente constantes durante

0s trés tempos de amostragem (Fig. 10F).

4.6 Concentracdes séricas de esteroides sexuais

Em fémeas, a concentragdo sérica de 17B-estradiol (17B-E) mostrou uma tendéncia
de aumento durante a progressdo do experimento, exibindo diferengas significativas
entre o T3 (98,81 + 14,62 pg/mL) e o T1 (33,64 = 4,79 pg/mL) (p = 0,0079) e
acompanhou as variagdes de Vtg (Fig. 10C e 11A). Em relagdo a concentragdo de 17a-
hidroxiprogesterona (17a-OHP), ndo houve variagdes marcantes entre os diferentes
tempos de amostragem, entretanto fémeas do T3 (1,93 £ 0,04 ng/mL) apresentaram
valores significativamente maiores que as fémeas do T2 (1,75 £ 0,03 ng/mL) (p =
0,0099) (Fig. 11B).

Em machos, a dindmica de concentracdo de 11-ketotestosterona (11-KT) foi
semelhante a de 17p-E em fémeas, onde maiores valores foram encontrados em machos
do T3 (75,46 £+ 14,60 pg/mL) e T2 (62,10 £ 17,68 pg/mL), quando comparados com
machos do T1 (20,92 + 4,07 pg/mL) (G = 35,1441 e p < 0,0001) (Fig. 11C).



34

5- 0.15-
a
4 )
0
E ; ,I % 0.10 a a 3
i R e S
P s I— ----- ¥ -1
" 2_ b .
[72] [72] i
Q b i/ o 005
4 T
!..-»
c T T T 0.00 T T T
T T2 T3 T T2 L
E E
& 2.5 - S 2.5-
< a <
5 20 5 207 ab a
j > b 2 b T
E 154 T g 1.54
(o] (=]
2 1.0 - 2 1.0-
(1] [4+]
5 0.5 - E: 0.5-
i 0.0 i 0.0
2" T T2 2 T T2
s s
E 4 £ 4
N o
g a 2 b i a a a
o 3 T S 3
5 M — 'C ——— h——
‘g 4%
2 21 2 21
o [=]
8 28
T - T 4
w T}
o 0 T T Qa 0 T T
N T T2 N T T2

Figura 10. Variagdes do indice gonadossomatico (IGS) de fémeas (A) e machos (B),

niveis hepaticos de vitelogenina (Vtg) em fémeas (C) e machos (D) e proteinas da zona

radiata (Zrps) em fémeas (E) e machos (F) de L. alexandri nos trés tempos de coleta. T1

= dia 0, peixes mantidos em agua a 23°C; T2 = 20 a 40 dias em agua aquecida a 27°C;

T3 = 70 dias em agua aquecida a 27°C. Valores expressos como média + EP. Letras

diferentes indicam diferencas significativas entre os tempos de coleta, p < 0,05.
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Figura 11. Concentragdes séricas de 17B-estradiol (A) e 17a-hidroxiprogesterona (B)

em fémeas e 11-ketotestosterona (C) em machos de L. alexandri. T1 = dia 0, peixes

mantidos em agua a 23°C; T2 = 20 a 40 dias em &gua aquecida a 27°C; T3 = 70 dias em

agua aquecida a 27°C. Valores expressos como média + EP. Letras diferentes indicam

diferencas significativas entre os tempos de coleta, p < 0,05.
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4.7 Parametros hematologicos e niveis séricos de cortisol

Valores de hematdcrito (%) foram maiores em fémeas do T3 (32,29 + 2,26), quando
comparados com as do T1 (24,54 £+ 1,32) (p = 0,0245), bem como maiores em machos
do T3 (34,43 £ 1,59), quando comparados com os machos do T2 (25,17 = 1,85) (p =
0,0188) (Tabelas 4 e 5). Menores valores de glicose foram encontrados em fémeas e
machos do T1 (12,72 £ 2,37; p = 0,0027 e 9,93 + 3,48; p = 0,001, respectivamente) em
relacdo a T2 e T3. Os valores de eritrocitos e leucocitos aumentaram com o
aquecimento da agua em fémeas, sendo encontrados os maiores valores no T3 (1,80 +
0,26 x 10° uL™" e 450,67 + 105,45 x 10° puL™, respectivamente) e T2 (1,50 + 0,25 x 10°
L' e 367,5 + 5843 x 10° pL™?, respectivamente) (p = 0,0029 e p = 0,0066,
respectivamente). Em machos os valores de eritrocitos mostraram a mesma tendéncia
com maiores valores no T3 (1,49 + 0,24 x 10° uL™) e T2 (1,50 + 0,12 x 10° puL™) (p =
0,0095), porém ndo houve diferencas significativas em relacbes aos valores de
leucdcitos entre os tempos de amostragem. As concentracfes séricas de cortisol foram
maiores em fémeas do T2 (12,50 £ 3,78), quando comparadas com as fémeas do T3
(1,50 £ 1,00) (p = 0,0192), em machos ndo houve diferencas significativas entre 0s
tempos de amostragem. Os valores de proteina plasmatica total (PPT) ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tempos de amostragem em ambos os géneros (Tabelas
4eb).
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Tabela 4. Variaveis hematologicas, bioquimica sanguinea e niveis sericos de cortisol em

fémeas de L. alexandri sob condicdes de cultivo.

T1 T2 T3
Hematocrito (%) 2454+132° 2913+159® 32,29+ 226
PPT (g/dL) 3,82 +0,48° 2,35 + 0,15 2,50 + 0,24
Eritrécitos (x 10° pL™) 0,70 + 0,09" 1,50 + 0,25 1,80 + 0,26°
Leucdcitos (x 10° uL?) 159,37 + 16,40° 367,5 + 58,43* 450,67 + 105,45
Glicose (mg/dL) 12,72 +2,37° 41,86+8,61*  3557+9,77°
Cortisol (ng/mL) 254+171® 12,50+ 3,78° 1,50 + 1,00

Dados sdo expressos como média + EP. Amostragem dos peixes: (T1) dia 0, peixes
mantidos em agua a 23°C; (T2) 20 a 40 dias a 27°C e (T3) 70 dias a 27°C. (PPT)

proteina plasmatica total. Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferencas

significativas entre os tempos de coleta, p < 0,05.

Tabela 5. Variaveis hematologicas, bioquimica sanguinea e niveis séricos de cortisol em

machos de L. alexandri sob condigdes de cultivo.

T1 T2 T3
Hematocrito (%) 30,63+6,33"°  2517+1,85"  34,43+159°
PPT (g/dL) 3,26 + 0,66° 1,87 +0,21° 2,59 +0,17°
Eritrécitos (x 10° pL™) 0,80 + 0,15" 1,50 + 0,12 1,49 + 0,24°
Leucéeitos (x 103 puL™)  186,5+27,64* 321,67 +77,06° 250 + 64,44
Glicose (mg/dL) 9,93 + 348" 67,70 + 9,99% 57 + 15,73
Cortisol (ng/mL) 17,18 +11,60° 17,96 +4,26° 21,06 + 4,04°

Dados sdo expressos como média + EP. Amostragem dos peixes: (T1) dia 0, peixes
mantidos em agua a 23°C; (T2) 20 a 40 dias a 27°C e (T3) 70 dias a 27°C. (PPT)

proteina plasmatica total. Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferencas

significativas entre os tempos de coleta, p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

O controle da fungdo reprodutiva em cativeiro é essencial para a sustentabilidade da
piscicultura comercial e o estudo da gametogénese e maturacdo gonadal fornece
informacdes importantes que podem ser aplicadas na manipulacdo da reproducdo,
visando o aumento da producdo de ovos, larvas e juvenis (Bhujel, 2000; Lubzens et al.,
2010; Mylonas et al.,, 2010). A atividade reprodutiva de peixes é regulada por
complexos mecanismos neuroendocrinos sob influéncia de muitas variaveis ambientais.
No caso de espécies de peixes que reproduzem naturalmente em cativeiro, esse controle
é feito através da manipulacdo de fatores abidticos e bidticos (Bhujel, 2000). A
temperatura e o fotoperiodo figuram entre os fatores abidticos mais importantes na
manipulacdo da reproducdo em cativeiro, porém a disponibilidade de alimento,
qualidade da agua, ambiente social e substratos adequados para a desova, também

podem ser decisivos (Bonga, 1997).

No presente estudo, os efeitos do aumento da temperatura (27°C) sobre a atividade
reprodutiva de L. alexandri em cativeiro foram mais pronunciados nas fémeas do que
nos machos. Assim, 70 dias apds aquecimento da &gua (T3) foi encontrada a maior
frequéncia de fémeas em maturagédo avancada e maduras, coincidindo com um aumento
marcante do IGS, e proporc¢do dos foliculos vitelogénicos com correspondente aumento
nos diametro e altura das células foliculares. Por outro lado, exposicdo a baixas
temperaturas (23°C) resultou em significante regressdo da atividade gonadal nas
fémeas. No T1, os ovarios continham grande proporc¢édo de foliculos perinucleolares em
relacdo a outros tipos de foliculos, além do alto indice de atresia folicular encontrado a
23°C. De modo similar, alto indice de atresia folicular foi também reportado quando
Colossoma macropomum foi cultivado em baixas temperaturas de agua (Aradjo-Lima &
Gomes, 2005), e em outras espécies como Prochilodus argenteus e Prochilodus lineatus
amostradas imediatamente a jusante de barragens hidrelétricas, onde existem condi¢des

térmicas instaveis (Arantes et al., 2010; Perini et al., 2013).

Ovérios e testiculos do pacamd, L. alexandri, possuem o mesmo padréo e relacfes
anatomicas bésicas encontradas para a maioria dos Siluriformes (Bazzoli, 2003). As
caracteristicas morfologicas das gbnadas em condi¢des de cultivo sdo similares as

descritas previamente para a espécie (Barros et al., 2007; Melo et al., 2011a).
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Pequenas vesiculas corticais foram visualizadas formando uma camada continua
em ovdcitos pré-vitelogénicos de L. alexandri, estando mais visiveis em ovoécitos
vitelogénicos iniciais, e reagiram positivamente a técnica de AB pH 2,5, indicando a
presenca de polissacarideos acidos. A microscopia eletrnica de transmissdo, elas sao
identificadas como granulos elétron-ldcidos limitados por membrana. As vesiculas
corticais sdo ricas em polissacarideos formando glicoproteinas e glicoconjugados, que
sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi do ovocito em
desenvolvimento (Bazzoli & Godinho, 1994). Essas macromoléculas séo secretadas em
resposta a fertilizacdo e sdo liberadas no espaco perivitelinico, blogueando a
polispermia (Hart, 1990).

A zona radiata € um envoltério acelular complexo situado entre a superficie do
ovécito e as células foliculares, que desempenha importantes papéis nos processos
reprodutivos e do desenvolvimento (Hart, 1990; Arukwe & Goksgyr, 2003). A estrutura
e as especializacbes da zona radiata variam entre as espécies e estdo diretamente
relacionadas a diferentes estratégias reprodutivas das espécies. Em L. alexandri, assim
como descrito para outros teledsteos, a zona radiata apresenta poros-canais que Sao
preenchidos por prolongamentos do ovdcito e microvilos das células foliculares. Estes
poros sdo formados durante a foliculogénese e permitem a troca de material do ovocito
com 0 meio. A zona radiata completamente formada apresenta duas camadas, a interna
que esta diretamente em contato com a membrana plasmatica do ovdcito e a externa que
forma a superficie do ovo apo6s a desova (Rizzo et al., 2002). Apesar de L. alexandri
possuir ovos demersais, que geralmente apresentam zona radiata espessa, sua natureza
psamofila confere maior protecdo aos seus ovos e, consequentemente apresenta zona
radiata mais delgada do que ovos de outros Siluriformes que desovam em cascalho ou
pedras e seus ovos estdo sujeitos a maior dano fisico e abrasdo (Sato, 1999; Sato et al.,
2003c; Barros et al., 2007).

No presente estudo, as células foliculares de L. alexandri reagiram positivamente a
técnica de PAS e ao AB pH 2,5, indicando a presenca de glicoproteinas. A microscopia
eletronica de transmissdo, as células foliculares prismaticas altas apresentaram
caracteristicas de células secretoras, com reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvido,

complexo de Golgi e citoplasma repleto de granulos de secrecdo esféricos elétron-
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densos. Estas celulas secretoras estdo envolvidas na producdo de mucosubstancias que
formam a cobertura (capa) gelatinosa do ovo, a qual é responsavel pela adesividade do
ovo do pacama ao substrato apos desova e que é também encontrada em ovos de outros
Siluriformes (Rizzo & Godinho, 2003; Santos et al., 2006; Barros et al., 2007; Melo et
al., 2011a; Martins et al., 2012; Melo et al., 2016a).

No T3, 70 dias apds o aquecimento da &gua, 0s ovdcitos vitelogénicos maduros e
células foliculares circundantes atingiram medidas comparaveis a encontrados para
pacamds selvagens e outros Siluriformes relacionados, como Harttia torrenticola,
espécie endémica do rio Séo Francisco (Barros et al., 2007; Melo et al., 2011a; Melo et
al., 2016a). Além disso, ndao foram detectadas diferencas morfoldgicas nos ovocitos
vitelogénicos maduros entre as regides cranial e caudal dos ovarios. Analisando secc¢des
histologicas de ovarios maduros de L. alexandri foram identificados foliculos em
diferentes fases da vitelogénese, foliculos pré-vitelogénicos e perinucleolares. Ovarios
em regressdo inicial apresentaram foliculos pés-ovulatorios ao lado de foliculos pré-
vitelogénicos, perinucleolares e atrésicos. Esta distribui¢do é caracteristica de espécies
que possuem desenvolvimento assincronico dos ovocitos e desova parcelada, quando 0s

ovécitos sdo eliminados em lotes durante periodo prolongado de desova.

A fecundidade avalia o potencial reprodutivo de uma espécie através do nimero de
ovocitos vitelogénicos presentes nos ovarios antes de iniciar o periodo reprodutivo
(Arantes et al., 2013). Destaca-se como um parametro importante, pois permite a
realizacdo de progndsticos reprodutivos e estabelecimento de critérios para exploracdo e
manejo de espécies de importancia comercial. No caso das espécies de desova
parcelada, a fecundidade avalia especificamente o numero de ovocitos liberados em
cada lote (Rizzo & Bazzoli, 2014). Fémeas de L. alexandri possuem baixa fecundidade
absoluta, assim como descrito para outras espécies de Siluriformes com habito
sedentario (Santos et al., 2013). A média do nimero de ovdcitos encontrada para fémeas
de L. alexandri em condicOes de cultivo (8.187,21) foi maior do que a reportada para
fémeas que passaram pelo processo de desova induzida (4.534) (Sato et al., 2003c). Isso
esta relacionado com o fato de que na desova induzida se obtém a fecundidade absoluta
liberada, onde os foliculos que ndo completaram corretamente a foliculogénese,
principalmente os vitelogénicos e entraram em processo de atresia ndo sdo

contabilizados. Espécies que possuem ovOcCitos pequenos comumente possuem
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fecundidade alta devido a baixa sobrevivéncia dos juvenis. Em contrapartida, espécies
com ovocitos de grande didmetro como o pacamd, geralmente possuem padrdo
reprodutivo basico relacionado a estratégia de equilibrio, caracterizada pela presenga de
cuidado parental, reproducdo continua com baixa fecundidade e alta sobrevivéncia dos
juvenis (Winemiler, 1989; Melo et al., 2011b).

Apos a maturacdo, os ovocitos sao liberados das lamelas ovuligeras (ovulacao) para
serem posteriormente liberados no meio externo (desova). Fémeas ndo desovadas
desenvolvem intenso processo de atresia folicular, fendmeno degenerativo dos ovarios
que ocorre em condicBes naturais e experimentais, culminando com a reabsor¢éo de
ovacitos (Shanbhag & Saidapur, 1996; Sato et al., 2003a; Rizzo & Bazzoli, 2014). Alta
frequiéncia de atresia folicular provoca regressdo do ovario, inviabilizando a desova dos
peixes e reduzindo o potencial reprodutivo da espécie (Rizzo & Bazzoli, 1995). No
presente estudo, observou-se que a temperatura de 23°C (T1) a ocorréncia de ovarios
atrésicos é alta e como consequéncia, a maior parte dos ovarios amostradas no T1
estavam em regressao. A partir do T2, com o aquecimento da dgua, fémeas em processo
de maturacdo gonadal superaram em numero as que estavam em processo de regressao.
A regressdo dos ovarios ndao desovados é um processo prolongado, o que explica que
mesmo no T3, apds 70 dias do inicio do aquecimento da agua, existam fémeas em
regressdo apresentando corpos amarelos nos ovarios, semelhante as fémeas de T1.
Nesse sentido, fémeas de Astyanax bimaculatus e Leporinus reinhardti mantidas em
cativeiro e que ndo desovaram, apresentaram uma alta taxa de foliculos atrésicos,
culminando em um longo processo de reabsorcdo folicular, com 7 e 4 meses,
respectivamente (Miranda et al., 1999). Trabalho realizado com manejo de reprodutores
e matrizes de L. alexandri para propagacdo de alevinos na Estacdo de Piscicultura de
Paulo Afonso (EPPA) demonstrou que L. alexandri desova durante todo o ano, porém o
maior nimero de desovas ocorreu na temperatura média de 28°C, contrastando com 0s
meses mais frios em que as desovas foram sempre menores (Lopes, 2013). A
reproducdo natural de pacamds silvestres devidamente adaptados e mantidos em
cativeiro foi realizada recentemente sob condi¢6es controladas, onde a manipulagéo da
temperatura da &gua foi fundamental (temperatura elevada a 28°C) (Costa et al., 2015).
Outros estudos em condicBes experimentais também relacionam a importancia do efeito
do aumento da temperatura para o desenvolvimento gonadal e desova (Tveiten &
Johnsen, 1999; Hilder & Pankhurst 2003; Okumura et al., 2003; Utoh et al., 2013),
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reforcando a importancia desse parametro em peixes neotropicais e principalmente em
condicBes de cultivo. Deste modo, a temperatura da agua deve ser considerada de
acordo com a espécie de peixe a ser cultivada (Garcia et al., 2008).

Os testiculos de L. alexandri s@o do tipo tubular anostomosado, onde tdbulos
seminiferos ramificados se interconectam, conduzindo os espermatozoides até os ductos
espermaticos (Parenti e Grier, 2004), com distribuicdo irrestrita das espermatogdnias.
Este padrédo € detectado em varias especies de peixes neotropicais (Andrade et al., 2001,
Santos et al., 2001; Lopes et al., 2004; Magalhées et al., 2004; Carvalho et al., 2009;
Melo et al.,2016b). Os testiculos de Siluriformes geralmente apresentam projecdes
digitiformes ou franjas em toda a sua extensdo, que ficam mais evidentes na estagéo
reprodutiva. Testiculos franjados, assim como os de L. alexandri (Melo et al., 2011a)
também foram descritos para Pimelodus maculatus (Bazzoli et al., 1997) e
Iheringichthys labrosus (Santos et al., 2001). No presente estudo, foi observada a
presenca de tabulos revestidos por células com caracteristicas secretoras na regido das
franjas caudais de testiculos em maturacdo, com Iimen apresentando quantidade variada
de espermatozoides que, pela localizacédo, provavelmente estavam sendo conduzidos até
0 ducto espermatico. A vesicula seminal é ausente no sistema reprodutor de machos de
pacamd, no entanto secrecdo homogénea acidofila associada a espermatozoides é
encontrada na regido caudal dos testiculos durante o periodo reprodutivo e
imediatamente apds a espermiacdo, periodo em que as células do epitélio dos tubulos da
regido caudal apresentam atividade secretora (Barros et al., 2007; Melo et al., 2011a).
Esta secrecdo pode estar relacionada aquelas das vesiculas seminais, executando papel

importante na maturacdo do esperma e nutricdo (Mazzoldi et al., 2005).

A gametogénese e maturagdo gonadal sdo reguladas pelas gonadotrofinas pituitarias
(FSH ¢ LH) e horménios esteroides sexuais (17p-estradiol, Testosterona e 11-
ketotestosterona) sob influéncia de fatores ambientais como a temperatura da agua
(Arantes et al., 2011; Okuzawa & Gen, 2013). A alta frequéncia de fémeas de L.
alexandri em maturagdo no T3 é suportada pelo aumento significativo dos niveis séricos
de 17B-E que elevaram consideravelmente em reposta ao aumento da temperatura da
agua a 27°C. Isto se deve ao papel deste hormonio no processo reprodutivo de fémeas,
relacionado a inducdo e sintese das proteinas do ovo, Zrps e Vtg no figado (Van
Bohemen et al., 1982; Tyler & Sumpter, 1996; Shimizu, 2003; Biswas et al., 2005). No
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presente estudo, foram observados maiores niveis hepéaticos de Vtg em fémeas do T3,
em resposta ao aumento de 17B-E enquanto niveis de Zrps foram mais baixos nesse
periodo, possivelmente porque a expressdo das Zrps precede a de Vtg. Na maioria das
especies de teleosteos, a zonagénese comeca no inicio do crescimento ovocitario,
finalizando na fase vitelogénica e baixos niveis de 17B-E séo suficientes para estimular
a formacao de Zrps no figado (Baldisserotto, 2013). Baixos niveis séricos de 17p-E em
fémeas do T1 (4dgua a 23°C) justificam os menores valores de IGS, bem como os
menores didmetros de foliculos vitelogénicos. Resultados similares foram encontrados
para fémeas de jundia (Rhamdia quelen) sob condicBes experimentais, onde houve
aumento das concentracdes plasmaticas de 17p-E de forma sincrénica com o aumento
da temperatura (Barcellos et al., 2001) e em fémeas de curimatd-pacu (Prochilodus
argenteus) submetidas a desova induzida. Neste caso, a elevacdo das concentracdes de
17B-E em fémeas de curimata-pacu expostas a temperatura de agua mais elevada (26°C)
foi responsavel pelo aumento do didmetro dos ovocitos vitelogénicos, diferentemente de
fémeas expostas a baixa temperatura (23°C), onde o nimero de ovdcitos vitelogénicos

foi significativamente menor (Arantes et al., 2011).

A resposta do hormoénio 11-KT ao aumento da temperatura em machos de pacamé
ocorreu de forma mais rapida (T2) do que a de 17B-E em fémeas (T3). A 11-KT é o
androgeno predominante na circulacdo da maioria de machos de peixes teledsteos e
estimula a maturacdo testicular, atuando na diferenciacdo das espermatogoénias,
formacéo de cistos de espermatocitos e liberacdo de espermatozoides no Iimen tubular.
Os andrégenos (T e 11-KT) tendem a aumentar gradualmente durante a
espermatogénese e diminuir na espermiacgdo (Schulz et al. 2010). Apesar de ter ocorrido
um aumento significativo dos niveis séricos de 11-KT a partir do aquecimento da 4gua a
27°C, as variacOes histologicas observadas nos testiculos de machos de L. alexandri
durante o experimento foram discretas. Todos os machos apresentaram testiculos nos
estddios de maturagdo ou maduros, com a presenca de grande volume de
espermatozoides nos ductos espermaticos, o que também é evidenciado pelos valores
préximos do IGS durante os trés tempos de amostragem. Estes resultados indicam que a
espermatogénese de L. alexandri em condi¢fes de cultivo é menos sensivel ao aumento
da temperatura de 23 a 27°C do que as fémeas. Na tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), existe um balanco entre auto-renovacéo e diferenciagdo espermatogonial em

temperatura fisiolégica (25°C). Entretanto, em baixas temperaturas (20-21°C) ha o
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favorecimento da auto-renovacao e, em contrapartida, a diferenciacdo e maturacdo dos
testiculos sdo favorecidas a altas temperaturas (35°C), resultando em grande producéo
de espermatozoides (Alvarenga e Franga, 2009; Melo et al., 2016b). Em um estudo com
machos juvenis de jundia (R. quelen) as concentracGes de 11-KT durante o primeiro
ciclo reprodutivo foram extremamente altas, sugerindo que este andrégeno desempenha

um papel mais importante durante a fase puberal desta espécie (Barcellos, et al., 2002).

Niveis hepaticos de Vtg e Zrps para machos de L. alexandri foram similares aos das
fémeas, corroborando com os achados histoldgicos de gdnadas intersexo no presente
estudo e em estudos prévios realizados com a mesma espécie também em condigdes de
cativeiro, onde foram identificados individuos intersexo (Melillo Filho et al., 2016).
Esta condicdo em machos, usualmente forma ovotestis, caracterizado por feminilizacédo
parcial em que os foliculos perinucleolares, pré-vitelogénicos e vitelogénicos podem
aparecer em testiculos macroscopicamente caracterizados como normais (Arukwe &
Goksgyr, 2003). Niveis plasméticos de Vtg e Zrps encontrados no sangue de machos
geralmente sdo muito baixos ou inexistentes, porém a sintese destas proteinas pode ser
induzida em machos expostos a desreguladores endocrinos (Prado et al., 2011). No caso
de peixes em condi¢Bes de cultivo, onde todos os parametros fisico-quimicos sao
fortemente monitorados, esta condi¢do pode estar relacionada ao processo natural de
excrecdo hormonal dos peixes. Sabe-se que peixes excretam esteroides livres e
conjugados, especialmente antes e durante periodos reprodutivos (Kolodziej et al.,
2004), indicando que a renovacao da agua dos tanques deve ser reavaliada, mesmo que
a principio a presenca destes foliculos vitelogénicos em testiculos de L. alexandri, tenha
sido notada em pequenos grupos ndo afetando, aparentemente, a espermatogénese e
maturacao testicular. Por outro lado, a presenca de desreguladores enddcrinos durante o
cultivo do pacama assim como a qualidade do esperma do dessa espécie em cativeiro

devem ser investigados.

Contrastando com as elevagdes séricas de 17B3-E em fémeas e 11-KT em machos
em resposta ao aumento da temperatura da agua, as concentragdes de 170-OHP em
fémeas ndo apresentaram variagdes bruscas durante o experimento. O esteroide 17a-
OHP é precursor do DHP, responsavel pelos eventos da maturagdo final ovocitaria
(Nagahama, 1994). Apds o inicio do experimento, com 0 aquecimento da agua houve

um discreto aumento das concentragdes de 17a-OHP entre os tempos de amostragem T2
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e T3. Esse aumento parece ter sido suficiente para promover o inicio da maturacéo final
ovocitaria em fémeas, pois somente no T3 foram encontrados foliculos vitelogénicos
com nucleos excéntricos. Concentragdes similares de 17a-OHP em fémeas do Tl e T3,
podem ser um indicio da existéncia de ovulacdo nas fémeas do T1, mesmo em agua a
23°C. Além disso, sugerem que as concentracdes séricas crescentes de 17B-E em
fémeas de L. alexandri pode ser uma estratégia da espécie para manter a producéo de
lotes de ovécitos, com curto intervalo de tempo (laténcia) entre as desovas.

Os eventos da desova em peixes geralmente estdo correlacionados a picos de 17a-
OHP (Barcellos, 2001; Perini et al., 2013), porém, nos peixes com desenvolvimento
ovariano assincronico, as gonadotrofinas sdo liberadas continuamente, e 0s niveis
plasmaticos de esteroides maturacionais sdo baixos e com poucas mudancas ao longo
dos ciclos gonadais (Baldisserotto, 2013). No presente estudo, apesar de ter sido
detectada a maturacdo final ovocitaria, nenhuma desova foi encontrada no fundo dos
tanques. Também ndo foi reportada desova para 0s casais em tanque com substrato
arenoso. Pacamas silvestres em condigdes de cultivo desovaram em substrato de areia
com no minimo 24 e maximo 60 dias apds o aquecimento da agua (Costa et al., 2015).
Entretanto, levando-se em conta o processo de regressao ovariana que as fémeas de L.
alexandri do presente estudo foram submetidas quando mantidas em &gua a 23°C,
caracterizado histologicamente principalmente no T1, e que o processo de reabsor¢do
folicular pode durar meses, o tempo entre 0 aquecimento da agua e desova pode ser

variavel.

Os peixes estdo constantemente sujeitos a alteracbes dos meios externo e interno,
contra os quais disparam respostas compensatOrias e adaptativas que ajustam as
condigdes corporais para manter a homeostase (Urbinati et al., 2014). Peixes sob
condicBes de cultivo podem enfrentar além das alteraces ambientais regulares,
condigdes inesperadas, como procedimentos rotineiros de manejo, alteracdes na
composi¢do do meio aquatico, densidade de estocagem, estabelecimento de hierarquias
sociais, dentre outros, que podem colocar em risco a salde, bem-estar e sobrevivéncia
(Urbinati et al., 2014).

No presente estudo apesar de ndo existir diferencas significativas nos niveis séricos

de cortisol em machos de L. alexandri entre os tempos amostrados, fémeas do T2
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apresentaram niveis relativamente maiores em relacdo as fémeas do T3. Apos a
elevacdo da temperatura da agua houve aumento significativo nos niveis de glicose
sanguinea e quantidade de eritrocitos presentes no sangue tanto em fémeas quanto em
machos. Mudancas nos niveis séricos de cortisol e glicose sdo as respostas fisiologicas
mais utilizadas como indicadores de estresse em peixes (Martinez-Porchas et al., 2009;
Ellisetal., 2012).

Durante o experimento, a temperatura da agua foi elevada de 23 a 27°C e todos os
outros parametros do cultivo foram estritamente controlados, incluindo a padronizagéo
da coleta sanguinea. Porém, ndo se descarta a possibilidade de que a resposta inicial dos
peixes em relacdo aos pardmetros sanguineos obtidos tenha sido influenciada pela
captura, manuseio e aumento da densidade, ja que os peixes foram transferidos de um
tanque com capacidade de 10.000 L para um tanque menor, com capacidade de 3.000 L.
Esta possivel interferéncia também foi ponderada em outros trabalhos com
caracteristicas semelhantes (Okuzawa & Gen, 2013). Entretanto, niveis
consideravelmente mais elevados de cortisol e de variaveis hematologicas e
bioquimicas, sdo necessarios para expressar os efeitos do estresse sobre a reproducao e
concentracdes de esteroides sexuais, do que 0s observados neste estudo para L.
alexandri (Pickering & Pottinger, 1989; Pankhurst & Sharples, 1992; Ruane et al.,
2002; Bernier et al., 2008; Dobsikova et al., 2009). Do mesmo modo, alguns fatores
como a temperatura da agua e aumento dos niveis de glicose podem nédo ser
considerados estressores diretos, uma vez que estdo diretamente relacionados a
alteracbes metabolicas que desencadeiam um mecanismo de adaptacdo ou aclimatacao.
O aumento da temperatura da adgua causa alteracdes no metabolismo dos peixes que
levam também, a um incremento dos batimentos cardiacos e respiracdo (Martinez-
Porchas et al., 2009; Sadati et al., 2011; Costa et al., 2016).
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Levando em consideracdo os resultados das analises dos parametros sanguineos,
reprodutivos e fisioldgicos, € plausivel sugerir que o aumento da temperatura e as
condigdes de cultivo ndo promoveram resposta significativa de estresse, e forneceram
condicdes necessarias e adequadas para a gametogénese e maturacdo gonadal que, em

cativeiro, podem ser induzidas atraves do aumento da temperatura da dgua a 27°C.

Apesar da auséncia de desova, as fémeas de L. alexandri mantidas em cultivo
atingiram maturacdo final ovocitaria e alguns foliculos pods-ovulatorios foram
observados em cortes histoldgicos, indicando a ocorréncia de ovulacdo. De acordo com
Mylonas et al. (2010), este é o tipo mais simples de disfuncdo reprodutiva observada em
peixes cultivados, como ocorre em salmonideos e que pode ser relacionada a perda de
comportamento de desova causada pela domesticagdo ou auséncia de substrato
apropriado de desova. Nos machos, a disfuncdo mais comumente observada é a reducéo
da producdo espermética e da qualidade do esperma, caracteristicas que nao foram
avaliadas nos pacamas do presente estudo. No entanto, Costa e colaboradores (2015)
manipulando o periodo reprodutivo de pacaméas selvagens adaptados as condicdes de
cativeiro, através do controle da temperatura, alimentacdo baseada em filés de tilapia
congelados e tanques com substrato arenoso, obtiveram desovas poucos dias ap6s o0
aumento da temperatura da agua a 28°C. Tais fatos indicam a relevancia do aspecto

nutricional e a importancia de mais estudos nesse sentido.
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CONCLUSOES

A manutencdo das fémeas de Lophiosilurus alexandri em &gua a 23°C promove
atresia folicular e regressdo ovariana, que podem comprometer o potencial

reprodutivo desta espécie em condigdes de cultivo;

A elevacdo da temperatura da agua a 27°C proporciona o desenvolvimento ovariano,
com elevacao dos niveis de esteroides sexuais, culminando com a maturacdo final

ovocitaria;

Em machos, espermatogénese e maturacgdo testicular sdo menos sensiveis ao aumento

de temperatura da agua entre 23 e 27°C;

Niveis hepéticos de Vtg e Zrps em machos, similares ao das fémeas e a presenca de

peixes intersexo, sdo evidéncias de desregulacdo endocrina em cativeiro;

Variaveis hematoldgicas e bioquimicas podem ser bons indicadores bioldgicos para o

monitoramento da condi¢do de saude dos peixes em ambiente de cultivo.
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