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Resumo. O objetivo foi descrever as alteragcdes morfofisioldgicas dos testiculos de Salminus hilarii
durante o ciclo reprodutivo anual. Os animais foram coletados na Bacia do Alto Tieté entre as cidades de
Salesopolis e Biritiba Mirim (SP). As andlises macro/microscépicas dos testiculos permitiram classificar
o desenvolvimento em trés estadios (pré-espermatogénico, espermatogénico e regressao) e identificar
seis tipos celulares (espermatogoénias, espermatdcitos, espermatides, espermatozoides, células de
Sertoli e Leydig). As concentragdes plasmaticas de estrégeno/progestageno ndo variaram durante
o ciclo reprodutivo. Entretanto, os andrégenos, testosterona e 11-cetotestosterona, aumentaram
progressivamente com a maturacdo testicular (alteracdo do epitélio germinativo continuo para
descontinuo) e concomitantemente com o aumento do indice gonadossomatico. Estes resultados
morfofisioldgicos sugerem que o periodo reprodutivo ocorre entre os meses de setembro a fevereiro.
Palavras-chave. tabarana; reproducdo; estradiol; testosterona; 11-cetotestosterona.
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Abstract. The objective was to describe the morphophysiological changes of Salminus hilarii
testis during the annual reproductive cycle. The animals were collected in the Alto Tieté River
Basin between Salesépolis and Biritiba Mirim cities (SP). Macro/microscopic analyzes of the testes
allowed the classification of three stages (prespermatogenic, spermatogenic and regression) and
six cell types (spermatogonia, spermatocytes, spermatids, spermatozoa, Sertoli and Leydig cells).
The plasma concentration of estrogen/progestogen did not change during the reproductive cycle.
However, androgens, testosterone and 11-ketotestosterone increased progressively with testicular
maturation (continuous germ-to-discontinuous epithelial changes) and concomitantly with increased
gonadosomatic index. These morphophysiological results suggest that the reproductive period occurs
between the months of September to February.

Keywords. tabarana; reproduction; estradiol; testosterone; 11-ketotestosterone.

Introdugao

A tabarana Salminus hilarii (Valenciennes, 1850),
pertence a classe Actinopterygii, Familia Characidae (Or-
dem Characiformes), distribuindo-se nos rios das bacias
do Alto Parand, Sdo Francisco e Tocantins, sendo encon-
trada também nos rios das bacias do Alto Amazonas e
Alto Orinoco (Lima et al., 2007; Marceniuk & Hilsdorf,
2010). S. hilarii é uma espécie carnivora (piscivora), de
porte médio, voraz, apresentando duas séries de den-
tes cOnicos, pontiagudos e com as pontas voltadas para

o interior da boca (Lima et al., 2007). Possui coloragdo
branca-prateada, nadadeira caudal vermelha, nadadeiras
peitorais, pélvicas, dorsal e anal levemente tingidas de
vermelho. S. hilarii é uma espécie migradora (peixe de
piracema), ou seja, precisa durante um determinado pe-
riodo do ciclo reprodutivo, subir até as cabeceiras dos rios
para a reproducdo (Honji et al., 2009, 2011a). Essa migra-
¢d0 é necessaria para o desenvolvimento de suas gonadas,
matura¢io e posteriormente a desova (Honji ef al., 2013;
Moreira et al., 2015).
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O Rio Tieté nasce em Salesépolis/SP, aproximada-
mente a 95 km da Capital do Estado e a partir do munici-
pio de Mogi das Cruzes/SP, devido a poluigao industrial e
esgoto sem tratamento comega a apresentar problemas na
qualidade de suas aguas. Desta forma, desde a nascente
em Salesdpolis até a regido de Mogi das Cruzes, pode-
-se dizer que o Rio Tieté apresenta apenas um pequeno
trecho onde as espécies icticas sobrevivem sem maiores
problemas. S. hilarii j& foi encontrada em abundancia
nos Rios Tieté e Pinheiros e em seus afluentes, em tre-
chos da Capital, como relatado por von Ihering (1929)
que comenta uma grande piracema de tabaranas no Rio
Tamanduatei (afluente do Rio Tieté), em que um grande
nimero de individuos invadiu a vérzea do rio e centenas
de quilos da espécie foram capturadas pelos pescadores.
No entanto, hoje em dia, S. hilarii esta reduzida a poucos
cardumes, confinada em alguns quilémetros desse rio e
seus tributdrios. Outro fato agravante é que a bacia do
Alto Tieté apresenta atualmente muitos problemas, que
podem colocar em risco a qualidade da agua e a diversi-
dade da fauna e flora. Entre os problemas mais evidentes
para a ictiofauna estdo a polui¢ao e as barragens (reserva-
torios), sendo que estes ultimos causam grandes proble-
mas para as espécies reofilicas (Silva et al., 2006).

Os estudos sobre a biologia de S. hilarii eram espar-
sos e comegou a se alterar a partir de 2005, quando S. hi-
larii passou a ser utilizada como modelo de estudos fisio-
logicos na Regido da Bacia do Alto Tieté, relacionando-
-se ainda os aspectos ambientais dessa regido. Um novo
esfor¢o de trabalho vem sendo dirigido a esta importante
espécie, gerando conhecimento sobre a mesma e preen-
chendo lacunas no conhecimento bioldgico desta impor-
tante espécie neotropical, como se constata nos trabalhos
sobre perfil de esteroides sexuais e expressdo de fshf3 e Ihf3
em fémeas (Moreira et al., 2015), mobilizagdo de substra-
tos energéticos em fémeas (Camargo, 2007), fecundidade
e desenvolvimento ovariano (Honji et al., 2009), caracte-
rizagdo histoldgica e imuno-histoquimica das células da
adeno-hipdfise de fémeas (Honji et al., 2013), efeitos do
bloqueio migratdrio no eixo hipdfise-goénadas de fémeas
(Amaral et al., 2007) e indugdo artificial a reproduc¢ao
em cativeiro (Honji et al., 2011a). Além desses estudos,
encontra-se disponivel na literatura especializada uma
abordagem geral da biologia reprodutiva (Andrade et al.,
2006; Takahashi, 2006), aspectos da sistematica e taxono-
mia (Lima et al., 2007) e alimentac¢do (Villares Junior &
Goitein, 2015, 2016). Os trabalhos supracitados abordam
temas gerais dentro da biologia basica de fémeas de S. hi-
larii, mas nenhum estudo foi realizado até o momento,
com foco na biologia/fisiologia de machos desta espécie.

Nos machos de teledsteos, o controle fisioldgico da
sintese de esteroides sexuais é semelhante ao descrito para
as fémeas (que é mais descritos e estudado se comparado
aos machos). O hormoénio foliculo estimulante (FSH) e o
hormoénio luteinizante (LH) estimulam a esteroidogénese
testicular e espermatogénese, sendo os andrdgenos, tes-
tosterona (T) e 11-cetotestosterona (11-KT) produzidos
pelas células de Leydig no tecido intersticial dos testicu-
los, sendo, esses hormdnios gonadais os mais importantes

no desenvolvimento dos testiculos e das caracteristicas
sexuais secundarias nos machos (Grier, 1993; Levavi-
-Sivan et al., 2010; Schulz et al., 2010; Zohar et al., 2010).
Os estrogenos e os progestdgenos apesar de serem con-
siderados horménios “femininos” sdo comumente sin-
tetizados e secretados na corrente sanguinea em machos
de vertebrados, sendo que, em machos de teledsteos, os
estrégenos sdo sintetizados e secretados em baixas con-
centragdes plasmaticas e para os progestagenos hd refe-
réncias indicando um papel fundamental na espermiagio
e no inicio da proliferacao espermatogonial (Schulz et al.,
2010). Portanto, os esteroides sexuais apresentam um pa-
pel importante no controle da espermatogénese em pei-
xes teledsteos.

Levando em considera¢do essas informacgdes, os
principais objetivos do presente estudo foram: 1) des-
crever os aspectos macro- e microscopico do desen-
volvimento testicular de S. hilarii; 2) relacionar o perfil
plasmiético dos esteroides sexuais (17[-estradiol (E),
17a-hidroxiprogesterona (17-OHP), testosterona (T) e
11-cetotestosterona (11-KT)) com o desenvolvimento
testicular. Os resultados obtidos no presente estudo, so-
mados ao conhecimento da biologia/fisiologia de fémeas
de S. hilarii, fornecem subsidios para aperfei¢oar o méto-
do de reprodugio induzida dessa espécie em pisciculturas
de conservagio, contribuindo para um melhor desempe-
nho reprodutivo em cativeiro, o que auxiliara no progra-
ma de repovoamento na Bacia do Alto Tieté e tributarios.

Materiais e Métodos
Coleta de machos de S. hilarii e amostragem bioldgica

Machos adultos de S. hilarii foram capturados por
pescadores artesanais no ambiente natural entre dois
pontos da Bacia do Alto Rio Tieté (Figura 1). O primeiro
ponto, os animais foram pescados na calha principal do
Rio Tieté (23° 32’ 45,3”S e 46° 08’ 03,2” W) e o segundo
ponto, na saida da barragem de Ponte Nova (também na
regido do Alto Rio Tieté) (230 34’ 36,5”S e 450 54 23,97
W). A frequéncia de amostragem foi planejada de acordo
com o ciclo reprodutivo da espécie congenérica S. brasi-
liensis (Weingartner & Zaniboni-Filho, 2005) e fémeas de
S. hilarii (Honji et al., 2009). Os animais foram capturados
utilizando-se a pesca artesanal (vara e isca viva), e essas
coletas foram realizadas entre os meses de abril de 2004
e outubro de 2005, levando-se em considera¢io o estddio
do ciclo reprodutivo ao longo do ano. Entretanto, é im-
portante salientar que o nimero de animais, nas diferentes
fases do ciclo reprodutivo, coletados ao longo desse ciclo
nao foi homogéneo, pois, existiu uma dependéncia na cap-
tura pelos pescadores e pelo regime pluviométrico. Além
disso, a quantidade de fémeas capturadas nas campanhas
de amostragem (Honji et al., 2009) foi sempre superior a
quantidade de machos capturados (pré-espermatogénico
(n=4); espermatogénico (n=5) e regressido (n=7)). Adi-
cionalmente, a coleta dos animais no ambiente natural foi
realizada com licenca ambiental de captura do IBAMA
(licenga n° 125 de 29 de dezembro de 2004).

Os machos coletados foram imediatamente trans-
portados ao laboratdrio e anestesiados por imersido em
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agua contendo MS-222 (tricaina metanosulfonato, Sigma
Diagnostics INS, St. Louis M.O. USA) neutralizado com
bicarbonato de sédio na propor¢do de 1g/10L. Em segui-
da uma amostra de sangue foi coletada por pun¢io da
vasculatura caudal, com uso de seringas de 5 ml e agu-
lhas descartaveis previamente heparinizadas (Liquemine
- Roche®). O sangue coletado foi transferido para tubos
também heparinizados e centrifugado por 10 minutos a
655,2 g. Em seguida o plasma foi separado em aliquotas
e acondicionado em criotubos, congelado imediatamente
em gelo seco e posteriormente armazenado em freezer a
-80°C até as analises do perfil plasmatico dos esteroides
sexuais.

Posteriormente a coleta de sangue, o comprimen-
to total (L, em cm) e a massa corporal total (W, em g)
foram registradas e, logo apds este procedimento, os ani-
mais foram eutanaziados por sec¢do da medula espinhal
de acordo com o Comité de Etica Animal da Universidade
de Mogi das Cruzes (CEMEA 0.28.04). Os animais foram
dissecados e os testiculos foram rapidamente removidos,
pesados (W, em g) e o ter¢o médio do I6bulo direito do
testiculo foi fixado em solu¢do de Bouin acético por 24
horas. O indice gonadossomatico (IGS) [IGS = (Wg /W) x
100] (Vazzoler, 1996) e as analises histologicas foram uti-
lizadas para a classificacao do desenvolvimento testicular
de S. hilarii.

Andlises histolégicas

Para as analises histoldgicas, os testiculos fixados fo-
ram processados de acordo com a metodologia descrita
por Honji et al. (2009). Rapidamente, as amostras fixadas
foram desidratadas gradualmente com uma série crescen-
te de etanol, clareadas e diafanizadas em dimetilbenzeno
(xilol), infiltradas e incluidas em Paraplast (Erv-Plast; Er-
viegas Instrumental Cirdrgico, Sdo Paulo, Brasil) e os cor-
tes de 5pm de espessuras foram realizados em micrétomo
(Leica - RM/2155, equipado com laminas descartaveis).
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Os cortes obtidos foram montados em laminas com poli-
-lisina (Poly-Lysine Solution - Sigma Diagnostics INS, St.
Louis M.O. USA) diluida em 1:3 (em 4gua destilada), para
auxiliar a fixacdo dos cortes nas ldminas. Posteriormen-
te, as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(Behmer et al., 1976). Em seguida, o material foi nova-
mente desidratado, diafanizado e montado com laminula
e goma Damar. As laminas foram analisadas sob micros-
copia de luz (Leica DM1000) e documentadas em um sis-
tema de captura de imagens (cdmera Leica DFC295 e sof-
tware de captura de imagens Application Suite Professional
Software, LAS V3.6).

Andlises dos esteroides sexuais plasmdticos

O perfil plasmatico de E, 17-OHP, T e 11-KT foram
quantificados por elisaimunoensaio (Enzyme Linked Im-
muno Sorbent Assay - ELISA). ParaE, 17-OHP e T (Diag-
nostic Systems Laboratories, Texas, USA) e para 11-KT
(Cayman Chemical Company, Michigan, USA), as anélises
foram realizadas em duplicata com “kits” comerciais. As
leituras das absorbancias foram realizadas em leitora de
microplaca (Tecan Sunrise, NC, USA).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as especificagdes dos fabricantes. Um ensaio piloto
utilizando 3 diferentes dilui¢oes de 3 distintas amostras foi
realizado para estabelecer a melhor dilui¢ao de trabalho.
A validagdo dos kits comerciais para S. hilarii foi deter-
minado calculando os coeficientes de variagdo (%CV) in-
tra- e inter ensaios, sendo que, o limite aceitavel para CV
foi 20,0 (Sink et al., 2008). Além disso, a metodologia de
ELISA ja foi validada para S. hilarii (Moreira et al., 2015).
Para o presente estudo, os limites para intra- e inter ensaio
foram (minimo-maximo): 0,69-14,76 e 3,32-16,54 % para
E; 1,50-16,80 e 2,92-18,97 % para 17-OHP; 0,87-19,48 ¢
0,21-2,48 % para T; 0,15-15,49 e 0,75-1,21 % para 11-KT.
Os limites de deteccao dos ensaios (de acordo com os fa-
bricantes) foram: 10pg/ml para E, 50pg/ml para 17-OHP,
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Figura 1. Salminus hilarii: Representacdo esquematica da Bacia do Alto Rio Tieté, apresentando a calha principal do Rio Tieté
entre as cidades de Biritiba Mirim (1) e a saida da Barragem de Ponte Nova, em Salesopolis (2). Fonte: DAEE (Departamento de

Aguas e Energia Elétrica).
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70pg/ml para T e 1,3pg/ml para 11-KT.

Andlises de dados

Para as andlises de resultados, o total de animais
coletados no presente estudo foi agrupado levando em
considera¢des os dados obtidos nas andlises histologicas
(mesmo estadio de maturagdo gonadal), nos valores de
IGS e nas caracteristicas macroscopicas dos testiculos (co-
loragdo e tamanho ocupado na cavidade abdominal dos
animais). Para as identificacbes das diferengas estatisti-
cas entre os estadios de maturag¢io gonadal, referente aos
dados morfométricos e ponderais (comprimento total e
massa corporea), dos valores de IGS e de IHS e do perfil
plasmatico dos esteroides sexuais (T, 11-KT, E, e 17-OHP)
foram realizadas andlises de variancia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de Tukeys. Adicionalmente, os dados
sdo apresentados como média + erro padrio da média
(Média + EPM) e as andlises foram realizadas, utilizando-
-se 0 programa estatistico SigmaStat for Windows (Version
3.10 Copyright©).

Resultados

Todos os animais capturados neste estudo eram se-
xualmente maduros e apresentaram a nadadeira anal as-
pera, com presenca de espiculas. O comprimento total e
a massa corporea total variaram entre (minimo-maximo)
22,5 e 35,5 cm (com média de 27,10 + 1,0 cm) e 110,00 e
400,00 g (com média de 205,60 + 23,70 g). Os pardmetros
biomnétricos de S. hilarii coletados no ambiente natural
estdo apresentados na Tabela 1.

Desenvolvimento testicular: andlises macroscépicas e mi-
croscopicas

Os testiculos de S. hilarii sio érgaos pares, tubulares
e alongados e menores que os ovarios (observacio pes-
soal), e que durante o desenvolvimento se tornam esbran-
quicados.

As analises histoquimicas dos testiculos permitiram
identificar as células de linhagens germinativas. Essa iden-
tificagdo foi realizada obedecendo-se a ordem do processo
espermatogénico, com base nas caracteristicas observadas
na microscopia de luz, além das estruturas testiculares
(caracteristicas morfologicas do citoplasma, nucleo e ta-
manho das células):

Espermatogénias: sdo as maiores células da linha-
gem germinativas se comparadas com espermatocitos e
espermatides. Sdo as células mais féceis de serem identi-
ficadas no epitélio germinativo devido ao seu tamanho,
por serem esféricas e por apresentarem nucleo grande de
posicdo central (Figura 2a). O citoplasma dessas células é
abundante e pouco corado;

Espermatdcitos: sdo células germinativas bem me-
nores se comparados com as espermatogdnias, devido a
diminui¢édo do volume citoplasmatico (Figura 2a). O nu-
cleo ainda ¢ central e essas células ainda continuam em
ninhos delimitados pelas células de Sertoli. O citoplasma
desta célula é pouco distinguivel, devido ao pequeno vo-
lume;

Espermatides: sdo as menores células que permane-

cem em cistos (pequenas células esféricas), possuem um
citoplasma escasso e sao densamente coradas (Figura 2a);

Espermatozoides: essas células apresentam flagelos,
e no momento em que ocorre o rompimento dos cistos,
os espermatozoides sdo liberados para o tibulo semini-
fero (Figura 2b). Essas células também sdo densamente
coradas como as espermatides, mas nao se apresentam em
forma de cistos;

Células de Sertoli: o citoplasma dessa célula é escas-
s0, nucleo basdfilo e evidente. O aspecto morfoldgico é de
uma célula com forma piramidal e com um contorno ir-
regular, além do ntcleo na periferia da célula. E possivel
observar os prolongamentos dessas células (Figura 2c¢);

Tecido intersticial: nesse tecido foram observadas
células de musculatura lisa, vasos sanguineos, além das
células de Leydig, que possuem citoplasma aciddfilo (Fi-
gura 2d).

Adicionalmente, no compartimento dos testiculos
de S. hiarii, foi observado que as espermatogdnias estio
distribuidas por toda sua extensao, podendo ser classifica-
do como do tipo espermatogonial irrestrito.

Criou-se uma escala de maturidade para os testi-
culos de S. hilarii, levando-se em consideragdes as obser-
vagdes macroscopicas e microscopicas, além dos valores
individuais de IGS. Abaixo segue a escala de maturidade
gonadal para S. hilarii:

Pré-espermatogénico: macroscopicamente os tes-
ticulos sdao pequenos, filiformes, apresentam coloragdo
esbranquicada, contorno irregular e estendem-se até a re-
gido anterior da cavidade abdominal. Microscopicamen-
te, os tubulos seminiferos apresentam cistos com células
germinativas em diferentes fases de desenvolvimento (es-
permatogonias, espermatocitos e espermatides), além de
apresentar um epitélio germinativo continuo (Figura 3a),
ou seja, em todo o contorno dos tubulos foi observada a
presenca de cistos germinativos em toda a drea;

Maduro (espermatogénico): macroscopicamente
os testiculos ocupam um espago consideravel na cavida-
de abdominal e apresentam a coloragéo esbranquigada.
Adicionalmente, foi observada a presenca de espiculas na
nadadeira anal dos exemplares. Microscopicamente, os
ltmens dos tubulos seminiferos apresentam-se repletos
de espermatozoides, além de apresentar um epitélio ger-
minativo descontinuo (Figura 3b), no qual, observam-se
areas desprovidas de revestimento (cistos germinativos) e
areas onde permaneciam esses cistos com células em to-
das as fases de desenvolvimento;

Regressdo: macroscopicamente os testiculos apre-
sentam uma redug¢do de tamanho em relacio a fase ma-
dura, além de apresentar um aspecto hemorragico. Mi-
croscopicamente o didmetro dos ductos foi reduzido e
consequentemente, o volume testicular também ¢é reduzi-
do (Figura 3c) se comparado com o maduro (Figura 3d).
Além disso, neste estadio ¢ possivel observar que o epitélio
germinativo é descontinuo, com células de Sertoli e esper-
matogonias dispersas ao longo dos ductos.

Indice gonadossomdtico
Alteragdes no tamanho dos testiculos de S. hilarii
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durante o desenvolvimento gonadal foram macroscopi-
camente observadas e podem levar ao aumento da mas-
sa corporea total. Os valores médios do IGS aumentaram
apos o processo de maturagdo dos testiculos diminuindo
apenas no estagio de regressao. O valor de IGS foi de 0,78
+ 0,23% no estagio pré-espermatogénico, aumentando
para 5,13 + 0,58% no estagio maduro (estdgio espermato-
génico) e, em seguida, regredindo para 1,25 + 0,12% du-
rante o estagio de regressao. As analises de IGS durante o
ciclo reprodutivo mostraram um aumento significativo de
pré-espermatogénico para o estagio espermatogénico (P
< 0,001) e diminuiu para o estagio regressio (P < 0,001)
(Tabela 1).

Andlises dos esteroides sexuais plasmdticos

O perfil plasmatico dos esteroides sexuais, T, 11-KT,
E,, 17-OHP foram apresentados, respectivamente, nas fi-
guras 4 e 5.

As concentragdes plasmaticas de T e 11-KT fo-
ram baixas nos estadios pré-espermatogénicos e aumen-
taram nos estagios espermatogénicos e diminuiram nos
estagios de regressao (ambos P < 0,001) (respectivamente,
Figuras 4a e 4b).

Contrariamente aos androgenos, o perfil plasmatico
de E, ndo apresentou diferenga estatistica entre os distin-
tos estadios de maturagdo (P = 0,173) (Figura 5a). Assim
como, para 17-OHP, que também néo houve diferenca es-

tatistica entre os grupos experimentais (P = 0,357) (Figura
5b).

Tabela 1. Distribui¢do morfométrica e ponderal, indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomético (IHS) por estiddio de matura-
¢ao gonadal de Salminus hilarii em ambiente natural. Os dados sdo apresentados por média + erro padrdo da media (M + EPM).
Valores seguidos por diferentes letras sdo significativamente diferentes entre os estadios de maturagdo gonadal (P<0.05).

Estadio Sle n Comprimento Massa corpdrea IGS IHS
maturagao total (cm) total (g)
Pré-espermatogénico 4 28,50 +/- 1,54° 236,25 +/-42,49* 0,78 +/-0,23* 0,74 +/- 0,10°
Espermatogénico 5 28,82 +/- 0,98 248,00 +/- 28,35* 5,13 +/- 0,58 0,73 +/-0,12¢
Regressdo 7 25,00 +/- 1,76° 157,71 +/- 40,43*  1,25+/-0,12* 0,82 +/- 0,09°

Figura 2. Salminus hilarii: Secgdes histoldgicas apresentando as diferentes fases de desenvolvimento testicular e os diferentes
estadios de maturagdo gonadal: a) células testiculares: espermatogodnias (SG), espermatdcitos (SC) e espermdtides (ST); b) ductos
testiculares com espermatozoides (SZ); c) célula de Sertoli (S), notar os finos prolongamentos dessa célula (cabega de seta), esper-
matogdnias (SG) e espermétides (ST); d) tecido intersticial (TI), evidenciando as células de Leydig (asterisco). a-d: Hematoxilina

e Eosina. Barras: a,c,d = 20pm; b = 100um.
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Figura 3. Salminus hilarii: Sec¢des histologicas apresentando a alternancia de epitélios (continuo e descontinuo): a) epitélio
germinativo continuo (EGC), ducto (D) e tecido intersticial (TT); b) epitélio germinativo descontinuo (EGD) e espermatozoides
(SZ); c) aspecto microscopico de secgio transversal de testiculo, evidenciando os ductos com espermatozoides residuais (cabega
de seta) em estadio de regressdo; d) aspecto microscopico de secgdo transversal de testiculo, evidenciando os ductos (D) repletos
de espermatozoides (SZ) em estadio maduro (espermatogénico). a-d: Hematoxilina e Eosina. Barras: a,b = 100um; ¢,d = 300um.
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Figura 5. Salminus hilarii: Perfil plasmatico dos esteroides se-
xuais por estddio de maturagdo gonadal: a) 17B-estradiol; b)
17a-hidroxiprogesterona. Os dados sdo expressos em média
+ erro padrdo da média (M £ EPM).
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Discussao

Os machos de S. hilarii apresentaram nadadeira anal
aspera (com a presenca de espiculas), durante a fase de
maturagdo do ciclo reprodutivo, sendo que, ocorre varia-
¢do no grau de aspereza ao tato bem como na sua frequén-
cia em relagdo ao desenvolvimento gonadal. Caracteristica
de muitas espécies da familia Characidae, como reporta-
do em diversos trabalhos (Baldisseroto & Gomes, 2005;
Marceniuk & Hilsdorf, 2010). A presenca de espiculas na
nadadeira anal de individuos machos tem sido registrada
em algumas espécies de teleosteos da familia Characidae,
como por exemplo: S. brasiliensis (Weingartner & Zani-
boni-Filho, 2005), Astyanax altiparanae (Porto-Foresti
et al., 2005), Brycon orthotaenia (Sato et al., 2003), entre
outras espécies. A ocorréncia de nadadeira anal aspera
ao toque, tem sido considerada uma caracteristica sexual
secundaria tempordaria, presentes somente no periodo de
reproducdo (Porto-Foresti et al., 2005) e, portanto, pode
ser uma caracteristica utilizada para selecionar os machos
aptos para a reproduc¢io em cativeiro.

Em relagao as caracteristicas morfométricas dos ma-
chos de S. hilarii, se comparado com os dados de compri-
mento e de massa corporea de fémeas capturadas na mes-
ma regido do Alto Tieté (Honji et al., 2009), foi possivel
constatar que as fémeas apresentam tamanhos e massas
maiores do que os machos (40.7 cm para fémeas e 30.9 cm
para os machos). Este padrdo de crescimento entre ma-
chos e fémeas ¢é tipico de S. hilarii, sendo reportado ini-
cialmente por Godoy (1975), Takahashi (2006), Villares-
-Junior et al. (2007) e no presente estudo. As caracteris-
ticas gerais dos testiculos de S. hilarii, seguiram o mesmo
padrdo anatdmico da maioria dos teledsteos. Os testiculos
sdo Orgdos bem menores que os ovarios, pares, tubulares
e alongados, que ao longo do desenvolvimento se tornam
esbranquigados, como constatado por Takahashi (2006)
para S. hilarii amostrados na regidao média do Rio Tieté
(préximo ao municipio de Sorocaba/SP).

De uma forma geral, como o desenvolvimento testi-
cular também altera o tamanho do testiculo, consequen-
temente ocorreu uma alteragio na massa corporea total
desses animais. Essa alteracdo de tamanho é observada
também nos valores de IGS, ou seja, conforme o animal
torna-se maduro, ocorre um aumento nos valores de IGS,
diminuindo no estadio regressdo. Takahashi (2006) tam-
bém relata que os maiores valores de IGS para os machos
foi encontrado nos animais no estadio maduro. Além dis-
so, é observado que os machos de S. hilarii permanecem
maduros por um periodo mais prolongado se comparados
com as fémeas e apresentam valores de IGS menores do
que as mesmas (Honji et al., 2009). O maior valor de IGS
encontrado no presente estudo foi no estddio maduro e
as analises histologicas dos testiculos mostraram que os
mesmos apresentam um epitélio germinativo descontinuo
e que estavam no estddio maduro, com a presenga de mui-
tos espermatozoides nos ductos.

A ocorréncia de machos de S. hilarii em estagio de
regressdo no ambiente natural, sugere que o rio Tieté passa
por alteracdes ambientais (por exemplo, baixa qualidade
de dgua, ou a presenca de poluentes) que refletem no ciclo

reprodutivo das espécies que habitam essa regido, como é
o caso de 8. hilarii. A presenca de machos em regressio no
ambiente natural, também estdo de acordo com Honji et
al. (2009), pois estes autores encontraram oocitos atrési-
cos em fémeas de S. hilaii (no mesmo periodo de amostra-
gem que os machos), sugerindo o mesmo problema para a
Bacia do Alto Rio Tieté.

Apesar da diversidade de espécies de vertebrados vi-
ventes, de acordo com Grier, (1993) e Schulz et al. (2010),
os testiculos dos vertebrados sdo classificados em 3 tipos,
de acordo com a organizagdo do compartimento germi-
nativo (tubular, tubular anastomosado e lobular). No caso
dos testiculos tubulares, o compartimento germinativo é
formado por tabulos, que ndo terminam na periferia do
testiculo e cujas extremidades estdo conectadas a um sis-
tema de ductos (rete testis). Esse tipo de testiculo (tubu-
lar) é encontrado em répteis, aves e mamiferos (amniotas)
(Grier, 1993). Com rela¢do a morfologia do compartimen-
to germinativo, a estrutura testicular de S. hilarii é cons-
tituida por uma rede de tibulos ramificados e anastomo-
sados que ndo terminam na periferia testicular em fundo
cego. Este tipo de testiculo é caracteristico de um testiculo
tubular anastomosado segundo Grier, (1993) e Parenti &
Grier (2004).

Ainda sobre a classificacio dos testiculos, Grier,
(1993) apresenta que a estrutura testicular dos teledsteos
pode ser dividida em dois grupos, de acordo com a dis-
tribuicdo das espermatogbnias ao longo dos testiculos.
O primeiro tipo é o espermatogonial restrito, ou seja, as
espermatogOnias estdo confinadas na por¢do terminal
distal dos 16bulos, como observado nos Atheriniformes e
Cyprinodontiformes (Parenti & Grier 2004); e o segundo
tipo é o espermatogonial irrestrito, que neste caso, as es-
permatogonias estdo distribuidas por toda a extensdo dos
l6bulos, como em Percomorpha (Parenti & Grier 2004).
O compartimento germinativo dos testiculos de S. hilarii,
apresentou espermatogodnias distribuidas por toda a sua
extensdo, podendo ser classificado como do tipo esperma-
togonial irrestrito, como a maioria dos peixes teledsteos
considerados mais basal (Parenti & Grier 2004).

Os androgenos (T e 11-KT) sdo os hormonios que
estimulam o aparecimento de caracteres sexuais secunda-
rios nos machos, além de participar no comportamento
reprodutivo e diferenciagdo sexual (Schulz et al., 2010),
sendo produzidos pelas células de Leydig e sdo os hor-
monios mais importantes na espermatogénese em pei-
xes teledsteos (Birba et al., 2015). Para S. hilarii, o perfil
plasmatico de T e 11-KT também estdo de acordo com a
literatura especializada, pois esses esteroides gonadais va-
riaram de acordo com a maturagdo sexual, ou seja, ambos
aumentam durante a espermatogénese. Além disso, estes
resultados hormonais obtidos no presente estudo, podem
ser corroborados pelas analises microscdpicas, quando o
epitélio germinativo alternou-se de continuo para descon-
tinuo.

Apesar do perfil plasmético de E, em S. hilarii nao ter
variado durante o periodo reprodutivo, a agdo do E2 tem
sido bem documentada, apresentando multiplas fun¢oes
reprodutivas e ndo reprodutivas, como alteragdes metabo-
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licas, comportamentais e morfologicas durante o periodo
reprodutivo em fémeas de peixes teledsteos (Lange et al.,
2003; Young et al., 2005; Mennuet et al., 2005). E bem co-
nhecido que o E, produzido pelas células foliculares induz
as células hepaticas a sintetizar e secretar a vitelogenina
(Zohar et al., 2010; Levavi-Sivan et al., 2010; Mylonas et
al.,, 2010). Embora, o E, esteja listado como hormonio fe-
minino, muitos estudos mostraram a presen¢a de E, e seus
receptores em machos de espécies de vertebrados (Young
et al., 2005), no entanto, a especifica fun¢do do E, na re-
produciao de machos nio tem sido estabelecida. Segundo
Schulz et al. (2010), descrevem que o E, estd envolvido na
regulagdo da espermatogénese, via interagdo com as célu-
las de Sertoli, com a maior atividade ocorrendo nas fases
iniciais da proliferacdo espermatogonial. Esta informagao
foi observada no presente estudo, pois a concentragio
plasmatica de E, em machos de S. hilarii foi ligeiramente
elevada no estagio pré-espermatogénico. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para confirmar esta regulacio da
espermatogénese em machos de S. hilarii.

O progestageno 17-OHP é o precursor do I7q,
20[-dihydroxy-4-pregnen-3-one, considerado como o este-
roide responsavel pela indu¢do da maturagao final e ovu-
lagdo em peixes teledsteos (Zohar et al., 2010; Mylonas et
al., 2010; Moreira et al., 2015). No entanto, devido a falta
de imunoensaios especificos para 17a, 20B-dihydroxy-
4-pregnen-3-one em Characiformes (como é o caso de
S. hilarii), o perfil plasmatico do precursor, 17-OHP em
algumas espécies de fémeas de peixes neotropicais apre-
sentaram interessantes interpretagdes fisioldgicas (Amaral
et al., 2007; Honji et al., 2011b). Estes estudos supracita-
dos, sugerem que a falha na ovulagio e desova em fémeas
reofilicas quando sdo mantidas em cativeiro é devido a
falha na conversio de 17-OHP em 17a, 20B-dihydroxy-
4-pregnen-3-one. Para machos, estudos fisioldgicos das
possiveis funcdes de 17-OHP sdo escassos e necessitam de
maiores esfor¢os para elucidar as fungdes/participagdes
deste esteroide na fisiologia reprodutiva de peixes teleds-
teos. A tendéncia de altos valores de 17-OHP durante os
estagios de pré-espermatogénico e espermatogénico em
S. hilarii, sugerem a participacdo dos progestigenos na
regulagdo de varias funcdes testiculares, como a indugio
a espermiacdo (observado em Samonidae) (Schulz et al.,
2010), aumento na produgdo de sémen (Yueh & Chang,
1997) e estimulagdo da motilidade dos espermatozoides
(Tubbs & Thomas, 2008).

Em resumo, o presente resultado da histologia dos
testiculos fornece a primeira caracterizagao histoldgica do
desenvolvimento de testiculos em S. hilarii no ambiente
natural na Bacia do Alto do Rio Tieté. A concentracio
plasmatica de T, 11-KT, E, e 17-OHP em machos suge-
rem sua participacio em diferentes estagios de maturagdo
gonadal do ciclo reprodutivo desta espécie e de maneira
semelhante ao observado em outros teledsteos estudados.
Além disso, mudangas no perfil de concentra¢do de hor-
monios plasmaticos refletem modificagdes na histologia
testicular também, sugerindo suas implicacdes na regula-
¢do de eventos de espermatogénese em S. hilarii. Como os
estudos que abordam o controle hormonal da reprodugio

em machos de peixes neotropicais sdo escassos e estudos
focados na identificagdo dos efeitos fisioldgicos e mecanis-
mo de acdo dos hormonios esteroide sexuais em S. hilarii
sdo inexistentes, acdes sdo necessarias para fornecer um
conhecimento detalhado da fisiologia reprodutiva desta
espécie e assim, ajudar a melhorar o manejo dessa espécie
em cativeiro fornecendo dados para o programa de repo-
voamento dessa espécie na Bacia do Alto Rio Tieté e seus
afluentes, pois S. hilarii apresenta varios problemas de dis-
funcéo reprodutiva quando mantidas cativeiro, principal-
mente as fémeas.
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