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ambiente natural naBaia da llha Grande, Rio de Janeiro. ®Letras diferentes

representam diferencas estatisticas entre as estagdes (P<0,001).
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Figura 12. Frequéncia de ocorréncia (%) dos diferentes estadios de
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durante o ciclo reprodutivo em ambiente natural. Baia da Ilha Grande, Rio de
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Vi

30

30

31

32

33

33

34

35

35



viii

O presente trabalho teve como objetivo estudar a morfologia e fisiologia reprodutiva de
Lobotes surinamensis em ambiente natural, reunindo informacgdes que permitam
trabalhos aplicados na producdo e conservacdo desta espécie. Machos e fémeas adultos
foram coletados na Baia da Ilha Grande, Rio de Janeiro durante a primavera (outubro-
novembro-dezembro), verdo (janeiro-fevereiro-margo), outono (abril-maio-junho) e
inverno (julho-agosto-setembro). Os perfis plasmaticos dos esteroides gonadais, 17f-
estradiol (E2), 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) e 11-cetotestosterona (11-KT) foram
analisados em fémeas, e a concentracdo de testosterona (T) e 11-KT nos machos.
Anélises histologicas das gonadas foram realizadas como uma ferramenta para
avaliacdo morfoldgica, que foi corroborada com os dados fisioldgicos, durante o ciclo
reprodutivo. Foram analisadas ainda a expressao génica hipofisaria do fshp e Ihg e a
fecundidade relativa pelo nimero de odcitos desenvolvidos. Durante a primavera e
verdo, as fémeas estavam com o0s ovarios desenvolvidos e capazes de desovar, com
odcitos vitelogénicos e desenvolvidos, e zona radiata bem evidente. No outono e
inverno, as fémeas estavam se preparando para o periodo reprodutivo, com predominio
de ninhos de oogdnias e odcitos perinucleolares de uma forma geral. A concentracdo
plasmética de E2 se manteve elevada nas fémeas durante a primavera em relacdo ao
verdo e outono/inverno. O perfil anual deste esteroide nas fémeas de L. surinamensis
pode ser relacionado com o grau de desenvolvimento do foliculo ovariano, observado
na histologia. J4 a concentragdo plasmética de 11-KT foi inversa ao observado para o
E2, com baixa concentracdo na primavera e tendéncia a elevacdo no inverno,
corroborando com o papel da 11-KT no crescimento primario dos odcitos. A
concentracdo plasmética de 17-OHP nas fémeas ndo apresentou diferencas
significativas entre as estacfes, 0 que sugere que este nao seja 0 progestageno ativo em
teledsteos, mas sim o precursor do esteroide indutor da maturagdo final (MIS). Na
primavera e no verdo, o Ihg apresentou expressdo maior do que no periodo
outono/inverno em fémeas, enquanto o fshp se manteve com niveis de expressdo
constante durante todas as estacdes. Nos machos, a analise histoldgica dos testiculos,
mostrou que na primavera e no verdo, os ductos espermaticos estavam preenchidos com

espermatozoides, evidenciando o periodo de espermiacdo, ja no periodo outono/inverno



houve predominancia de cistos de espermatogonias e as células em diferentes estagios
de desenvolvimento, o que corresponde a uma fase de maturacdo inicial, ou seja,
preparacdo para o periodo reprodutivo. A concentracdo plasmética de T nos machos se
manteve estavel ao longo das estagdes, ja a concentracdo plasmatica de 11-KT foi mais
elevada na primavera quando comparada ao periodo outono/inverno. Na primavera e
verdo, a expressdo de Ihgfoi mais elevada que no periodo outono/inverno, enquanto de
forma similar as fémeas, os niveis de expressao de fshpndo se alteraram ao longo das
estacOes. As analises de expressdo destas gonadotropinas, associadas a concentracdo dos
esteroides gonadais e a morfologia gonadal deixou evidente que o pico do periodo

reprodutivo de L. surinamensis ocorre na primavera, estendendo-se até o verao.



The present study aimed to study the morphology and reproductive physiology of
Lobotes surinamensis in a natural environment, gathering information that allows
applied works in the production and conservation of this species. Adult males and
females were collected in the Baia da Ilha Grande, Rio de Janeiro during the spring
(October-November-December), summer (January-February-March), autumn (April-
May-June) and winter (July-August-September). Plasma profiles of gonadal steroids,
17B-estradiol (E2), 17-hydroxyprogesterone (17-OHP) and 11-ketotestosterone (11-KT)
were analyzed in females, and the concentration of testosterone (T) and 11-KT in males.
Histological analyzes of the gonads were performed as a tool for morphological
evaluation, which was corroborated with the physiological data, during the reproductive
cycle. The genetic expression of fshg and Ihg and the relative fecundity by the number
of developed oocytes were also analyzed. During spring and summer, the females had
the ovaries developed and capable of spawning, with vitellogenic and developed
oocytes, and a well evident radiata zone. In autumn and winter, females were preparing
for the reproductive period, with a predominance of nest of oogonia and perinucleolar
oocytes in general. The plasma concentration of E2 remained higher in females during
the spring in relation to summer and autumn/winter. The annual profile of this steroid in
L. surinamensis females may be related to the degree of development of the ovarian
follicle observed in histology. The plasma concentration of 11-KT was inversely of that
observed for E2, with a low concentration in the spring and a tendency to increase in
winter/autumn, corroborating the role of 11-KT in the primary oocyte growth. The
plasma concentration of 17-OHP in the females did not present significant differences
between the seasons, suggesting that this is not the active progestogen in teleosts, but
the precursor of the final maturation inducing steroid (MIS). In spring and summer, Ihg
presented higher gene expression than in the autumn/winter period in females, while
fshp remained with constant expression levels during all seasons. In males, the
histological analysis of the testicles showed that in the spring and summer, the sperm
ducts were filled with spermatozoa, evidencing the period of spermiation, whereas in
the autumn/winter period there was a predominance of cysts of spermatogonia and cells
in different stages of. development, which corresponds to an initial maturation stage,
that is, the preparation for the reproductive period. The plasma concentration of T in
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males remained stable throughout the seasons, whereas the plasma concentration of 11-
KT was higher in the spring when compared to the autumn/winter period. In spring and
summer, the expression of Ihg was higher than in the autumn/winter period, while
similarly to females, fshg expression levels did not change over the seasons. The
analysis of the expression of these gonadotropin genes, associated with the
concentration of gonadal steroids and gonadal morphology, made it evident that the
peak of the reproductive period of L. surinamensis occurs in the spring, extending until

the summer.



1. Introducéo

Os organismos apresentam interacdes intraespecificas, interespecificas, além de
interacbes com as variaveis ambientais. Na interagdo organismo-ambiente, o individuo
percebe o ambiente, interpreta as mudancas ocorridas em seu entorno e depois traduz
essa informacdo em uma resposta neural e/ou hormonal que finalmente regula as
respostas morfoldgicas, fisiologicas e comportamentais. Em principio esses fendbmenos
foram estudados por De Wilde (1978) e revisado por Wingfield et al. (2011). Em geral,
a percepcdo das mudancas nas condi¢fes ambientais envolve dois processos principais,
segundo Wingfield et al. (1998):

a) Através da resposta celular direta as condi¢cbes ambientais (como
temperatura, osmolaridade, pH, e etc.) que ndo envolve acdo nervosa ou
hormonal. Sdo exemplos destas respostas, as células mucosas do trato
gastrointestinal moduladas por mudancas de pH e também as células de
cloreto das branquias dos peixes frente a osmolaridade da agua.

b) Ou ainda pela resposta celular indireta, através do estimulo ambiental
percebido por sensores no organismo, conduzidos aos centros integradores,
por exemplo, o sistema nervoso central (SNC), e respondendo ao estimulo
por acdo nervosa efou enddécrina com acdo morfofuncional e

comportamental.

Nesse ultimo caso, essa resposta garante o equilibrio dindmico, ou seja, o
conceito de homeostase, redefinido por Cannon (1929), onde basicamente 0 organismo
detecta e responde aos desvios das varidveis fisioldgicas, culminando em respostas
efetoras que restauram as variaveis para faixa fisioldgica ideal por retroalimentacéo
negativa (do inglés, feedback). Apesar desse conceito ter sido aplicado na interacao
interna no organismo, ele pode ser facilmente estendido para a interacdo organismo-

ambiente.

Dentre os diversos ambientes, o aquatico ocupa trés quartos do planeta Terra,
sendo que o bioma marinho abrange 70% da superficie terrestre (Field et al., 1998). O
oceano se distribui em pelo menos 50 regides biogeograficas (Longhurst, 2010) e a

maioria delas, em geral, estdo sob controle da interface oceano-atmosfera, como



insolacdo, ventos, correntes marinhas e tempestades (Mann; Lazier, 2013). Tais fatores
abidticos somados ao bioticos, como produtividade priméria, por exemplo, contribuem
para a heterogeneidade ambiental em escala temporal e espacial, criando diversas
condi¢des (Horne; Schneider, 1994), permitindo a construgcdo de habitats e nichos. A
heterogeneidade ambiental assim como a sensibilidade dos organismos marinhos as
variaveis ambientais, gera as amplas respostas bioldgicas. A sensibilidade varia intra e
inter-especificamente e as respostas dos organismos irdo ocorrer nos diferentes niveis de

organizacédo (Portner et al., 2014).

Nas diferentes espécies do grupo Actinopterygii (peixes com nadadeiras
raiadas), assim como na maioria dos animais ectotérmicos, a temperatura, assim como o
fotoperiodo, sdo varidveis ambientais fundamentais na regulacéo das diversas atividades
bioldgicas, principalmente no controle de todos o0s processos reprodutivos: da
gametogénese até o desenvolvimento larval (Pankhurst; Munday, 2011). Nos craniados,
as variaveis ambientais e comportamentos sociais sdo transduzidos ao SNC e os
processos reprodutivos sao controlados endogenamente pelo eixo hipotalamo-hipofise-
gbnadas (HHG). Os corpos celulares de neurbnios presentes principalmente no
hipotalamo sintetizam e secretam o hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH). Nos
teledsteos, o sistema porta hipofisario é ausente, entdo, as fibras nervosas hipotalamicas
se ramificam ao longo da adeno-hipofise, secretando o GnRH, que estimula a sintese e
secrecdo das gonadotropinas (GtH), como os hormonios foliculo-estimulante (FSH) e
luteinizante (LH), que modulam muitos aspectos do desenvolvimento gonadal, agindo
tanto nos ovarios quanto nos testiculos, regulando a esteroidogénese, a foliculogénese, a
ovulacdo e a espermatogénese (Levavi-Sivan et al., 2010; Zohar et al., 2010). Os
horménios esteroidais gonadais também atuam no hipotalamo e/ou na hipofise para
regular positivamente ou negativamente a sintese e secrecdo de LH e FSH (Levavi-
Sivan et al., 2010).

Os hormonios esteroides sdo derivados do colesterol e encontrados nos cordados
e artropodes, e em ambos 0s tdxons sdo importantes na reproducéo (Young et al., 2005).
Nos craniados adultos, trés esteroides estdo relacionados a reproducdo: estrogénios,
androgénios e progestagenos (Young et al., 2005), que sdo produzidos principalmente
em células especializadas nas gbnadas. Estas células expressam genes de enzimas que

atuam na via esteroidogénica cujos produtos modificam o colesterol e seus derivados



atuando nas células germinativas, glandulas reprodutivas e acessorias e no

comportamento sexual (Young et al., 2005).

A sintese de esteroides se inicia a partir da conversdo do colesterol por enzimas
da familia do citocromo P450. A primeira enzima da familia, a P450 de clivagem de
cadeia lateral (P450scc), localizada na regido interna da membrana mitocondrial,
converte o colesterol em pregnenolona (P5), sendo substrato para a sintese da
progesterona (P4) convertida pela enzima 3B-HSD (3 beta-hidroxiesteroide
desidrogenase). Os subprodutos da P4, a 17-hidroxipregnenolona (17-OHP5) e a 17-
hidroxiprogesterona (17-OHP4), podem ser convertidos em 17,20B-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (17,20BP) [ou DHP (dihidroprogesterona) ou MIS (do inglés, Maturation
Inducing Steroid, traduzindo, esteroide indutor da maturacdo)] pela enzima 203-HSD
(20 beta-hidroxiesteroide desidrogenase) dependendo da fase do ciclo reprodutivo
(Lubzens et al., 2010). A 17-OHP5 e a 17-OHP4 também sdo convertidas pelas enzimas
P450c17 (17-hidroxilase), 3p-HSD e 17B-HSD (17 beta-hidroxiesteroide desidrogenase)
em testosterona (T), que € convertida em 11-cetotestoterona (11-KT) pela enzima 11p-
HSD (11 beta-hidroxiesteroide desidrogenase) ou em 17p-estradiol (E2) pela P450arom
(P450 aromatase) (Lubzens et al., 2010).

O 11-KT era até entdo considerado esteroide exclusivo de teledsteos (Schulz;
Miura, 2002), todavia, estudos recentes demonstram que o 11-KT esta presente também
nas gdnadas humanas e representa um dos principais androgenos humanos (tanto
masculino quanto feminino) (Imamichi et al., 2016), que assim como nos teledsteos é
produzido pelas células de Leydig (testiculos) e na teca (foliculo ovariano) (serdo
melhores detalhadas no decorrer do texto). Apesar de ja conhecer a sintese do 11-KT
em humanos desde o século passado (Zhao; Li, 1994), os efeitos desse esteroide nos
mamiferos ainda ndo sdo totalmente compreendidos.

Os ovarios das fémeas dos Actinopterygii estdo localizados nos antimeros
laterais na cavidade corpdrea e constituidos pelos foliculos ovarianos, formados pelo
odcito envolto pelas células granulosas, 1amina basal e pela teca (camada somatica)
(Grier, 2000). Os principais estagios do desenvolvimento oocitario e folicular incluem:
formacdo das células germinativas primordiais (PGCs, do inglés Primordial
Germinative-Cells), a maturacdo das PGCs em oogobnias, em seguida em od6citos de

crescimento primario (PGOs, do inglés Primary Growth Oocytes) pelo inicio da meiose,



formacdo dos alveolos corticais, a vitelogénese e desenvolvimento oocitario até a
maturacao final e ovulagédo/desova (Patifio; Sullivan, 2002).

A formacdo das PGCs ocorre a partir do desenvolvimento de células
germinativas e elas geram gametas (em ambos o0s sexos). Logo apds a fecundacdo do
odcito e durante os estagios iniciais da embriogénese, um namero pequeno de PGCs ndo
divisiveis é produzido (Lubzens et al., 2010). A formac&o de oogbnias a partir das PGCs
ocorre pela diferenciacdo sexual por andrégenos e estrogenos, que no caso das fémeas,
pelo E2 a partir da secrecdo da teca e granulosa por estimulo do FSH (Hughes, 2001,
Ross; Capel, 2005). A transformacdo das PGCs em oogobnias envolve mudancas
estruturais no interior das PGCs e cada oogdnia multiplica-se por divisdes mitdticas por
acdo do E2 formando ninhos de oog6nias com as células pré-foliculares, que se
desenvolvem para formar o foliculo (Lubzens et al., 2010).

A formacdo do foliculo caracteriza os PGOs, ou seja, nessa transicdo, as
oogobnias sofrem a primeira divisdo meiética por acdo do DHP, e permanecem na
préfase |, antes de deixarem o ninho de oogbnias (Selman et al., 1993; Lubzens et al.,
2010). Os nucleos dos odcitos sofrem divisdes migram nicleos para a periferia
(perinucleolar) até a formacdo de alvéolos corticais, ou seja, iniciam-se as primeiras
deposicBes de glicoproteinas, ou vitelo primério, que se aglomeram pelo citoplasma em
vesiculas; transitando do crescimento primario para o secundario (Selman et al., 1993;
Patifio et al., 2001; Patifio; Sullivan, 2002). Nesse periodo, o FSH atua nas células da
teca fornecendo substrato androgénico, para as células granulosas que expressam
P4504r0m, convertendo T em E2 (Nagahama, 1994; Senthilkumaran et al., 2004; Young
et al., 2005). Um estudo posterior demonstrou in vitro na enguia austral (Anguilla
australis, Anguilliformes), que o 11-KT pode exercer efeitos diretos sobre o ovario,
resultando no crescimento dos odcitos pré-viletogénicos (Lokman et al., 2007).

Apesar destes registros do efeito do 11-KT no crescimento oocitério, esta
informacdo ainda esta disponivel para um reduzido nimero de espécies. O que se
conhece na literatura, para a maioria das espécies de teledsteos que foram estudadas, é
que o inicio da vitelogénese ocorre por aumento da concentracdo plasmética de E2 que
estimula a sintese de vitelogenina (Vtg) no figado, que €é secretada no plasma
juntamente com outras lipoproteinas como a VLDL (Very Low Density Lipoproteins, ou
seja, lipoproteinas de muita baixa densidade) (Lubzens et al., 2010; Reading et al.,
2017). O FSH aumenta a captacdo de Vtg pelos foliculos (Tyler et al., 1991), passando

dos capilares da teca para as células da granulosa, chegando a superficie do odcito
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através dos canais de poros da membrana e sdo incorporados por endocitose mediada
por receptor, envolvendo receptores especificos nas cavidades das vesiculas. As
vesiculas revestidas movem-se para o ooplasma periférico e fundem-se com o0s
lisossomos formando corpos multivesiculares (Wallace; Selman, 1990; Reading et al.,
2017).

Estudos in vitro demonstram que tanto o FSH e o LH estimulam a sintese de E2
pelos foliculos durante a vitelogénese (Young et al., 2005). No peixe pargo (Pagrus
major, Perciformes) o LH demonstra ser o principal horménio atuante na expressdo da
P450ar0m € CcONsequentemente na sintese de E2 durante a vitelogénese ao invés do FSH
como é amplamente conhecido para a maioria das espécies (Kagawa et al., 2003). Em
experimentos in vitro, 0 11-KT e ndo o FSH estimula o acimulo de triglicerideos nos
odcitos na A. australis (Lokman et al., 2007). Estas informac6es reforcam a ideia de que
a diversidade de organismos aquaticos reflete na diversidade de fungdes internas no
organismo, e no caso do sistema reprodutivo, o conhecimento das a¢des dos hormonios
hipofisarios e dos esteroides gonadais durante o desenvolvimento gonadal ainda se
limitam a um ndmero pequeno de espécies.

Apds o crescimento do o6cito, ha a formacdo do envelope proteico que envolve
a célula, mais conhecido como membrana radiata (Modig et al., 2006; 2007), que nos
mamiferos é equivalente a zona peldcida (Lubzens et al., 2010). Os constituintes do
foliculo nesse momento sofrem modificacdes, sendo que o espaco entre a membrana
plasmatica e a granulosa é preenchido por uma matriz extra-oocitaria e as células
mesenquimais dos ovérios se diferenciam em células da teca, formando uma camada
celular externa espessa separada das células da granulosa por uma lamina basal, criando
um destacamento dessas camadas (Lubzens et al., 2010). Com o estagio mais avancado
do crescimento oocitario, esta célula se prepara estruturalmente para ser fertilizada e um
unico canal imerge da membrana radiata até o citoplasma, localizado no polo animal,
essa estrutura € mais conhecida como micropila (Lubzens et al., 2010).

Com o término do crescimento do odcito e da vitelogénese, hd a retomada da
meiose, que até entdo, havia parado no crescimento primario, saindo da proéfase I,
permitindo a maturagdo final do oocito (FOM, do inglés Final Oocyte Maturation).
Nesse momento, hd o0 aumento agudo nos niveis plasmaticos de LH, aumento da
expressao de receptores de LH que estimula a sintese de progestagenos presentes nas
células da teca, como o DHP pela enzima 20B-HSD nas células da granulosa
(Nagahama; Yamashita, 2008). O 17,20BP ou MIS, que em geral, esta presente na
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maioria das espécies de teledsteos, e ha outro MIS, o 17,20p,21-trihydroxy-4-pregnen-
3-one (17,20, 21-P), encontrado em alguns Perciformes e outras espécies (Young et al.,
2005; Nagahama; Yamashita, 2008).

Seja 0 17,20BP ou 17,20B, 21-P sdo oriundos da progesterona, que ao se ligarem
a receptores especificos da membrana oocitaria ativam o fator promotor da maturacéo
(MPF, do inglés Maturation Promoting Factor) no ooplasma, que desencadeia o
rompimento da vesicula germinativa e reinicia a meiose (Lubzens et al., 2010). O MIS ¢
importante para induzir o Gltimo passo da oogénese, a ovulacdo. No inicio da ovulacao,
0 o6cito se encontra na metafase 11 da meiose, e em seguida o odcito maduro € liberado
do foliculo até a cavidade ovariana (Patifio et al., 2003).

J& nos Actinopterygiido do sexo masculino, os testiculos sdo 6rgaos alongados
emparelhados que sdo ligados a parede dorsal do corpo por um mesorquio (Uribe et al.,
2014). Morfologicamente, assim como nos demais craniados, os testiculos séo formados
por células germinativas e por células somaéticas de Sertoli, que compreendem 0s
compartimentos germinativos e intersticial, separados por uma membrana basal. As
células germinativas se diferenciam em gametas masculinos por inducdo androgénica,
resultando em espermatogonias, que se desenvolvem em espermatdcitos, espermatides
haploides que se diferenciam em espermatozoides (Hughes, 2001; Ross; Capel, 2005;
Uribe et al., 2014).

Em geral, os testiculos podem ser classificados em: lobular e tubular
anastomosado. Nos testiculos do tipo lobular o epitélio germinativo localiza-se apenas
na periferia do Orgdo; todavia, nos testiculos do tipo tubular anastomosado, 0s
compartimentos germinativos estdo interconectados em toda extensdo do testiculo
(Grier, 1993). Dois tipos celulares presentes nos testiculos desempenham papéis
importantes no ciclo reprodutivo dos craniados, sendo o primeiro as células de Sertoli,
cujo abundancia no epitélio germinativo determina a capacidade espermatogénica do
testiculo e também garantem a nutricdo e manutencdo da germinagdo espermatogénica
(Schulz et al., 2010). Outro tipo celular presente nos testiculos é a célula de Leydig, que
apresenta funcdo esteroidogénica (Koulish et al., 2002). O arranjo do epitélio
germinativo dos testiculos nos Actinopterygii pode ser classificado por carater
filogenético e taxondmico, organizado em trés tipos (Uribe et al., 2014):

1) testiculo tubular, presente em peixes 0sseos basais como salmonideos,
ciprinideos e lepoisteides. Nesse tipo, os tubulos ndo terminam na periferia dos
testiculos, mas formam algas na periferia que dobram de volta para os ductos eferentes,
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formando uma estrutura altamente ramificada ou tubulos anastomosados, onde eles
podem se ramificar e se unir novamente;

2) testiculo irrestrito lobular, encontrado em neoteledsteos derivados, exceto
Atherinomorpha. Nele, o compartimento germinativo é formado de lébulos que se
estendem para a periferia do testiculo, terminando em um ceco;

3) testiculo restrito, caracteristico de todos os Atherinomorpha. A restricdo das
espermatog6nias aos terminais dos I6bulos sustenta o caractere monofilético desse
grupo (Parenti; Grier, 2004).

No que se refere aos hormonios atuantes no ciclo reprodutivo em machos, eles
sd0 0s mesmos presentes nas fémeas e as células de Leydig estdo sob regulagcdo dos
horménios FSH e LH. O FSH atua nas atividades das células de Sertoli, como
estruturacdo, nutricdo e regulacdo paracrina das células germinativas (Huhtaniemi;
Themmen, 2005). Ja o LH regula a producdo de esteroides sexuais pelas células de
Leydig (Huhtaniemi; Themmen, 2005). O estrogeno é convertido a partir da T nas
células de Leydig por acdo do FSH, resultando na sintese do E2, que age, mesmo que
em baixas concentracdes, nas células de Sertoli, permitindo a renovacgdo
espermatogonial no inicio do ciclo juntamente com outras moléculas também reguladas
pelo E2 (Miura et al., 1999).

A medida que a espermatogénese procede, a concentragdo de E2 diminui e os
androgenos T e 11-KT sdo sintetizados e aumentam suas concentracdes plasmaticas,
sendo no caso o 11-KT um importante hormoénio para iniciar a proliferacdo e
desenvolvimento espermatogonial, decaindo a medida que ocorre a espermiagao (Schulz
et al., 2010). Antes da espermiacdo, ha um pico de LH, que induz a sintese do MIS
(mesmo horménio ja descrito para as fémeas), que atua na iniciagdo da meiose no
espermatdcito, na producgdo de esperma e na mobilidade espermatica (Scott et al., 2010).
Além disso, o LH também estimula a sintese de 11-KT, andrdgeno relacionado com a
maturacao e espermiacdo (Schulz et al., 2010).

Foi possivel observar que existe um processo morfofisioldgico similar na
maturacdo gonadal dos craniados, e nos Actinopterygii. As mudangas morfofuncionais
nas gonadas durante o ciclo ocorrem por modulagGes internas e externas face as
variacdes ambientais e pela sazonalidade dos fatores abioticos, no caso dos organismos
aquaticos a temperatura e o fotoperiodo. Apesar de ser bem conhecido o ciclo
reprodutivo de diversas espécies de peixes, muitos Actinopterygii neotropicais carecem

de estudo, principalmente em ambiente natural, onde ha diversas variaveis muitas vezes
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dificeis de mensurar e correlacionar. Entender a relacdo entre a fisiologia, ambiente e a
historia de vida dos organismos € um componente particularmente relevante para a
compreensdo dos processos reprodutivos de peixes marinhos e de dgua doce (Young et
al., 2006). Estudos sobre a biologia reprodutiva dos peixes permitem utilizar os dados
obtidos para a avaliacdo das populacGes, bem como a conservacdo e a producdo
sustentavel das espécies (Sun et al., 2013).

Uma das espécies que apresenta a demanda descrita acima é a prejereba
(Lobotes surinamensis) (Figura 1) pertencente a ordem Perciformes (familia Lobotidae)
e que esta, dentre outras, na preferéncia alimentar dos caicaras da Mata Atlantica da
regido sudeste do Brasil (Hanazaki; Begossi, 2006). L. surinamensis ocorre nos oceanos
tropicais e subtropicais (Fischer, 1978; Tortonese, 1990), alimentam-se principalmente
de crustaceos bentbnicos e pequenos peixes (IGFA, 2001). No Atlantico Oeste, essa
espécie esta distribuida desde Massachusetts (EUA) até o sul da Argentina, incluindo o
Golfo do México e o Mar do Caribe (Robins et al., 1986); ocorrendo em baias, estuarios
(Strelcheck et al., 2004) e em mar aberto, onde pode estar associada a objetos flutuantes
(Myers, 1999). Esta espécie foi descrita também no mar Adridtico (Duléi¢ et al.,
2014a,b), no mar de Oma (Jawad et al., 2015), no Mediterraneo (Bilge et al., 2017; De
Carlo et al., 2017), nas &guas profundas da Tunisia (Shaiek et al., 2018) e no litoral da
costa sul do Brasil (Rotundo et al., 2019).

Sabe-se que L. surinamensis desova em alto mar (Ditty; Shaw, 1993) e em um
dos primeiros estudos conduzidos com esta espécie, Baughman (1941) relatou a
presenca de fémeas contendo grandes quantidades de odcitos no Texas de maio até
agosto. Em seguida, Merriner; Foster (1974) relataram a presenca de machos
sexualmente maduros entre junho e agosto e fémeas neste mesmo estagio reprodutivo
foram observadas nos periodos de agosto e setembro. Brown-Peterson; Franks (2001)
descreveram os aspectos da biologia reprodutiva da prejereba no norte do Golfo do
México, onde observaram que ela apresenta desova parcelada (multiplas), e a estacéo
reprodutiva seria de junho a agosto, sendo em julho (verdo nesta regido) o pico da
desova. Nesse periodo, o comprimento dos espécimes que atingiram a primeira
maturacdo foi a partir de 48,5 cm para as fémeas e 29,0 cm para os machos (Brown-
Peterson; Franks, 2001).

Os estudos relacionados a biologia reprodutiva da prejereba sdo escassos no
Atlantico Sul e ndo ha trabalhos caracterizando a fisiologia reprodutiva dessa espécie, 0

que limita o seu potencial uso na aquicultura ou a conservagédo desta espécie. Segundo o
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FISHBASE (2019) ndo ha informacdes sobre maturidade e outras variaveis reprodutivas
desta espécie, sendo que a maioria dos estudos datam do século passado, sendo 0s mais
recentes limitados aos registros de captura(Bilge et al., 2017; De Carlo et al., 2017;
Shaiek et al., 2018; Rotundo et al., 2019).

O presente trabalho teve por objetivo estudar a morfologia e fisiologia reprodutiva
de L. surinamensis em seu ambiente natural, reunindo informagbes que permitam
trabalhos aplicados na reproducdo e conservagdo desta espécie. Com base no estudo
realizado no Hemisfério Norte, nossa hipdtese € que a estacdo reprodutiva da prejereba
no Hemisfério Sul ocorre nos periodos mais quentes do ano, de setembro a marco
(primavera/veréo). Adicionalmente, com base no conhecimento da fisiologia
reprodutiva de teleGsteos, aqui reportado, nossa hipétese é que o uso de ferramentas
morfofisioldgicas, como a histologia e morfologia gonadal associada a concentracdo
plasmatica de esteroides gonadais e expressao génica das gonadotropinas hipofisarias
(FSH e LH) serdo vélidas para definir o ciclo reprodutivo desta espécie em ambiente

natural.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Caracterizar o ciclo reprodutivo de Lobotes surinamensis em seu ambiente natural

analisando aspectos morfofisiologicos de machos e fémeas.
2.2. Objetivos especificos

Utilizar a concentracdo plasmatica de esteroides gonadais assim como a expressao
génica das gonadotropinas hipofisarias como indicadores fisioldgicos para caracterizar o
ciclo reprodutivo de L. surinamensis;

Utilizar a morfologia dos ovarios e testiculos de L. surinamensis para caracterizar o

ciclo reprodutivo de L. surinamensis.
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3. Material e Métodos

3.1. Obtencédo dos animais

Os individuos da espécie L. surinamensis (Figura 1) foram coletados por pesca de
rede de espera e espinhel na Baia da Ilha Grande/RJ, localizagdo S23.10732
WO044.6850 (Figura 2), durante 3 anos. Foram coletadas 9 fémeas na primavera; 13 no
verdo; 3 no outono; e 10 no inverno. J& os machos, foram: 21 na primavera; 15 no
verdo; 5 no outono; e 4 no inverno.

As estacGes do ano foram delimitadas em: primavera (outubro-novembro-
dezembro), verdo (janeiro-fevereiro-marc¢o), outono (abril-maio-junho) e inverno (julho-
agosto-setembro). Os animais foram coletados com o objetivo de observar o grau de
desenvolvimento gonadal e o perfil dos hormdnios envolvidos na reprodugéo durante

esse periodo, conforme sera detalhado posteriormente.

3.2. Dados biologicos

Os animais capturados foram transferidos para caixas plasticas (200L),
posteriormente anestesiados com benzocaina (4g/40L, previamente diluida em etanol), e
em seguida foi coletada uma amostra de sangue por punc¢do da vasculatura caudal com
seringas e agulhas descartaveis e heparinizadas. O sangue coletado foi centrifugado por
5 minutos a 3000 rpm e as amostras de plasma foram acondicionadas em criotubos,
inicialmente congelados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em
ultrafreezer -80°C no Laboratério de Metabolismo e Reprodugdo de Organismos
Aquaticos (LAMEROA) (Departamento de Fisiologia - IBUSP) até a data do
processamento. Os dados morfométricos como a massa corporea total (g) e
comprimento total (cm) foram registrados.

Ap0s a obtencdo dos dados morfométricos, os especimes foram eutanasiados por
seccao medular. Foram registradas as massas (g) do figado e das gonadas para obtencgéo
dos indices hepatossomatico (IHS) [IHS=Wf/WtX100; onde Wf, massa do figado (g) e
0 Wt é a massa total (g)] e gonadossomatico (IGS) [IGS=Wg/WtX100; onde Wg, massa
das gbnadas (g) e o Wt é a massa total (g)], respectivamente. As hipdfises foram
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coletadas e acondicionadas em criotubos contendo 500ul de Trizol, que foram
inicialmente congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em
ultrafreezer -80°C no LAMEROAV/IB-USP. As gdnadas foram coletadas e subamostras
foram fixadas em solugdo de formol a 10% e transferidas apds 48h para etanol a 70%
até o momento do processamento no LAMEROA/IB-USP.

Todo o procedimento experimental foi aprovado pelo Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA/IB/USP, protocolo 320).

3.3. Dados de temperatura da agua

Os dados de temperatura da superficie do mar (TSM, ou SST do inglés, Sea Surface
Temperature) foram obtidos a partir do sensor MODIS-Aqua da NASA (do inglés,
National Aeronauticsand Space Administration) com resolucdo de 4km da superficie do
mar. Foi calculada a média de temperaturas semanais por periodo de estacdo nos
periodos em que ocorreram as coletas, sendo coletadas as temperaturas noturnas para
diminuir o efeito da insolacdo diaria. Os dados foram obtidos da Divisdo de Satélites e
Sistemas Ambientais (DSA) do Centro de Previsdo do Tempo e Estudos Climaticos
(CPTEC) do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE).

3.4. Andlise histoldgica das gbnadas

No momento da coleta, as gdnadas foram retiradas, pesadas e um fragmento foi
fixado por 48 horas em formol 10%, transferido para o etanol a 70°GL e processado por
métodos rotineiros de histologia. Foram efetuados cortes com 5um de espessura em
micrétomo (LEICA RM2255), e corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para anélises
morfologicas. As laminas foram observadas sob microscopia de luz e capturadas para
analises de imagens (microscépio LEICA DM1000) acoplado a camera fotogréafica
LEICA DFC295 e sistema de captura de imagem LEICA ApplicationSuite Professional,
LASV3.6). Os estadios de desenvolvimento gonadal e a morfologia associada aos
estadios foram classificados de acordo com Brown-Peterson et al. (2011);

1. Desenvolvendo:
1.1. Fémea: aumento dos ovarios, maior irrigacdo pelos vasos sanguineos. Presenca

de odcitos em crescimento primario, alvéolos corticais e 0s primeiros estagios
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da vitelogénese (Vtgl e Vtg2). Ndo ha evidencia de odcitos em Vtg3 e foliculo
pos-ovulatorio (POF).

1.2. Macho: testiculos pequenos, mas facilmente identificavel e espermatocistos
visiveis ao longo dos lobulos testiculares. Espermatogobnias, espermatocitos,
espermatides e até espermatozoides podem ser identificados, mas o0s
espermatozoides ndo estdo presentes nos ductos espermaéticos. O epitélio
germinativo ativo por todo os l6bulos.

Capaz de desovar/espermiar:

2.1. Fémea: ovarios grandes, vasos sanguineos dilatados e proeminentes. Odcitos
visiveis macroscopicamente. Presenca de Vtg3 e POF. Atresia de odcitos
vitelogénicos.

2.2. Macho: testiculos grandes e firmes. Espermatozoides presentes no lumen dos
ductos/Iébulos. Espermatocistos ao longo dos testiculos e espermatogénese
ativa. O epitelio germinativo pode estar continuo ou descontinuo.

Regresséo (cessacao da desova e espermiacao):

3.1. Fémea: ovarios flacidos, vasos sanguineos proeminentes, odcitos atrésicos e a
presenca de POFs. Pode ocorrer a presenca de alguns odcitos em crescimento
primario e secundario.

3.2. Macho: testiculos pequenos e flacidos, e sem esperma liberado ao pressionar o
testiculo. Espermatozoides residuais presentes no lumen dos ductos e lébulos.
Baixa atividade espermatogénica. Proliferacdo espermatogonial e regeneracao
de epitélio germinativo na periferia dos testiculos.

Regeneracéo (sexualmente maduro, inativo reprodutivamente):

4.1. Fémea: ovarios menores, vasos sanguineos reduzidos, mas presentes. Apenas
oogonias e o0citos em crescimento primario presentes. Parede ovariana espessa,
alguns graus de atresia e POFs em degeneracdo podem estar presentes.

4.2. Macho: Testiculos pequenos, geralmente em forma de fio. Sem
espermatocistos. O lumen dos I6bulos pouco existentes. Proliferagdo
espermatogonial ao longo dos testiculos. Residuos de espermatozoides podem

ser encontrados no limen dos lébulos.
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3.5. Concentracao dos esteroides gonadais

As concentragdes de E2 e 11-KT foram quantificadas nas fémeas utilizando kits
comerciais de elisaimunoensaio (ELISA) da marca Cayman® e o 17-OHP da marca
IBL®. Como ndo existem informagdes na literatura sobre a concentragio plasmatica
destes esteroides nesta espécie, foram necessarios varios testes de diluicdo do
plasma, para que fosse encontrada a diluicdo mais adequada que se ajustasse a curva
padrdo proposta no kit de analise de cada hormonio. Depois dos testes de diferentes
diluicdes, ficou definida para as fémeas a diluicdo de 1:2 para a dosagem de E2, e
para 11-KT e17-OHP n&o foi necessaria dilui¢do e o plasma foi analisado puro. No
plasma dos machos foram quantificados os androgenos T e 11-KT, também por
ELISA, utilizando-se os kits da marca Cayman®. Para a dosagem da T, o plasma foi
diluido na proporcdo de 1:4 e para 11-KT na proporcdo 1:8. As placas foram
analisadas pelo leitor de ELISA (Spectra Max 250, Molecular Devices) em
comprimento de onda de 405nm. Cada amostra foi analisada em duplicata para o
calculo do coeficiente de variacdo intraensaio (CV) e as concentracfes apresentadas
neste relatério foram apenas aquelas que apresentaram CV abaixo de 20%. Os
limites de deteccdo do ensaio foi de 15 pg/mL para E2, 6 pg/mL para T, 13 pg/mL
para 11-KT e paral7-OHP de 0,03 ng/mL.

3.6. Distribuicdo do diametro-frequéncia oocitaria, niumero de odcitos em

desenvolvimento (NDO) e calculo do batch fecunudity

A distribuicdo do diametro pela frequéncia oocitaria nos ovérios foi calculado a

partir razdo da média dos diametros dos diferentes graus de desenvolvimentodos od6citos

[oogbnia (OG), PN, Vtgl, Vtg2 e Vtg3] pelo nimero de odcitos no ovario por estacao.

O diametro oocitéario foi calculado no software ImageJ 1.52a/Java 1.8.0_172.

A distribuicdo e o NDO (do inglés Number of Developing Oocytes,ou seja, numero

de odcitos em desenvolvimento) foram estimados estereologicamente pelo software

STEPanizer© stereology tool, Version beta 2.28 (Tschanz et al., 2011) para realizar as

contagens dos o0citos ocupados nos campos com grid com 196 pontos em sub-amostras

de 1:4 de 5 fotografias de secOes histologicas a partir da mesma amostra, coletada

uniformemente aleatéria das regides proximal, medial e distal do ovario. Foram

contados apenas 0s 06citos sob 0s pontos, dentro de uma malha delimitada no grid.
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O NDO foi calculado a partir do trabalho de Costa et al. (2016), com odcitos em
estagios finais da vitelogénese e que seriam recrutados para o estoque de odcitos na
maturagdo final, os seja, os Vtg2 e Vtg3. O NDO foi estimado aplicando metodologia
baseada em modelos seguindo a equacéo proposta por Weibel et al. (1966) descrito em
Emerson et al. (1990) e Murua et al. (2003):

NDO = Ov.(K/8).(Na®*?/Vi'?), sendo:

Ov o volume do ovério; K é o coeficiente da distribuicdo do tamanho do odcito; j é
a forma do coeficiente; Na é o nimero de o6cito VTG2/VTG3 transectados por unidade
de area; e Vi é a fracdo do volume ocupado pelo VTG2/VTG3 na secéo histologica.

O Ov foi estimado de acordo com Scherle (1970). K foi calculado pela equacao
proposta por Willams (1977): K = [M3s/Mi]¥?, onde o Mié a média do didmetro
oocitario, i.e. My = (D1 + D2 + Dn)/h, € M3 é 0 terceiro momento para a média da
distribuicdo do odcito, i.e. Mz = [(D1)® + (D2)°® + (Dn)*/n]*3; D € didmetro do odcito
individual calculado pela média aritmética do maior (L, longest) e do menor (S,
shortest) didmetro mensurado na secdo histoldgica (Korta et al., 2010) e n é o nimero
de obcitos VTG2/VTG3 contados. B foi calculado pela razdo entre os eixos L e S de
cada odcito mensurado nas secOes histoldgicas. Os dados foram logaritimizados (log
base 10).

O batch fecundity € o nimero de odcitos produzidos num Unico lote desovado, e
pode ser estimado pela razdo do NDO pela massa corpdrea (g)sem ovario (Hunter et al.,
1985). Os dados de NDO foram logaritimizados (log base 10).

3.7. Expressao génicadas gonadotropinas hipofisarias (fshg e Ihg)

As hipofises foram maceradas e 0 RNA total foi extraido, utilizando-se o reagente
Trizol Reagent (Invitrogen). O RNA obtido da hipdfise foi tratado com DNA-ase
(Promega) e realizada uma nova extracdo do RNA total utilizando-se o reagente Trizol
LS Reagent (Invitrogen AMZ2238).Para a obtencdo de DNA complementar (cCDNA),
usou-se 50ng/uL do RNA total, utilizando o SuperScript Il First-Strand Synthesis
System para PCR-real time (Invitrogen, USA).Foram utilizadas sequéncias ja
conhecidas dos primersda garoupa-verdadeira,Epinephelus marginatus (também da
ordem Perciformes) (Garcia et al., 2013) para fshg e Ihg:
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Primers-fshp

FSH (forward) -AGTTTCTGGCCACAGGGTAG
FSH (reverse) -GGGCTGAACAGAAAGTCTGC

Primers-Ihg

LH (forward) -GTCACCCAGTGGAAACAACC
LH (reverse) -GTACGTGCACACATGCTGGT

O primer eleito para ser o normalizador foi baseado no mesmo trabalho das

sequéncias do fshg e Ihg, sendo este o fator de elongagdo la (EFla) (Garcia et al.,

2013):

Primers - efla

BMC (forward) -TCGGAGGTATTGGAACTG
BMC (reverse) -CCTCAGTGGTCAGGTTGC
BSM (forward) - TGGTACCTCTCAGGCTGAC
BSM (reverse) -ACCAAGGGTGAAGGCCAG

O cDNA foi amplificado na presenca do SYBERGreen da QiagenQuantitect e o
sistema de PCR quantitativo multiplex Stratagene MX4000 (Stratagene, EUA). A

concentragdo das amostras de cDNA foi 50 ng/mL para fshp e de 6,25 ng/mL para

Ihp. O perfil térmico para PCR em tempo real consistiu de uma etapa de ativacéo a

95°C por 10 min e 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30s, o anelamento a 45°C

por 60s e alongamento a 72°C por 30s. Apds o dltimo ciclo de amplificacdo, a

temperatura foi aumentada para 95 °C por 1 min e entdo diminuida para 45°C para

executar 82 ciclos, aumentando em 0,5°C por ciclo, para obter curvas de fusdo, o que

confirmou a auséncia de curvas inespecificas. Foi considerada a expressao relativa ao

periodo outono/inverno, pois foi neste periodo que as analises morfoldgicas das

gbnadas sugerem o inicio da maturagdo, quando os niveis de expressdo seriam 0s

mais baixos.
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3.8. Andlise estatistica

Para analisar possiveis diferencas sazonais dos esteroides gonadais, da expressao
génica das gonadotropinas, fecundidade, dados morfométricos e ambientais foi
realizada inicialmente uma anélise descritiva e o0s resultados foram apresentados como
média = erro padrdo da média. Em seguida foi analisada a normalidade dos dados
utilizando-se o teste Kolmogorov-Smirnov. Como em ambiente natural sdo previstas
maiores variabilidades no padrdo dos animais os dados foram analisados ainda pelo
teste Grubb’s (GraphPad) para verificacdo de outliers. Apds a realizacdo destes testes,
foi realizada a Analise de Variancia (One-Way ANOVA), tendo a estacdo do ano como
fator. O nivel de significancia adotado foi P < 0,05, ¢ as analises foram realizadas com o

programa estatistico Sigma Stat® for Windows (verséo 3.5).
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4. Resultados

Como foi relatado, o nimero de animais capturados (machos e fémeas) nas estagdes
do outono e inverno foi baixo. Desta forma foi decidido pela unido dos animais
coletados nestas duas estacOes, nas quais a temperatura da agua foi mais baixa, como

sendo um dnico grupo experimental.

4.1. Dados morfométricos

As fémeas de L. surinamensis apresentaram o comprimento corp6reo mais elevado
na primavera e no verdo em relacdo ao outono/inverno(P=0,011). J& a massa corporea
das fémeas ndo apresentou variacGes ao longo do ano (P=0,099) (Tabela 1). O IHS néo
se alterou ao longo ano (P=0,123) e o IGS foi mais baixo no periodo outono/inverno em
relacdo as demais estacdes, sendo ainda mais elevado na primavera em relacdo ao verdo
(P<0,001). Os machos ndo apresentaram variagdes no comprimento total (P=0,077) e
massa corpdrea (P=0,213) ao longo das estacBes, no entanto os valores de IHS foram
mais elevados na primavera em relacdo ao verdo (P=0,021), enquanto que o IGS
também foi mais elevado na primavera, mas em relacdo ao periodo outono/inverno
(P=0,015) (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados morfométricos durante o ciclo reprodutivo da prejereba Lobotes surinamensis em ambiente natural na Baia de Paraty, Rio de

Janeiro. Indice Hepatossomatico (IHS) e indice Gonadossomatico (IGS). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre as

estacdes do ano (P<0,05).

Fémeas Machos
Comprimento Massa IHS IGS Comprimento Massa IHS IGS
(cm) (9) (cm) (9)
Primavera 68,78+3,33? 7683+1196,7 1,62+0,18  3,57+0,372 48,97+1,96 2723+312,3 1,61+0,11* 0,27%0,022
Veréo 69,07+1,642 6702+563,6 1,25+0,15 2,33+0,34° 52,13+1,33 2854+204,5 1,12+0,07° 0,24+0,02%
Out/Inv 59,01+2,83° 4686+745,5 1,25+0,08 1,1940,24° 56,33+3,12 3615+503,7 1,36+0,25%® 0,13+0,03"
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Figura 2. Localizacdo geografica da Baia da Ilha Grande (Antunes; Peixoto, 2017).
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4.2. Dados de temperatura da agua

A temperatura média da superficie do mar da primavera foi de 24,93+0,30°C; no
verdo foi de 28,19+0,25°C; no outono foi de 23,85+0,12°C e no inverno foi de
22,32+0,20°C (Figura 3).

Média de temperatura da agua superficial da baia da
Ilha Grande durante a noite

w
o

Temperatura (°C)
2R NN
o (6] o ol o ol

Primavera Verdo Qutono Inverno

Estacdes do ano

Figura 3. Médias de temperatura superficial ocednica da baia da Ilha Grande durante a
noite. Fonte: CPTEC/INPE.

4.3. Dados morfoldgicos das gbnadas
4.3.1. Fémeas

Os tipos celulares presentes nos ovarios durante o ciclo reprodutivo de L.
surinamernsis foram ninhos de oogonias (Figura 4A), odcitos perinucleolares com
nucléolos periféricos acidofilos (Figura 4A), com desenvolvimento primario, o6citos em
processo de vitelogénese lipidica inicial, com formacdo de vesiculas cromofdbicas
corticais, os alvéolos corticais (Vtgl) (Figura 4B) com deposi¢cdo de goticulas de
lipidio; odcitos vitelogénicos (Vtg2) (Figura 4C) com deposi¢do de vitelo, envolvidos
pela membrana vitelina e odcitos com vitelogénese avancada (Vtg3) (Figuras 4C, 4D),

ja com a membrana vitelina espessa. As células foliculares foram observadas
envolvendo os odcitos (Figura 4D).
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Figura 4. Fotomicrografia dos tipos celulares presentes no ovério durante o ciclo
reprodutivo da prejereba Lobotes surinamensis. A.: presenca de ninho de oogonias (NO)
(inset), na magnificacdo do canto superior direito (barra:10um).Células com citoplasma
com maior volume, sendo os o6citos perinucleolares (OP) com nucleo (N) com nucléolos
acidodfilos periféricos (cabeca de seta). B.: o0citos em processo de vitelogénese lipidica
inicial (Vtgl) com formacdo de alvéolos corticais (seta), nucleo (N), além de odcitos
perinucleolares (OP). C.: o6citos em diferentes estagios, desde odcitos perinuclolares (OP),
em vitelogénese lipidica com depdsito de lipidio (*) (Vtg2) e vitelogénese avancada (\Vtg3)
ja com membrana vitelina espessa (cabeca de seta). Observa-se a presenca de nucléolos na
periferia do nacleo (seta). D.: odcitos vitelogénicos avangados (Vtg3) com deposicdo
vitelinica (*) envolvidos pela membrana radiata (cabeca de seta) e separados por células
foliculares (F). Barra: 25um.Coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE).
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4.3.1.1. Primavera

Na estacao da primavera, os ovarios continham foliculos em crescimento secundario
e em geral, 0s o0citos estavam nas fases Vtg2 e Vtg3, nucléolos estavam periféricos e
evolvidos pela membrana radiata. Foi também observado, em minoria, foliculos em
crescimento primario, com a presenca de odcitos perinucleolares (Figuras 4A, B e 5A).

Os individuos foram classificados “em desenvolvimento™ e “capazes de desovar”.
43.1.2. Verédo

No verdo, os ovarios continham odcitos desenvolvidos e o ooplasma preenchido por
goticulas de vitelo, predominantemente em estagio Vtg3, com membrana radiata
espessa. Foi observada a presenca de foliculos em desenvolvimento primario (Figura
5B), com odcitos perinucleolares em baixa frequéncia. Os individuos foram
classificados em “capazes de desovar” e “regredindo”.

4.3.1.3. Outono/lnverno

No outono, as fémeas estavam “regenerando” 0s seus ovarios, sendo os foliculos em
uma fase de transi¢do entre o desenvolvimento primario para o secundario, com 06citos
perinucleolares e ninhos de oogbénias distribuidos pelo foliculo (Figuras 4A e 5C).

No inverno foram identificadas células em diferentes estagios, sendo 0s animais
classificados como em “desenvolvendo”, ainda que primario, com ninhos de oogonias e
odcitos perinucleolares (Figuras 4Ae 5D).

Em ambas as estacdes, 0s ovarios estavam revestidos por uma tanica muscular

espessa (Figuras 5C, D).
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Figura 5. Fotomicrografia dos estadios reprodutivos de fémeas da prejereba Lobotes
surinamensis durante as estagdes do ano. A.: Primavera. Ovario “em desenvolvimento” e
“capaz de desovar” com odcitos Vtg3 (seta) e foliculos em desenvolvimento primario
(cabeca de seta). Barra: 400 um. B.: Verdo. Ovario “capaz de desovar” com oocitos Vtg3,
foliculos em desenvolvimento primério (cabeca de seta). Barra: 100 um. C.: Outono.
Ovario “regenerando”/“desenvolvendo” com o6citos perinucleolares (OP) (cabeca de seta),
em desenvolvimento primario. Envolto por tanica muscular espessa (*). Barra: 100 um.
D.: Ovario “regenerando”/“desenvolvendo” com odcitos perinucleolares (OP) (cabega de
seta), em desenvolvimento primario.Envolto por tunica muscular espessa (*). Barra: 100
pum. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE).
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4.3.2. Machos

O tipo de testiculo presente nos machos de L. surinamernsis foi do tipo irrestrito
lobular (Figura 6A). Os tipos celulares presentes nos testiculos durante o ciclo
reprodutivo de L. surinamernsis variaram dentre os estagios de desenvolvimento, desde
0S mais iniciais até os mais avancados: cistos de espermatogonias (Figuras 6B,C), com
0s nucleos com a cromatina condensada e grandes e com volume citoplasmatico maior;
espermatdcitos (Figuras 6B, C), formando cistos, com o nucleo condensado e
diminuicdo do volume citoplasmatico (Figuras 6B, C); espermatides, em cistos, com o
nucleo e o citoplasma em menor volume (Figuras 6B, C); e espermatozoides (Figura C)
preenchendo o limen. Essas células estiveram presentes em quase todas as estacdes do

ano, variando qualitativamente.
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Figura 6. Fotomicrografia dos tipos celulares presentes no testiculo durante o ciclo

reprodutivo da prejereba L. surinamensis. A.: visdo geral de um corte testicular,
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evidenciando os I6bulos (pontilhado vermelho) do testiculo do tipo irrestrito lobular. Barra:
400 pum. B.: l6bulo (L) contendo diferentes estadios de desenvolvimento de células
germinativas. Barra: 50 um. Magnificacdo do l6bulo (insight), destacando a presenca de
espermatogonias (SG) indicado por setas; espermatdcitos (SC) indicados pela cabeca de
seta e espermatides (ST). Barra: 10 pm. C.. testiculo com tabulos contendo
espermatozoides (SP) no lumen; espermatides (ST) e espermatécitos (SC) em cistos; e
espermatogonias (SG). Barra: 25 um. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina (HE).

4.3.2.1. Primavera
Durante a estacdo da primavera, os testiculos estavam “em desenvolvimento” e
“capazes de espermiar”, com o limen dos ductos espermaticos preenchidos por
espermatozoides, e alguns individuos com cistos de espermatogdnias nas paredes dos
ductos (Figura 7A).
43.2.2. Veréo
Os individuos foram classificados em “capazes de espermiar” ¢ em “regressao”,
com o lumen dos ductos espermaticos preenchidos e com remanescentes de
espermatozoides. A parede dos tubulos continha células em diferentes estagios de
desenvolvimento (Figura 7B).
4.3.2.3. Outono/lnverno
No outono, os individuos aparentavam estar “em regeneracdo”, com as paredes
dos ductos espermaticos com diversos cistos de espermatogonias (Figura 7C).
No inverno, os individuos estavam se “desenvolvendo”, com cistos de
espermatogdnias e presenca de espermatides na parede do lumen dos ductos

espermaticos (Figura 7D).
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Figura 7. Fotomicrografia dos estadios reprodutivos de machos da prejereba Lobotes
surinamensis durante as estacGes do ano. A.: Primavera. Testiculo com “desenvolvimento”
e “capaz de espermiar” com espermatozoides (cabega de seta) nos ductos espermaticos
mais internos e células germinativas em diferentes estagios (seta) a periferia do testiculo.
Barra: 400 um. B.: Verdo. Individuos “capazes de espermiar” e “regredindo”, com ductos
espermaticos contendo espermatozoides (cabeca de seta) e ductos espermaticos com
resquicios de espermatozoides (seta). Pode-se observar o ducto espermatico principal (*).
Barra: 400 um. C.: Outono. Testiculo “em regenera¢do” com a presenga de espermatocitos
(seta) e espermatides (cabeca de seta), ambas em cisto. Barra: 25 pum. D.: Inverno.
Testiculo “em desenvolvimento”, com ductos espermaticos contendo espermatozoides
(cabeca de seta) e células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento (seta).

Barra: 100 um. Coloracéo: Hematoxilina-Eosina (HE).
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4.4. Perfil dos esteroides sexuais
Considerando-se que mesmo ap6s todos os esforcos de pesca, 0 nimero de
animais (machos e fémeas) coletados nos meses de temperatura mais baixa (outono e
inverno) foi reduzido, optou-se por agrupar os dados destas estacdes, caso contrario ndo

seria possivel aplicar testes estatisticos com a robustez necessaria.

4.4.1. Fémeas
4.4.1.1. 17p-Estradiol (E2)

Na primavera, a concentracdo plasmatica média de E2 foi de
134,77+23,85pg/mL, valor estatisticamente mais elevado (P<0,001) do que a
concentracdo observada no verdo,que foi de 63,37+5,78pg/mL e no periodo
outono/inverno de 41,71+8,26 (Figura 8).
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Figura 8. Concentracdo plasmatica (pg/mL) de 17B-Estradiol (E2) durante o ciclo
reprodutivo anual das fémeas da prejereba Lobotes surinamensis em ambiente natural
na Baia da llha Grande, Rio de Janeiro. ®Letras diferentes representam diferencas

estatisticas entre as estagdes (P<0,001).

44.12. 1l-cetotestosterona (11-KT)
Na primavera, a concentragdo plasmatica média de 11-KT foi de 8,12+2,57pg/mL,
no verdo foi de 13,21+4,37pg/mL e no periodo outono/inverno foi de 28,37+8,54pg/mL.
N&o houve diferencas significativas nas concentraces plasmaticas de 11-KT em fémeas

comparando-se as estacdes do ano (P=0,143) (Figura 9).
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Figura 9. Concentracdo plasmatica (pg/mL) de 11-cetotestosterona (11-KT) durante o
ciclo reprodutivo anual das fémeas da prejereba Lobotes surinamensis em ambiente
natural na Baia da llha Grande, Rio de Janeiro (P=0,143).

4.4.1.3. 17-hidroxiprogesterona (17-OHP)

Na primavera, a concentracdo plasmatica media de 17-OHP foi de
0,116+0,0398ng/mL, no verao foi de 0,133+0,0374ng/mL e no periodo outono/inverno
foi de 0,0767+£0,0144ng/mL. N&o houve diferencas significativas nas concentragdes
plasmaticas de 17-OHP em fémeas comparando-se as estacbes do ano (P=0,384)
(Figura 10).

17-OHP

Outono/Inverno Primavera Verao

Figura 10. Concentracdo plasmatica (ng/mL) de 17-hidroxiprogesterona (170OHP)
durante o ciclo reprodutivo anual das fémeas da prejereba Lobotes surinamensis em

ambiente natural na Baia da Ilha Grande, Rio de Janeiro (P=0,384).
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4.4.2. Machos
44.2.1. Testosterona (T)

A concentracdo plasmética de T foi de 37,52+9,059pg/mLna primavera,
20,02+3,92pg/mL, no verdo e 21,77+9,29pg/mLno periodo outono/inverno. Ndo houve
diferencas significativas nas concentracdes plasmaticas de T em machos entre as
diferentes estacOes (P=0,213) (Figura 11).

4.4.2.2. 1l-cetotestosterona (11-KT)

Na primavera, a concentracdo plasmatica média de 11-KT foi de 28,97+5,26pg/mL,
no verdo foi de 20,019+3,92pg/mL e no periodo outono/inverno, a média plasmatica foi
de 4,15+2,098pg/mL. A andlise estatistica demonstrou que a concentracdo plasmatica
de 11-KT na primavera foi mais elevada que no periodo outono/inverno (P=0,022)
(Figura 11).
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Figura 11. Concentracdo plasmatica (pg/mL) de testosterona (T) e 11-cetotestosterona
(11-KT) durante o ciclo reprodutivo anual de machos da prejereba Lobotes
surinamensis em ambiente natural na Baia de Paraty, Rio de Janeiro. ®Letras diferentes
representam diferencas estatisticas entre as estagdes para cada horménio (P=0,213 para
T e P=0,022 para 11KT).
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4.5. Distribuicao do diametro-frequéncia oocitaria, nimero de o0citos em

desenvolvimento (NDO) e calculo do batch fecunudity

A frequéncia da distribuicdo do diametro oocitario por estacdo apresentou
diferentes porcentagens dos tipos de desenvolvimento oocitario durante o ciclo
reprodutivo, sendo 0s odcitos Vtg2 e Vtg3 a maioria nas estacdes de primavera e
verdo e enquanto que os OG e PN foram a maioria nas estaces de outono e inverno
(Figura 12)
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Figura 12. Frequéncia de ocorréncia (%) dos diferentes estadios de desenvolvimento
oocitario de L. surinamensisdurante as estacfes do ano em ambiente natural. Oogonias
(OG), perinucleolares (PN), vitelogénese 1 (Vtgl), vitelogénese 2 (Vtg2) e vitelogénese
3 (Vtg3).

A média logaritmica do nimero de odcitos (NDO) capazes de desovar na primavera

foi de 8,44+0,11 e 7,06£0,32 no verdo. N&o houve diferencas significativas entre as
estacOes (P=0,151) (Figura 13).
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Figura 13. Numero de odcitos em desenvolvimento (NDO) em fémeas de Lobotes
surinamensis com vitelogénese avancada nas estacdes de primavera e verdo na baia da
Ilha Grande, Rio de Janeiro (P=0,151).

A batch fecundity na primavera e no verdo tiveram aumento proporcional na

razdo do NDO pela massa corpdrea sem o ovario (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. Batch fecundity em fémeas de L. surinamensis em ambiente natural na

primavera.Massa corpérea em gramas.
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Batch fecundity no veréao
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Figura 15. Batch fecundity em fémeas de L. surinamensis em ambiente natural no

verdo.Massa corpdrea em gramas.

4.6. Avaliacdo da expressdo génica do fshg e Ihg hipofisario

Os niveis de expressdo de fshp em fémeas (normalizado pelo gene efla) foram de
19,70+0,90 (outono/inverno), 18,18+0,85 (primavera) e 17,89+1,02 (verdo) e ndo
diferiram ao longo do ciclo reprodutivo(P=0,334). Em machos os niveis de expressao
de fshg foram de 19,06+1,57 (outono/inverno), 18,31+0,79 (primavera) e 18,38+0,65

(verdo) e também nao diferiram ao longo do ciclo reprodutivo (P=0,901) (Figura 16).

Os niveis de expressdo de Ihg em fémeas (normalizado pelo gene efla) foram de
1,20 x 10°+0,236x 10 (outono/inverno), 2,49 x 10°+0,436x 103 (primavera) e 2,61x
10°2+0,558x 107 (verdo) sendo que 0s niveis de expressdo na primavera e no Vverao
foram mais elevados que no outono/inverno (P=0,027). Em machos os niveis de
expressio de Ihg foram de 6,8x 10+1,18x 10 (outono/inverno), 19,8x 10+3,75x 10
(primavera) e 27,0x 10%+2,80x 10* (verdo) e assim como nas fémeas foram mais
elevados na primavera e no verdo em relacdo ao periodo outono/inverno (P=0,011)
(Figura 17).
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Figura 16. Expressdo genica do fshg hipofisario de Lobotes surinamensis durante o
ciclo reprodutivo em ambiente natural. Baia da Ilha Grande, Rio de Janeiro (P= 0,334

nas fémeas e P=0,901 nos machos).
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Figura 17. Expressdo genica do Ihg hipofisario de Lobotes surinamensis durante o ciclo
reprodutivo em ambiente natural. Baja da llha Grande, Rio de Janeiro.*Letras
diferentes representam diferencas estatisticas entre as estacfes para em cada sexo (P =

0,027 nas fémeas e P= 0,011 nos machos).
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5. Discussao

O presente estudo foi realizado na Baia da llha Grande, onde o principal terminal
pesqueiro artesanal dessa regido localiza-se na comunidade de Praia Grande (S23° 9’
6>’ S e 44° 41’ 51”°0) na cidade de Paraty, Rio de Janeiro. A Baia de Ilha Grande é
totalmente cercada por uma costa rochosa e numerosas ilhas (Dillenburg; Hesp, 2009).
Durante o atual estudo, a temperatura superficial da &gua(noturna) da Baia da llha
Grande durante as estacGes do ano caracteriza a regido como clima tropical semiimido
marinho, sendo que na costa do Rio de Janeiro, a temperatura média anual é de 24°C,

com verdes quentes com temperaturas que chegam a 40°C (Dillenburg; Hesp, 2009).

Ressalta-se que na Baia da Ilha Grande foram estabelecidas 11 areas protegidas, das
quais a Estacdo Ecoldgica dos Tamoios (ESEC Tamoios) contém a maior area marinha
sob protecdo integral. Os pescadores da comunidade de Praia Grande e entorno de
Paraty tém a renda primariamente de origem da pesca e em segundo lugar o turismo
(Nora et al., 2017).No trabalho de Nora et al. (2017), segundo os pescadores, a prejereba
(L. surinamensis) teve um declinio populacional e a principal justificativa apontada pela
comunidade foi pelo aumento no esforco de pesca, porém, os pescadores ainda ndo
reconhecem que ha necessidade de protecdo da espécie. Durante nossas coletas,
observamos que a populacdo de L. surinamensis tem uma oscilacdo temporal, pois nas
estacdes de primavera e verdo, a captura desta espécie na Baia é substancialmente maior
do que no outono e inverno. As estacbes com temperaturas menos elevadas exigiram

maior esfor¢o de captura para fechar um namero suficiente de animais.

Os dados morfométricos mostraram que as fémeas capturadas nas estacOes de
primavera e verdo foram maiores que aquelas coletadas na estacdo do outono/inverno,
mas a massa corpérea ndo se alterou. O comprimento dos animais foi superior aos
encontrados na populagdo de L. surinamensis presentes no norte do Golfo do México,
onde as menores fémeas adultas em maturagdo capturada foram a partir de 42,6 cm e as
maiores e com estagio avancado de maturacédo foi de 57,5 cm (Brown-Peterson; Franks,
2001).

O IGS das fémeas na primavera foi significantemente elevado em relagédo ao periodo

outono/inverno e ao verao, sugerindo que a primavera seja a estacdo na qual 0s ovarios
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atinjam o tamanho méaximo de desenvolvimento, corroborando os dados observados por
Brown-Peterson; Franks (2001) no Golfo do México, onde o IGS elevou-se a partir de
maio (primavera no hemisfério norte), tendo o pico em julho, decaindo em agosto e se
estabilizando. Outras espécies marinhas apresentam também um aumento de 1GS nos
periodos mais quentes do ano, como a garoupa verdadeira (Epinephelus marginatus)
(Andrade et al., 2003), o pargo (Pagrus pagrus) (Militelli et al., 2017),0 peixe enxada
(Chaetodipterus faber) (Soeth et al., 2019), entre outras espécies subtropicais.

Além do IGS, o IHS também pode ser utilizado como um indice para sugerir a
mobilizacdo de substratos energéticos em peixes, principalmente nas fémeas que
apresentam grande mobilizacdo de lipidios e proteinas entre o figado e ovarios durante a
maturacdo ovariana (Reading et al., 2017). No entanto, em L. surinamensis os valores
de IHS néo se alteraram ao longo das estacGes. Aparentemente, ha uma relacao positiva
com o0 aumento do IGS e do IHS com a mudanca da temperatura da agua. Na enguia
japonesa (Anguilla japonica), uma espécie catddroma, animais expostos as temperaturas
mais elevadas, manipuladas em cativeiro, apresentaram aumento do IGS em relacdo
aqueles animais mantidos em temperaturas mais baixas (Sato et al., 2006). Esta relacdo
vem normalmente associada a demanda energética da reproducdo. Os peixes sdo
ectotérmicos (Fry, 1967), ou seja, a regulacdo da temperatura corporal se da a partir de
uma fonte de calor externa ao corpo do animal, neste caso, a agua. O aumento da
temperatura da superficie oceénica a partir da primavera pode ativar processos que sao
modulados pela temperatura, como a reproducdo. Em um estudo realizado com o bonito
(Katsuwonus pelamis) e com o atum-amarelo (Thunnus albacares) no oceano Indico
ocidental, foi demonstrado que os valores de IGS acompanharam o0 aumento e o

declinio da temperatura (Stéquert et al., 2001).

A analise da morfologia gonadal & uma ferramenta importante para identificar o
grau de desenvolvimento dos gametas, contribuindo assim para definir o periodo
reprodutivo dos animais. Nas analises histologicas dos ovarios, foi observado que as
fémeas de L. surinamensis, na estagdo do inverno, continham odcitos perinucleolares
em sua maioria, e estes comecaram a se desenvolver a partir do final de setembro, com
0 inicio da primavera se estendendo até final de mar¢o, quando se encerra o verdo. No
verdo a maioria dos foliculos estava em vitelogénese avancada e com capacidade de
desovar. Os dados da temperatura da 4gua sugerem que este fator abiotico possa ser um

gatilho para desencadear a fase de vitelogénese, fato corroborado pela concentracédo
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plasmatica de E2nas fémeas, que aumentou na primavera, ou seja, estacdo que antecede
0 verdo. A principal funcdo do E2 em fémeas é promover a vitelogénese, atraves da
sintese de vitelogenina hepética (Reading et al., 2017). Os dados em conjunto mostram
gue na primavera, 0s ovarios atingem o maximo grau de desenvolvimento (maior 1GS),
maior concentracdo de E2, preparando estas fémeas para a desova na estacdo

subsequente (verao).

Alteracbes na temperatura influenciam os processos reprodutivos em diversas
espeécies de peixes, via modulacdo do eixo HHG, principalmente na sintese e liberacdo
de neuro-horménios hipotalamicos, como 0 GnRH que estimula a liberacdo do FSH e
LH hipofisarios (Levavi-Sivan et al., 2010; Zohar et al., 2010). A medida que as
temperaturas se elevam no verdo, a concentracdo plasmatica de E2 diminui o que parece
ser uma resposta consistente a0 aumento da temperatura nas espécies de peixes
estudadas até 0 momento, cuja reproducdo ocorre em periodos de temperaturas elevadas
(Pankhurst; King, 2010; Elisio et al, 2012). O E2 regula o eixo H-H-G por feedback
negativo e positivo, diminuindo a expressdo de fshp e aumentando a expressdo de Ihg
(Golan et al., 2014). Essa modulacgéo sugere que a maior concentracdo de E2 plasmatico
na primavera em L. surinamensis, poderia estar atuando na diminuicdo da sintese do
FSH hipofisario, como alca de feedback negativo, resultando na diminuicdo na
expressdo do fshp no verdo, e por consequéncia, na diminuicdo da sintese de E2 na
granulosa. No presente trabalho ndo houve alteracdo dos niveis de expressdo de fshg ao
longo do ciclo reprodutivo em fémeas ou em machos. No entanto, os niveis de
expressao de Ihg foram significativamente mais elevados no verao e na primavera, tanto

em machos quanto em fémeas.

A analise dos niveis absolutos de expressdo de ambas as gonadotropinas
(normalizados pelo gene efla) deixam evidentes que os niveis de expressao de fshp
foram mais elevado que os niveis de expressdo de Ihg, tanto em machos quanto em
fémeas ao longo do ciclo reprodutivo, o que ja foi observado em salmonideos (Weil et
al., 1995; Gomez et al., 1999). Corroborando este resultado Branco et al. (2019)
estudando um caracideo de &gua doce mostraram que a expressdo de Ihg é mais
dependente de sinais hipotalamicos e/ou gonadais do que o fshp.Estudos anteriores ja
evidenciaram o papel do LH em estimular a sintese de E2 (Mylonas; Zohar, 2001;
Reading et al., 2017), assim como ja foram demonstrados os efeitos moduladores do E2

(assim como da T)na expressdao de Ihgin vivo em salmonideos (Trinh et al., 1986;
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Xionget al., 1994; Dickey; Swanson, 2000 ) e in vitro em Anguilla anguilla (Huang et
al., 1997).

Apo6s o término do crescimento do odcito e da vitelogénese, ha a retomada da
meiose, e nesse momento, inicia-se a maturacdo final do foliculo. Os niveis de
expressao do Ihp estiveram elevados em L. surinamensis na primavera e verdo em
relacdo as estagcBes mais frias 0 que leva a sintese de progestdgenos, como o 17-OHP,
que ndo se alterou durante o ciclo reprodutivo provavelmente por ndo ser o
progestageno ativo em teledsteos, mas sim o precursor do MIS (Nagahama; Yamashita,
2008;Lubzens et al., 2010). Vale destacar que a concentracdo plasmatica do MIS néo foi
analisada por dois motivos. Em primeiro lugar porque este hormdnio é produzido
apenas no momento que precede a ovulacdo, sendo assim dificil encontrar este
momento em coletas em ambiente natural. Outro fato relevante € que na maioria dos
Perciformes marinhos o MIS vem sendo identificado como sendo o 17,208, 21-P
(Young et al., 2005; Nagahama; Yamashita, 2008) e ndo existem Kits comerciais para a
sua analise. Ressalta-se, também, que o precursor do 17,208, 21-P é o 11-deoxicortisol,
oriundo do 17-OHP, ou seja, ha um passo a mais da cascata em organismos que
sintetizam o0 17,20, 21-P, diferente dos que sintetizam 017,20BP (Tokarz et al., 2015).

As andlises histoldgicas e a frequéncia do didametro oocitario demonstraram que a
maioria dos foliculos se encontrava em vitelogénese avangada e estruturalmente prontos
para desovar nas estacfes da primavera e verdo, com o NDO, ferramenta utilizada para
identificar a fecundidade de L. surinamensis, igual em ambas as estacdes. Brown-
Peterson; Franks (2001) relataram que L. surinamensis, no Golfo do México desova
entre junho e agosto do Hemisfério Norte, com o pico em julho, ou seja, elas se
reproduzem no verdo. Mas diferente do que foi apontando em nosso estudo estes
autores concluiram que L. surinamensis tem um curto periodo reprodutivo, somente no
verao.

Nos animais estudados no presente trabalho, os indicadores morfofisiologicos
indicam que a prejereba inicia o periodo de desova na primavera, mantendo-se ativa
reprodutivamente no verdo. E como mostrado na razdo NDO/massa corpérea sem
ovario, h4 uma relacéo positiva com 0 aumento da massa corpdrea com o aumento de
NDO que serdo desovados. A populacdo de fémeas estudada nesse trabalho apresentou
maiores comprimentos e IGS elevado significativamente na primavera e verao, épocas

onde ha maior numero de odcitos capazes de desovar. Nossos dados sdo corroborados
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pelo estudo inicial de Baughman (1941) que ja havia relatado a presenca de ovarios de
L. surinamensis repletos de odcitos desenvolvidos entre maio e agosto, periodo que
compreende a transicdo da primavera para o verdo no Hemisfério Norte, local onde este
estudo havia sido realizado.

Outro ponto importante observado em nosso estudo é o perfil de 11-KT que foi
observado nas fémeas e que merece destaque. Como j& apresentado o 11-KT é um dos
principais androgenos em teledsteos, produzidos nas células de Leydig nos testiculos e
nas células da teca no foliculo ovariano (Schulz et al., 2010) mas também esta presente
nas gbnadas de seres humanos (Imamichi et al., 2016). A concentracdo plasmatica de
11-KT nédo variou ao longo do ciclo reprodutivo em fémeas de L. surinamensis, no
entanto, é destacada a sua tendéncia a valores mais elevados no periodo do
outono/inverno, exatamente momento no qual a concentracdo de E2 plasmatico € a mais
baixa durante o ciclo anual. Apesar de ser um hormonio classicamente descrito como
importante nos machos, o papel da 11-KT em fémeas vem sendo bem caracterizado, e
em L. surinamensis a concentracdo plasmatica deste androgeno em fémeas estd muito
préxima das concentracdes encontradas nos machos. Concentracdes elevadas de 11-KT
foram identificadas em enguia e esturjdo (Lokman et al.,2002), assim como em
salmonideos (Fitzpatrick et al., 1986) sendo observado que na enguia Anguilla australis,
0 11-KT, promove o crescimento in vitro dos odcitos pré-vilelogénicos (Lokman et al.,
2007), assim como promove o aumento do tamanho dos o00citos na enguia japonesa
(Matsubara et al., 2003; Endo et al., 2011) e salmdo (Forsgren; Young, 2012) in vitro.
Fémeas do surubim do Paraiba (Steindachneridion parahybae) criadas em cativeiros,
apresentaram elevacGes androgénicas, tanto da T quanto do 11-KT no estadio
vitelogénicos, indicando uma possivel participacdo no desenvolvimento oocitério
(Honji, 2011). O crescimento dos odcitos na fase pré-vitelogénica do foliculo é
decorrente do aumento da captacdo de lipidios nesta fase de desenvolvimento (Endo et
al., 2011).

Em fémeas de L. surinamensis, as concentracdes de 11-KT apresentaram com uma
tendéncia a elevagdo nos meses do outono/inverno quando os foliculos estavam em sua
maioria em estagio perinucleolar e pré-vitelogénicos, o que contribui para as evidéncias
do papel deste androgeno nesta fase de crescimento inicial do foliculo. O androgeno 11-
KT néo parece promover a sintese de vitelogenina hepatica (Lokman et al., 2015), no
entanto, a combinagdo da administracdo de E2 e 11-KT promove o acumulo de
vitelogenina in vitro nos ovarios em A. australis (Thomson-Laing et al., 2019).
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Ao contrario das fémeas, os machos ndo apresentaram variagdes de comprimento ao
longo das estagcdes, assim como a massa corpdrea se manteve constante. Brown-
Peterson; Franks (2001) definiu que os individuos machos maduros foram capturados a
partir de 29 cm de comprimento, todavia, em nossas coletas, a populacdo de machos
maduros de L. surinamensis, teve comprimento corpOreo superior ao encontrado na
populacdo do Golfo do México. Assim como nas fémeas, a primavera foi a estacdo na
qual o IGS dos machos foi mais elevado, quando comparado com o periodo
outono/inverno, sendo o mesmo perfil encontrado para o IHS, indice que néo
apresentou variacao nas fémeas.

Nas estacOes da primavera e verdo, a maioria dos limens dos ductos espermaticos
de L. surinamensis estavam preenchidos por espermatozoides, bem desenvolvidos e
capazes de espermiar. Além da presenca de células germinativas em diferentes estagios
de desenvolvimento. Com relacdo aos horménios do eixo hipdfise-gbnadas analisados, a
primavera e o verdo corresponderam as estacdes nas quais a expressdo de Ihg estava
mais elevada, enquanto o fshp ndo se alterou, perfil semelhante ao encontrado nas
fémeas. Sabe-se que o FSH estimula a proliferacdo espermatogonial das células de
Leydig e principalmente converte a T em 11-KT (Miura et al., 1991), enquanto o LH
esta presente em maiores quantidades na fase de maturacdo final, na regulacdo da
espermiogénese (Schulz et al., 2010). Como relatado, em L. surinamensis, durante a
primavera e o0 verdo houve aumento na expressdao do Ihg hipofisario, enquanto a
concentracdo plasmatica de 11-KT se elevou na primavera, mas diminuiu no verao,
retornando aos valores inicialmente encontrados no outono/inverno. Ainda no verao, 0s
limens testiculares ainda continham espermatozoides, porém alguns apresentaram
apenas resquicios de espermatozoides, sugerindo a liberacdo dos ultimos lotes de
esperma, com entrada na fase de regresséo, ainda no verédo, o que pode estar relacionado

com a diminuicdo na concentragdo plasmatica de 11-KT (Schulz et al., 2010).

Nos animais analisados no outono e inverno, observou-se maior presencga de células
de diferenciacdo inicial, como espermatogdnias e espermatides, sem haver lumens
preenchidos com espermatozoides, sugerindo o inicio de um novo ciclo. J& no inverno,
os testiculos comegcam a se desenvolver, com a presenca de células germinativas em
diferentes estagios e o limen comeca a ser preenchidos por espermatozoides. De uma
forma geral, assim como para as fémeas, sugere-se que na primavera ja ocorre um

aumento na expressao de Ihg, que se mantém elevada no verdo, priorizando a sintese de
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11-KT nos testiculos, que atinge seu pico no periodo da primavera, mas que mantém os
testiculos ativos ainda durante o verdo. A T ndo variou ao longo do ciclo reprodutivo
dos machos, corroborando os dados da literatura que sugerem que a 11-KT seja um

androgeno mais potente em teledsteos (Schulz et al., 2010).

A andlise conjunta dos dados morfofisiol6gicos com a temperatura da agua sugere
que o inverno seja 0 momento propicio para iniciar a remodelacdo gonadal de L.
surinamensis na Baia da Ilha Grande, assim como nos demais locais onde a prejereba
tem preferéncia em se reproduzir, como regides costeiras do Golfo do México, Baia da
Ilha Grande, e mares rasos no mediterraneo. No inicio da primavera, o fendbmeno da
ressurgéncia traz dguas profundas e frias do Atlantico Sul Central na costa do Rio de
Janeiro (Valentin, 2001). Coma entrada de &guas profundas e frias, o fenbmeno da
ressurgéncia tem um impacto direto na composicdo das espécies e na estrutura trofica,
intensificando o bloom de fitoplancton, aumentando a produtividade priméria na costa e
dentro das baias, sendo um local fertil para o desenvolvimento da vida, pois ha um
aumento substancial de organismos que participardo na cadeia trofica (Valentin, 2001).
De forma estratégica, as prejerebas provavelmente adentram a Baia com o fluxo de
nutrientes trazidos pelo fundo marinho e a intensificacdo da produtividade priméria e
recrutamento de espécies que fazem parte da sua dieta. Sabe-se que as areas rasas de
regibes costeiras sdo consideras bercarios da vida marinha (Pearcy; Myers, 1974;
Weinstein, 1979). Pelas condi¢des geograficas e fisico-quimicas, a Baia da llha Grande
durante a primavera e verdo € um local produtivo e de recrutamento larval para L.

surinamensis.
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6. Conclusoes

Os dados obtidos nesse trabalho corroboram nossas hipoteses de que as estagdes
mais quentes, como a primavera e 0 verdo (de setembro a margo) correspondam ao
periodo reprodutivo de L. surinamensis no Hemisfério Sul. Desta forma, a primavera € a
estacdo na qual ocorre o pico reprodutivo da prejereba, que se estende até o verdo,
quando o numero de odcitos vitelogénicos ainda se mantém elevado, e 0s animais
continuam desovando e espermiando, mas ja iniciando o processo de regressao gonadal.
No outono/inverno, as gonadas estdo pouco desenvolvidas, iniciando a retomada do

desenvolvimento gonadal no ciclo.

A segunda hipotese formulada também é corroborada, pois o uso de ferramentas
morfofisioldgicas aplicadas nesse trabalho foi valido para estudar o ciclo reprodutivo de
L. surinamensis, uma vez que os dados obtidos validam a literatura consultada para
definir as caracteristicas reprodutivas que compde o ciclo. Sugere-se, ainda, uma
participacdo do 11-KT no crescimento priméario dos foliculos ovarianos, que na
primavera atingem o ponto maximo de desenvolvimento, modulados pela sintese
constante de FSH e aumento da sintese de LH, que promove o aumento de E2 nas

fémeas e 11-KT nos machos.

Como todas as coletas foram realizadas inshore, a reproducdo ocorre dentro da
plataforma, diferente do que foi concluido por Brown-Peterson; Franks (2001). Mas a
dificuldade de coletas no periodo outono/inverno sugere que populacdes de prejerebas
adultas podem estar localizadas fora da plataforma continental (offshore) quando estéo
fora do periodo reprodutivo, ou ainda, que estes animais realmente diminuem
intensamente sua atividade no periodo de temperaturas mais baixas, o que dificulta sua

captura.
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