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RESUMO

SOUSA, E.Z. O desenvolvimento embrionario da Piapara — Leporinus elongatus (Pisces,
Anostomidae) utilizando marcadores o6sseos. [Embryonic development of piapara -
Leporinus elongatus (Pisces, Anostomidae) using bone markers]. 2014. 54 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2014.

O conhecimento dos estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio de peixes é de
extrema importancia para o estudo de espécies nativas com potencial para a piscicultura,
uma vez que permite o estabelecimento de diretrizes para a criagcdo destes animais. Este
projeto estudou o desenvolvimento embriondrio da piapara (Leporinus elongatus), um peixe
de grande importancia na pesca esportiva e profissional na bacia dos rios Pardo e
Jequitinhonha, visando compreender as fases desse animal em diversos estagios de
desenvolvimento, utilizando marcadores dsseos que possibilitaram visualizar o
desenvolvimento dsseo da espécie. As Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMP-2 e BMP-4)
sdo consideradas moléculas essenciais reguladoras no desenvolvimento embriondrio e na
formacdo 6ssea, sendo ainda pouco estudadas em peixes; tais proteinas puderam ser
observadas apenas no estadio larval até o periodo juvenil, ndo sendo evidenciadas nos
estadgios anteriores. Foram utilizadas também técnicas de Microscopia Eletrénica de
Varredura e histoldgicas, onde foi possivel visualizar as fases principais do desenvolvimento
embrionario, entre elas, clivagens, diferenciacido do embrido, formacdao dos dérgaos
principais, abertura de boca, pigmentacdo dos olhos, surgimento das nadadeiras e sistema
branquial, dados estes que facilitam a compreensdo sobre a ontogenia; além de criar dados
embriolégicos e anatdmicos dessa espécie ainda pouco explorada, conhecimentos estes,
imprescindiveis a biologia pesqueira e cultivo das mesmas, sendo também um auxiliar a

novas pesquisas.

Palavras-chave: Imunohistoquimica. Ontogenia. Osteologia. Piapara. Ultraestrutura.



ABSTRACT

SOUSA, E.Z. Embryonic development of piapara - Leporinus elongatus (Pisces,
Anostomidae) using bone markers [O desenvolvimento embriondrio da Piapara — Leporinus
elongatus (Pisces, Anostomidae) utilizando marcadores dsseos]. 2014 54 f. Dissertagado
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2014.

The knowledge of the early stages of embryonic development in fish is of great importance for the
study of native species with potential for aquaculture, since it allows the establishment of guidelines
for the breeding of these animals. This project studied the embryonic development of piapara
(Leporinus elongatus), a fish of great importance in professional and amateur fishing from the basin
of the Pardo and Jequitinhonha rivers, aiming to understand the various stages of development,
using bone markers that allowed observation of the bone development in this species. The Bone
Morphogenetic Proteins (BMP-2 and BMP-4) are known as key regulatory molecules in embryonic
development and bone formation, and information on this subject is scarce in fish. Results shown
these proteins could be observed only between the larval to the juvenile stage, not being seen at
earlier stages. Scanning electron microscopy and histological techniques, where it was possible to
observe the main stages of embryonic development , including , cleavage , embryo differentiation ,
development of major organs , mouth opening , eye pigmentation , appearance of fins and gills
system. This data contributed for the understanding of ontogeny, and provided embryological and
anatomical data that may help other studies like reproductive biology of this species that surely will

improve reproductive techniques, important goal for raising the piapara.

Keywords: Immunohistochemistry. Ontogeny. Osteology. Piapara. Ultrastructure.
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1 INTRODUCAO GERAL

A ictiofauna brasileira compreende 2.300 espécies de dgua doce (REIS et al., 2003)
e 1.298 espécies marinhas, segundo Menezes et al. (2003). Todavia, o conhecimento
sobre a diversidade desta fauna é ainda incompleto, como atestam as dezenas de
espécies de peixes descritas anualmente no Brasil e, portanto, é de se prever que a
riqueza total efetiva seja ainda muito maior (ROSA; LIMA, 2008).

Dentre as bacias hidrograficas brasileiras, do ponto de vista ictiolégico, a do rio
Pardo, apesar de suas dimensdes, ainda é pouco conhecida (LOWE-McCONNELL,
1999), sendo que os dados atualmente existentes na literatura cientifica sao
insuficientes para elucidar o comportamento reprodutivo de muitas de suas espécies

(MEIRELES et al., 2011).

O conhecimento da ontogénese de peixes brasileiros é escasso, especialmente das
espécies migradoras, sendo seu estudo importante para o conhecimento da histéria de
vida inicial, para taxonomia e larvicultura (GODINHO; GODINHO et al., 2003).
Considerando a grande diversidade das espécies de peixes e a consequente
diferenciacdo morfofisiolégica, varios estudos vém sendo realizados, procurando
relacionar as caracteristicas estruturais, anatOomicas, histolégicas dos sistemas
digestdrio, reprodutor e esquelético dos peixes com seus habitos e comportamentos

(SEIXAS-FILHO et al., 2000).

A piapara, inicialmente nomeada de Leporinus crassilabris (BORODIN, 1929),
sendo renomeado para Leporinus elongatus (GERY; MAHNERT; DLOUHY, 1987)
apresentando colora¢do prateada, caracterizado por trés manchas pretas nas laterais
do corpo acima da linha lateral e pelas coloracdes amareladas de suas nadadeiras. L.
elongatus tem o corpo alongado, alto e fusiforme, com habito de formar cardumes e
frequentar as partes médias e inferiores de aguas paradas (REIS et al., 2003).
Considerado como um peixe ameacado de extin¢cdo nas bacias em que estdo presentes
devido a sobrepesca (MACHADO; DRUMMOND; PAGLIA, 2008), vem justificando seus

estudos reprodutivos, ecoldgicos e zootécnicos.
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Em peixes, o desenvolvimento ontogenético compreende todo o periodo do
ciclo biolégico que abrange ovos, embrides, larvas até a diferenciagao histoldgica,
sendo importante por fornecer subsidios para aquicultura, identificacdo de ovos e
larvas na natureza, estudos taxonomicos/filogenéticos e de biologia do
desenvolvimento (NAKATANI et al., 2001) além de oferecer parametros importantes

nas analises das relagdes evolutivas entre espécies (SILVEIRA, 2004).

A maioria dos trabalhos de desenvolvimento embriondrio foi feito com
utilizacdo de estereomicroscépio ou microscopia de luz, sendo escassos os trabalhos
realizados com a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A MEV fornece imagens
tridimensionais das estruturas dos tecidos e érgaos, oferecendo desta forma uma nova
perspectiva de andlise, complementando assim, dados que ndo sdo observados em

microscopia de luz (GANECO, 2003).

A morfologia 6ssea é muito importante em estudos ictiolégicos, quando
se quer delimitar caracteres diagnodsticos especificos, permitindo uma melhor
definicdo dos grupos (CAMPELLO; BEMVENUTI, 2002). O estudo do desenvolvimento
0sseo em peixes juvenis e adultos tem dado suporte a trabalhos nas mais variadas
areas, como a sistematica filogenética (FRITZSCHE, 1984; AZZARELLO, 1990), como
também a biologia e ecologia (PAULUS, 1994).

Com o surgimento de novas tecnologias de pesquisa, como a
imunohistoquimica e a hibridizacdo in situ, tornou-se possivel estudar a osteogénese
de peixes nos niveis da biologia celular e molecular (TAM et al., 2003). Atualmente
tem-se conhecimento de varios fatores de crescimento, como o fator de crescimento e
transformacdo (TGF-B), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), as proteinas
o0sseas morfogenéticas (BMPs), entre outros, que participam do processo de
desenvolvimento do tecido dsseo (CHANDLER et al.,, 2007). As BMPs podem ser
subdivididas em até nove classes (BPM1-9) (TAM et al., 2003), sendo que, com exce¢ao
da BPM1, as BPM 2 a 9 possuem sequéncia de aminoacidos que as identifica como
membros da superfamilia dos TGF- (KINGSLEY, 1994) e a BMP-2 apresenta um forte
potencial de osteoinducdo (FUKUDA et. al., 2005).
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O presente projeto visou estudar a ontogenia da piapara (Leporinus elongatus)
de modo a compreender os seus estadios de desenvolvimento pela utilizagdo do
microscopio estereoscdpico, histologia e ultraestrutura, além de utilizar BMP-2 e BMP-
4 como marcadores moleculares no desenvolvimento dsseo, sendo um auxiliar no
estudo da reproducao, além de criar dados embrioldgicos e anatomicos dessa espécie

pouco explorada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o desenvolvimento embriondrio do peixe Leporinus elongatus reproduzidos na
Estacdo de Piscicultura da Usina Hidrelétrica de Machado Mineiro, visando
compreender sua ontogenia utilizando marcadores que possibilitaram visualizar o

desenvolvimento ésseo da espécie.

2.2 Obijetivos especificos

° Identificar, analisar e estabelecer a duracdo das diferentes fases do

desenvolvimento embriondrio na espécie estudada.

° Identificar ao longo do desenvolvimento ontogenético dos peixes em
estudo, a expressao dos fatores de crescimento BMP-2 e 4, importantes no processo de

ossificacdo, através da técnica de imunohistoquimica.

° Realizar identificacdo da morfologia dssea dos peixes através da montagem
do esqueleto, para verificar os padrdes na osteologia, ampliando dados para facilitar

diferenciacdo e identificacdo taxondmica da espécie estudada.

° Analisar e classificar os tipos de ovos e estratégias reprodutivas dos peixes

em estudo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Biologia da espécie

A familia Anostomidae abrange peixes caracterizados pelo corpo alongado e
fusiforme, narina em forma de tubo, dentes incisivos em nimero de 6 a 8 em cada
maxila, firmemente implantados. A nadadeira anal é curta com 10 a 13 raios, e a dorsal
implantada ao nivel médio do corpo. A maioria desses peixes apresenta habitos
onivoros, alimentando-se exclusivamente de algas filamentosas, raizes de gramineas e

de pequenos frutos e sementes (FERREIRA; ZUANON; SANTQS, 1998).

O peixe Leporinus elongatus, inicialmente classificado Leporinus crassilabris em
varias bacias brasileiras, € uma das 110 espécies pertencentes a familia Anostomidae,
grupo de peixes da ordem Characiformes, existente abundantemente em todas as
bacias hidrograficas do Brasil (SANTOS et al., 2009). Com distribuicdo nas bacias dos
rios Pardo e Jequitinhonha, essa espécie vem desaparecendo, sendo questionado pela
populacdo ribeirinha e entrando na lista de animais ameacados de extingdo

(MACHADO; DRUMMOND; PAGLIA, 2008).
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3.2 Estudo do Desenvolvimento Embrionario

Em relagdo ao grande numero de espécies nativas brasileiras, muito pouco se
conhece acerca do seu desenvolvimento embriondrio (HONCZARYK, 1995). O estudo
dos embrides se torna importante porque eles podem ser utilizados em uma grande
variedade de pesquisas. A descricdo das fases embriondrias pode auxiliar na
identificacdo dos ovos vidveis em estudos de produtividade e sobrevivéncia, ja que os
ovos de peixes variam em tamanho, forma, cor, numero e densidade especifica de
acordo com a espécie (LAGLER, 1959). Além disso, podem servir para estudar diversos
aspectos da ontogenia e serem utilizados como objeto de experimentacado na avaliacdo
da qualidade do ambiente e do efeito de substancias téxicas sobre a fauna aquatica

(FLORES et al., 2002)

O processo embriondrio inicia-se com a fecundacdo do oévulo pelo
espermatozoide, via micrépila, e logo apds a fertilizacdo, o ovo absorve agua
ocorrendo a formacdo do espaco perivitelino, com a separa¢do do cérion da
membrana vitelina (GODINHO; GODINHO, 2003). Os ovos dos peixes geralmente sdo
classificados como telolécitos, com um elevado suprimento de vitelo, do qual o
embrido nutrir-se-a durante a embriogénese, o que é também utilizado para nutrir a

larva por algum tempo apés a eclosdo (WOYNAROVICH; HORVATH, 1980).

A primeira etapa da ontogenia inicia-se com o ovo recém-fertilizado,
compreendendo desde a fertilizacdo até a organizacdo dos polos animal (representado
pelo blastodisco) e vegetativo (NAKATANI et al., 2001). Logo em seguida é descrita a
fase de segmentacdao que é caracterizada por clivagens sucessivas do blastodisco,
originando os blastdmeros (WOYNAROVICH; HORVATH, 1980). Depois é seguida pela
fase de Blastula, no qual o blastodisco apresenta-se estratificado e alto, com pequenas
cavidades entre os blastbmeros e a presenca de uma lamina sincicial perivitelina
(NAKATANI et al., 2001). Na fase de gastrula, as células do blastodisco deslocam-se e
separam-se em epiblasto (futuro folheto externo) e hipoblasto (notocorda, meso e

endoderme). O epiblasto e a lamina sincicial perivitelina expandem-se como um manto
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gue recobre inicialmente metade do vitelo, em seguida % e, finalmente, fecha o
blastéporo (GODINHO; GODINHO, 2003). A seguir, na fase de néurula ocorre a
formacdo da vesicula éptica, vesicula auditiva com o aparecimento dos otdlitos e
finalmente a liberagdo da cauda, destacando-se do saco vitelino (NAKATANI et al.,

2001).

A eclosdo do corion ocorre apds contracdes musculares vigorosas da cauda e
do corpo, permitindo que as larvas eclodam (WOYNAROVICH; HORVATH, 1980). Apés
a eclosdo, o embrido torna-se muito ativo, ficando o cérion amolecido com o resultado
da acdo de enzimas, sendo que o grau de diferenciacdo da larva recém-eclodida
depende da espécie considerada e relaciona-se ao tamanho do ovo, como o periodo

de incubacdo depende desses fatores e da temperatura (BLAXTER, 1988).

A maioria das larvas de 4dgua doce eclode com a boca e mandibula ainda ndo
formadas, os olhos ndo pigmentados, o saco vitelino grande e a nadadeira primordial
localizada na posicdo mediana, estendendo-se por todo o corpo (NAKATANI et al.,
2001). Nesse periodo, poucos melanéforos sao visualizados e a larva é muito
transparente, no entanto, todas as larvas recém-eclodidas apresentam neuromastos

na cabeca e corpo e os otdlitos sdo distintos na cdpsula otica (BLAXTER, 1988).

O estdgio larval pode durar de alguns dias a meses, dependendo da
temperatura e da espécie, sendo que durante esse tempo, a larva duplica seu
comprimento e aumenta de peso em até 100 vezes (WOYNAROVICH; HORVATH, 1980).
Ocorre diferenciacdo progressiva de caracteres adultos, tais como raios das nadadeiras
e ossificacdo do esqueleto, e entdo a larva passa por um processo de metamorfose até
o periodo juvenil (NAKATANI et al., 2001). O sangue torna-se pigmentado, as escamas
e 0s pigmentos aparecem na superficie do corpo, os caracteres meristicos, tais como
raios das nadadeiras, sdo completados e a forma do corpo torna-se igual a do adulto

(BLAXTER, 1988).

A descricdo dos estadios embrionarios de uma espécie pode fornecer inimeras
vantagens, como o reconhecimento de seus embrides em ambientes naturais,
deteccdo das alteracdes relacionadas aos fatores ambientais e patologias nas

incubadoras, além de permitir um melhor estudo da biologia e sistemdatica da espécie
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(REYNALTE-TATAJE et al.,, 2004). Caracterizada por uma série de importantes
alteragGes estruturais e fisioldgicas de alguns sistemas organicos, a ontogenia das
larvas de peixes é um processo em constantes mudancas, sendo que, as modifica¢des
no estado ontogénico tendem a coincidir frequentemente com as mudangas da
alimentacdo, micro-habitat, comportamento, desempenho ou qualquer associacdo

entre estes (MACIEL, 2006).

Portanto, estudos de ovos e larvas sdo relevantes para o conhecimento global
da biologia e sistematica das espécies de peixes, particularmente em seus aspectos
relacionados a variacdo ontogénica na morfologia, crescimento, alimentacao,
comportamento e mortalidade (HEMPEL, 1973). O fato de as larvas, além de
representarem fases criticas ao sucesso do recrutamento, se apresentarem como
organismos distintos dos adultos em relacdo aos requerimentos ecoldgicos e na
alocacdo de recursos, torna esses estudos imprescindiveis ao entendimento da

autoecologia e da dinamica populacional.

Embriogénese é considerada neste trabalho como sendo o periodo compreendido
entre a fertilizacdo e a eclosdo do ovo, sendo influenciada pela temperatura da agua
(GODINHO et al, 2007). O fechamento do blastéporo é considerado o evento mais
importante da embriogénese, pois indica 0 momento adequado para estimar as taxas
de fertilizacdo (NAKATANI et al., 2001), com abertura do intestino primitivo, onde
pode-se observar o final da gastrulagdo, esboco do embrido, e inicio da organogénese

(LANDINES, 2003).

O termo larva é utilizado para indicar o periodo de vida do peixe compreendido
entre a eclosdo e o enchimento da bexiga gasosa (WOYNAROVICH; HORVATH, 1980),
ainda em estudo realizado por Santos e Godinho (2003) afirmam que é de
fundamental importancia para a larvicultura o tempo de absorc¢do do saco vitelinico, a
pigmentacdo da retina, a presenca ou nao de 6rgdo adesivo, a abertura de boca e
l[imen intestinal, a flexdo da notocorda, o desenvolvimento das nadadeiras, o

enchimento das nadadeiras, e o padrdo de pigmentacdo cutanea.
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3.3 Esqueleto dos peixes

O esqueleto dos peixes funciona como elemento de sustentacdo dos musculos
e das demais partes do corpo, atuando na prote¢ao dos érgdos internos, se divide em:
exoesqueleto (ou esqueleto dérmico) que é constituido pelas escamas e apéndices de
locomocdo e pelo endoesqueleto, que por sua vez, subdivide-se em esqueleto axial,

apendicular e visceral (DE LIULLIS; PULERA, 2007).

Os ossos do cranio e da coluna vertebral formam o esqueleto axial, sendo que o
cranio é composto por ossos achatados, que formam uma cavidade para alojar

principalmente o encéfalo (WEITZMAN, 1962).

A coluna vertebral estd formada por vértebras de niumero e forma variadas,
que por sua vez, possuem em sua estrutura, espinhos neurais (dorsalmente), espinhos
hemais (ventralmente), processos transversos (lateralmente), e um corpo dsseo, que

une as costelas aos espinhos neurais (MOREIRA et al., 2001).

O esqueleto apendicular é formado pelas nadadeiras, que possuem funcdo
propulsora, estabilizadora ou de dire¢do, constituidas por uma prega dérmica
sustentada por um conjunto de estruturas denominadas raios (WEITZMAN, 1962).
Estes podem ser simples e duros (espinhos) ou ramificados e moles, mas normalmente
existem nadadeiras sem raios, denominadas adiposas, logo apds a nadadeira dorsal em

varias espécies de peixes Characiformes (MOREIRA et al., 2001).

O esqueleto visceral esta relacionado aos tubos internos do corpo,
principalmente a faringe e ao tubo digestério, sendo formado por uma série de arcos
cartilaginosos ou 6ésseos entre as aberturas branquiais, dando sustentacdo as

branquias (MOREIRA et al., 2001).
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3.4 Proteina 6ssea Morfogenética (BMP)

As BMPs pertencem a superfamilia de proteinas denominadas de fator de
crescimento transformador (Transforming Growth Factor — TGF), da qual fazem parte
pelo menos 43 membros que participam de muitas fung¢des bioldgicas, incluindo
crescimento e diferenciacdo celular no padrdao de formacdo embriogénico (WOZNEY;

ROSEN, 1998; ZHU et al., 1999).

As BMPs 2 a 16 pertencem a superfamilia TGF, sendo BMP 1 a Unica exce¢ao
(EINHORN, 1995), sdo osteoindutoras, porém, ndo possuem atividade mitogénica e/ou
osteogénica (KIRKER- HEAD, 1995). A principal funcdo das BMPs de 2 a 16 é induzir a
transformacdo de células mesenquimais indiferenciadas em condroblastos, tanto na
fase embriogénica como durante o crescimento e cicatrizagdo (WANG; ROSEN;
CORDES, 1988). Dentro da superfamilia, as proteinas podem ser subdivididas em
subgrupos de acordo com a semelhanca em suas féormulas estruturais (EINHORN,
1995). Por exemplo, a BMP 2 e a BMP 4 s3o praticamente idénticas (92%) enquanto
que 5, 6 e 7 sdo 90% idénticas (WOZNEY, 1992).

Ripamonti e Reddi afirmaram que, além de suas funcdes na osteogénese pds-
fetal, as BMPs podem exercer multiplas fun¢des no desenvolvimento embriogénico e
organogénico, incluindo esqueletogénese, desenvolvimento cranio facial e dos tecidos

dentais.

Hughes et al.demonstraram, através de testes in vitro, com células
osteoprogenitoras de rato, que BMP-6, BMP-4 e BMP-2 podem estimular diferenciacao
osteoblastica. Sugeriram que uma célula osteoprogenitora precoce é uma importante

célula para a acdo das BMPs durante inducdo éssea.

No presente trabalho foram utilizadas as proteinas BMP 2 e BMP 4, devido a

sua semelhanca, para avaliar o desenvolvimento dsseo da espécie estudada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Exemplares de Leporinus elongatus (Figura 1) foram capturados no rio Pardo e
mantidos em tanques de 120 m? na Estacdo de Piscicultura da Usina Hidrelétrica de
Machado Mineiro, sendo alimentados com racdo comercial contendo 36% de proteina
bruta, diariamente, na propor¢ao de 2% do peso vivo. Para reprodugdo, foram
empregados trés casais de reprodutores de Piapara (Leporinus elongatus) no més de
janeiro de 2012 e trés em janeiro de 2013, os casais foram submetidos a reproducao
induzida por hipofisacdo, utilizando trés inje¢cdes de Extrato Bruto de Hipdfise de Carpa
(Cyprinus carpio) na dosagem de 0,25/0,5 e 5,0 mg/kg em intervalo de 10 horas entre
aplica¢Oes. Estes animais possuiam um comprimento total de 26,4 + 7,91 cm e 1,25 +

0,35 kg de peso corporal.

A fertilizacdo foi realizada a seco, misturando-se sémen aos ovécitos estruidos
e adicionando, em seguida, agua a mistura. Os ovos fertilizados foram mantidos em

incubadoras do tipo funil com 30L de capacidade, com dgua circulante.

A embriogénese e a ontogénese larval foram monitoradas até a reabsor¢ao do
saco vitelinico com auxilio de estereomicroscépio MBC-10 (MBC, Russia). A reproducdo
foi realizada durante os meses de janeiro de 2012 e janeiro de 2013, com uma

temperatura da dgua de 24+3 oC durante o periodo de incubacao.

Amostras de ovos, larvas, pds-larvas e juvenis foram fixados em solucdo de
Bouin (750 mL de solugdo saturada de acido picrico, 250 mL de formol 40% e 50 mL de
acido acético glacial) e solugdo de formalina 10% para posterior avaliagdo através da
microscopia de luz, imunohistoquimica e microscopia eletronica de varredura. Foram

utilizados 10 juvenis, sendo anestesiados com solucdo de hidrocloreto de benzocaina
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na dose de 200mg/L de &4gua, de acordo com Resolugdo CFMV n? 714 (2002) e

posteriormente mergulhados em solugao fixadora, por razées humanitarias.

Todos os procedimentos desse trabalho foram aprovados pelo CEUA da FMVZ-

USP, com o protocolo de nimero 2369.

Figura 1- Imagem de um exemplar de L. elongatus utilizada na reprodugdo induzida em 2012.

Fonte: (SOUSA, E.Z.. 2012)

4.2 Microscopia de Luz - Histologia

As amostras de ovos, larvas, pos-larvas e juvenis foram fixadas em solucdo de
Bouin durante 12 horas, e entdo transferidas e conservadas em alcool 70%. Logo em
seguida, as amostras foram desidratadas em uma série de solucGes crescentes de
etano e xileno, respectivamente, para o processo de inclusdo em parafina segundo

técnicas histologicas de rotina.

Apds este periodo, os blocos de parafina foram ligeiramente cortados com

utilizacdo do microtomo LEICA RM2125 (Leika, Alemanha) em cortes seriados com
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5um de espessura e logo apds, os cortes foram capturados com laminas de vidro em

um banho histoldgico a 45°C.

As laminas foram colocadas em estufas de histologia para secagem Quimis
317B242 (Quimis, Brasil) na temperatura de 40°C por 24 horas. Em seguida, as laminas
foram mergulhadas em bergos histologicos contendo uma série de solugdes
decrescentes de xilol e alcool para realizacdo do processo de desparafinizacdo, e em
seguida, hidratagdo em agua corrente, que se faz necessario, uma vez que os corantes
sdo hidrossoluveis. Em seguida, as laminas foram coradas em solucdo de Hematoxilina
de Mayer por 1 minuto, sendo retirado o excesso em agua corrente, e entao, corada

com solugdo de Eosina durante 30 segundos.

As laminas entdo passaram por um processo de desidratacdo em solugdes
crescentes de etanol e diafanizadas em solugdo de xileno, para posterior montagem

das laminulas com o emprego da resina Entellan (Merck, Brasil).

Os resultados foram analisados e fotografados utilizando o Microscépio
Olympus BX3 acoplado a camera AxioCam HCr com software de captura Axio Visio

(Olympus, Japao).

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de ovos, larvas, pds-larvas e juvenis foram fixadas em solucdo de
formaldeido 4% por 24 horas, e entdo transferidas para em alcool 70% por tempo
indeterminado, foram lavadas em solucdo de PBS 0,1 M, sendo pds-fixadas em solugdo
de tetroxido de ésmio 2%. Novamente foram lavadas em uma série de solucdo de PBS
0,1M, 3agua destilada e acido tanico 1x, respectivamente. Em seguida, as amostras
foram desidratadas em uma série crescente de etanol e secadas em estufa a

temperatura de 60°C durante 24 horas. Apds o seco, o material foi montado em Stubs
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de aluminio e cobertos com ouro, através do aparelho lom Sputter Balzer SCD — 040 e
analisados ao microscopio eletrénico de varredura Zeiss Leo 435 VP do Setor de
Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de S3o Paulo.

4.4 Imunohistoquimica

Conforme protocolo sugerido por Silviero, F. (2013); as amostras de ovos,
larvas, pds-larvas e juvenis foram fixadas em formaldeido 4% por 24 horas, e entao
transferidas para alcool 70% por tempo indeterminado. Foram entdo incluidas em
parafina, conforme técnicas histoldgicas de rotina. Apds realizados os cortes seriados
de 5 um de espessura, foram montados em laminas silanizadas, sendo
desparafinizadas e hidratadas em solucdes decrescentes de xileno e etanol. Em
seguida, as laminas foram lavadas em PBS e realizado a recuperagdao antigénica em
tamp3o citrato de sédio a 90°C em uma panela comum com agua destilada. Apds
esfriado em temperatura ambiente, o material foi lavado em agua corrente, PBS e
entdo realizado bloqueio de peroxidade com solugdo de perdxido de hidrogénio no
escuro a temperatura ambiente. Logo em seguida, foi realizado o bloqueio inespecifico

com utilizagao de leite em pd 5% em PBS a temperatura ambiente.

Os cortes entdo foram incubados com anticorpo primario diluido anti- BMP-2
DSV0512011, Monoclonal IGC2B, (R&D System, USA) e BMP-4 - ab124715 (Abcam,
USA) em uma camara Umida em geladeira, de 4 a 8°C, overnight. Os cortes do grupo
controle negativo, ndo foram incubados com o anticorpo primario, e sim com Tampao
fosfato salino (PBS 0,1M pH 7,4); com a finalidade de evidenciar os resultados falsos
positivos. No dia seguinte, os cortes foram lavados em solucdo de PBS e entdo
incubado com anticorpo secunddrio (Polimer DAKO Advanced, Estados Unidos da

América) em temperatura ambiente. Logo em seguida, os cortes foram lavados com
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solucdo de PBS e realizada a revelagdo com DAB, parando a revelacdo em agua
destilada e realizada a contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer durante 2
minutos. Entdo as laminas foram lavadas em agua corrente e realizada a diferenciacao
em solug¢do saturada de carbonato de litio, lavadas novamente e realizada uma
desidratacdo com solugdes crescentes de etanol e xileno. As laminas foram montadas

junto com as laminulas com utilizagdo da resina Entellan (Merck, Brasil).

4.5 Montagem dos esqueletos

Dois exemplares adultos de Leporinus elongatus foram eutanasiados com
utilizagdo de uma solucdo de hidrocloreto de benzocaina na dose de 200mg/L de agua,
de acordo com Resolugdao CFMV n2 714 (2002) e entdo retidas as visceras e parte da
musculatura e mergulhada a carcaca em etanol 70%. Em seguida, a carcaca foi secada
a temperatura ambiente e logo apds, colocada para que a musculatura desidratada
fosse consumida pelas larvas de coledpteros dermestideos (Dermestes maculatus)
durante quatro meses no Setor de Ictiologia do Museu de Zoologia/USP, em ambiente

de controle de umidade e temperatura.

Imagens fotograficas foram adquiridas em estudio fotografico com auxilio de

uma camera digital Kodak Easyshare P880 (Kodak, Alemanha).
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5 RESULTADOS

5.1 Ovos

O L. elongatus produz ovos esféricos, peldgicos, de coloracdo amarelo palha e
translucidos, possuem a presenca do cdrion com superficie lisa (Figura 2 A1).

Os ovos recém-fecundados apresentaram diametro médio de 2,60 mm;
com amplo espacgo perivitelino (aproximadamente 28%), tamanho médio de 0,73 mm
e diametro médio do vitelo de 1,10 mm.

Quanto a quantidade e padrdo de distribuicdo de vitelo, os ovos de L.
elongatus podem ser classificados como telolécitos, uma vez que exibem grande
guantidade de vitelo concentrado no polo vegetativo, enquanto o citoplasma e
organelas sao distribuidos ao longo do polo animal (Figura 2 A2).

O coérion é liso, sem oOrgaos adesivos conforme analise através da

Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 2 A3).

5.2 Embriogénese

A primeira clivagem durante a embriogénese de L. elongatus foi de 42
minutos apds fertilizacdo. A segunda, terceira e quarta clivagens ocorreram
aproximadamente seis minutos apds a anterior, no entanto, na quinta clivagem,
ocorreu em aproximadamente 35 minutos apds a anterior, originando 32

blastomeros. Na terceira clivagem, houve a formacao de oito blastomeros (Figura 2
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B1), com observacdo de células com citoplasma acidoéfilico, indicando baixa
atividade sintética (Figura 2 B2). Na microscopia eletronica de varredura foi
observado blastdmeros com tamanhos diferentes, com clivagem meroblastica ou
parcial, ocorrendo esse processo apenas no polo animal (Figura 2 B3). Na quarta
clivagem, foi visualizada a formacgdo de dezesseis blastomeros (Figura 2 C1), sendo
observadas células contendo citoplasma acidéfilico (Figura 2 C2), com tamanhos

diferentes (Figura 2 C3) localizados no polo animal.

A fase de blastula iniciou-se com cerca de trés horas apoés fertilizagdo e
avangou até cerca de cinco horas e trinta minutos (Figura 2 D1). Nessa fase, a
blastoderme apresentou uma forma de meia-lua no estadio avan¢ado, com um
padrao de clivagem bastante indeterminado, porém, continuo (Figura 2 D2). Na
microscopia eletronica de varredura foi observada uma camada sincicial de vitelo,
também denominada de periblasto entre a blastoderme e os glébulos de vitelo

(Figura 2 D3).
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Figura 2 — Imagens capturadas usando microscépio estereoscépico (1), microscopio de luz (2) e
microscépio eletronico de varredura (3); de ovos hidratados (A), Clivagem inicial nas fases de 8 e 16
blastomeros (B e C), e Gastrula inicial (D). esse trecho e a legenda da figura deve vir na parte inferior da
figura.

Fonte: (SOUSA, E. Z. 2013)

Legenda: Nota-se presenca do Cérion (Co), Globulo de vitelo (GV), Blastodisco (Bd), Espacgo Perivitelino
(EP), Blatdmeros (Bl), Blastoderme (Bm) e Movimento de Epibolia (ME).
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A fase de gastrula iniciou-se com aproximadamente seis horas ap6s fertilizacao,
prorrogando-se até cerca de sete horas, com o fechamento do blastéporo (Figura 3
A1). Na histologia (Figura 3 A2) e na microscopia eletronica de varredura (Figura 3 A3)
foram evidenciado a presenga de um periblasto e formagao de um anel embriondrio.

Em seguida foi evidenciada a fase de néurula, com diferenciacdo do embrido
com formagdo do anel embrionario (Figura 3 B1) e surgimento da vesicula dptica e dos
somitos (Figuras 3 B2 e B3).

Com 20,2 horas ap6s a fertilizagao, houve o completo descolamento da cauda
do embrido da vesicula vitelinica (Figura 3 C1). Foi observada a presenca de somitos,

saco vitelinico e nadadeira embrionaria (Figuras 3 C2 e C3).

Figura 3 — Imagens capturadas usando microscopio estereoscépico (1), microscépio de luz (2) e
microscopio eletrénico de varredura (3); de gastrula final (A), Néurula com o aparecimento dos somitos
e da Vesicula ética (B), e Embrido com a cauda totalmente descolada do saco vitelinico e aparecimento
da nadadeira embriondria (C)

Fonte: (SOUSA, E. Z. 2013)

Legenda: Nota-se presenga do Cérion (Co), Gldbulo de vitelo (GV), Movimento de Epibolia (ME), Saco
vitelinico (SV), Periblasto (Pe), Anel Embrionario (AE), Somitos (St), Vesicula Optica (VO), Fechamento do
Blastoporo (FB) e Nadadeira Embrionaria (NE).
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5.3 Eclosao e larvas

As larvas eclodiram em aproximadamente 32 horas apds a fecundacdo (Figura 4
A1), medindo em média 3,0 mm de comprimento total, possuindo ainda um saco
vitelinico pequeno e olhos pouco pigmentados, ocorre nessa fase também a formacao
do coracdo (Figura 4 A2). O olho é grande e se torna pigmentado com 4,60mm e a
nadadeira peitoral aparece com aproximadamente 4,50 mm, onde também ja ocorre o

surgimento dos arcos branquiais (Figura 4 A3).

Com cinco dias de incubacdo, foi evidenciada a abertura da boca, periodo em
que a larva passa a alimentar-se, dependendo do ambiente externo para

sobrevivéncia.

5.4 Juvenil

Houve uma mudanca ou metamorfose, onde a nadadeira embrionaria originou
as nadadeiras caudal e anal, sendo identificada a fase juvenil ou de alevinagem, aos
dez dias ap6s a fertilizacdo, sendo observadas oito faixas transversais na regido dorsal
(Figura 4 B1). Na histologia foi observada a formacdo da lente e retina, além da
presenca de tecido cartilaginoso na formacado de alguns ossos do cranio (Figura 4 B2).
Na microscopia eletronica de varredura, foi observada a presenca das nadadeiras
caudal, anal, peitoral e ventral ja formadas, assim como os olhos e sistema branquial

(Figura 4 B3).
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Figura 4 — Imagens capturadas usando microscépio estereoscépico (1), microscopio de luz (2) e
microscépio eletronico de varredura (3); Larva (A) e juvenil (B)

Fonte: (SOUSA, E. Z. 2013)

Legenda: Nota-se presenca do Saco vitelinico (SV), Somitos (St), Vesicula Optica (VO), Nadadeira
Embrionaria (NE), Olho pigmentado (Ol), Coragdo (Co), Faixas transversais pigmentadas (FT), Nadadeira
caudal (NC), Nadadeira anal (NA), Nadadeira peitoral (NP), e boca aberta (Bc).
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5.5 Imunohistoquimica

Nas fases iniciais do desenvolvimento embriondrio de L. elongatus ndo foram
encontradas marcagGes dos anticorpos BMP2 e BMP4, sendo estas, observadas apenas

a partir da fase larval na regido do focinho, cranio e coragao (Figuras 5 e 6).

Figura 5 — Expressdo imunohistoquimica de BMP-2 e 4* em ovos (1 e 2), e larva (3) de L. elongatus; onde
(A) representa o grupo controle, sem incubagdo com anticorpo primario e (B) o grupo com
incubagdo de BMP-2

Fonte: (SOUSA, E. Z. 2013)

Legenda: Ovo hidratado (A1, B1, A2 e B2), nota-se a presenga do Cérion (Co), Glébulo de vitelo (GV),
Blastodisco (Bd), Movimento de Invaginagdo do pdlo vegetal (lv); Larva pos eclosdo( A3 e B3), Olho (Ol),
e é possivel observar a marcagdo na boca (Bo).
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Figura 6 — Expressdo imunohistoquimica de BMP-2 e 4*, em juvenis de L. elongatus, onde (A) representa
o grupo controle, sem incubagdo com anticorpo primario e (B) o grupo com incubagdo de

BMP-2

Fonte: (SOUSA, E. Z. 2013)

Legenda: é possivel notar a marcagdo na regido da boca (Bo), focinho (Fo), cartilagem cranial (Ca), e
coragdo (Co).

*Os anticorpos BMP-2 e BMP-4 obtiveram a mesma marcagao, portanto, neste

trabalho optamos por colocar apenas as imagens das expressdes de BMP-2.
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5.6 Esqueletos

Nos esqueletos dos animais adultos obtidos foi possivel identificar todo o
sistema esquelético do L. elongatus.

O pré-maxilar possui seis dentes, sendo que os da frente sdo mais longos e
marcadamente obtusos. Sua boca é inferior.

Possui 34 vértebras, a nadadeira dorsal possui 12 raios e a anal 10.

Figura 7 — Esqueleto da regido frontal de L. elongatus

Fonte: (SOUSA, E. Z. 2013)

Legenda: E possivel notar os ossos: Occipital (Oc), Frontal (Fr), Orbital (Or), Maxilar (Mx), Pré-maxilar
(Pm), Dentes (Dt), Mandibula (Mn), Quadrado (Qd), Escapula (Es), Opérculo (Op), e Clavicula (Cl).



42

Figura 8 — Esqueleto de L. elongatus

Fonte: (SOUSA, E. Z. 2013)

Legenda: Raios da Nadadeira Caudal (NC), Raios da Nadadeira Anal (NA), Raios da Nadadeira Ventral
(NV), Pélvis (Pe), Raios da Nadadeira Peitoral (NP), Raios da Nadadeira Dorsal (ND), Vértebra (Vt) e
Costelas (Ct).
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6 Discussao

Por ser uma espécie que necessita de dguas relativamente quentes para que sua prole
possa se desenvolver, o periodo reprodutivo da espécie estudada foi de dezembro a
janeiro, com temperatura entre 24+3 2C, sua desova foi total, sazonal e com pico. A
fecundacdo externa, por serem animais que realizam migracdo eles ndo cuidam da

prole, dados estes que vao de acordo com o relatado por Vazzoler, (1996).

Os ovos de L. elongatus sdo pelagicos, pequenos e com pouco vitelo, indo de acordo
com o descrito por Sato; Cardoso e Capuchinho, (1988); possuem grande espaco
perivitelino apds hidratacdo; sdao telolécitos, com um elevado suprimento de vitelo
conforme relatado por Woynarovich e Horvath (1983), do qual o embrido nutrir-se-a

durante a embriogénese (BAGENALI; BRAUM, 1978).

O desenvolvimento embriondrio ocorreu coerente com as fases descritas por

Woynarovich; Horvath (1980).

A segmentacdo dos ovos foi semelhante ao descrito para Leporinus macrocephalus
(REYNALTE- TATAJE; ZANIBONI-FILHO; MUELBERT, 2001) em outras bacias
hidrograficas, ocorrendo as fases de ovo, blastula, gastrula, néurula, embrido, larva,

pos-larva e alevino (juvenil).

Segundo Hu et al . (2000), o coragdo é o primeiro érgdo definitivo a se desenvolver e
tornar-se funcional durante a embriogénese. Em L. elongatus , o coragao apresentava-
se simples no momento da eclosdao da larva, localizado na cavidade pericardial,
anteriormente ao saco vitelinico e a cavidade abdominal, como também registrado em
larvas recém-eclodidas de outros estudos (Hu et al . 2000; MORINO, 2005; Marques,
2008).

A visdo é fundamental para a sobrevivéncia dos peixes, pois a maioria é usudrio visual
aproveitando também este sentido para evitar predadores (Carvalho et al . 2004). O
desenvolvimento do olho, em L. elongatus ocorreu de forma progressiva e, nas larvas

com vitelo absorvido, no ultimo momento avaliado, encontrava-se desenvolvido com
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as principais camadas formadas e os nucleos dos cones e bastonetes comegando a
formar duas camadas, assim como observado em larvas de O. niloticus (Morrison et al.

2001) e em Z. jahu (Marques 2008).

Com a Microscopia eletronica de Varredura foi possivel acompanhar o
desaparecimento do saco vitelinico, sendo este, um grande indicador de mortalidade,
guanto menor o ovo e saco vitelinico, maior as chances da larva ndo sobreviver, por
falta de nutrientes, muito utilizados durante o processo de metamorfose, alimentando
o embrido e larva, até a abertura de boca, passando entdo a possuir alimentacao
exdgena, sendo este um mecanismo também utilizado por outras espécies, como
evidenciado por Santos e Godinho (2002). Ndao houve diferenciacdo significativa
guanto ao tamanho dos ovos de L. elongatus, a mortalidade ndo ocorreu fora do
comum com o relatado por Rana (1985) em O. mossambicus, o que sugere que 0 OVO
tem a quantidade necessaria de nutrientes utilizada pelo embridao durante a sua fase

de desenvolvimento.

O processo de metamorfose descrito por Nakatani et al (2001) também foi observado
nas diversas técnicas, onde a nadadeira embriondria originou as nadadeiras caudal e
anal; ossificacdo do esqueleto, abertura de boca, pigmentacdo dos olhos,
aparecimento dos somitos, aparecimento de 6rgaos fundamentais, como o coracao,

sistema branquial, desaparecimento do saco vitelinico e descolamento da cauda.

Seu esqueleto possui 34 vértebras, a nadadeira dorsal possui 12 raios e a anal 10, indo
de acordo com o descrito por Garavello, J.C. (1979). Seu corpo, portanto, é alongado,
tornando-o mais agil, sendo talvez uma manobra anti-predatéria conforme descrito
por Uieda, 1984 em Astyanax e Bryconamericus); Garutti, 1989 (A. altiparanae) ;
Castro & Casatti, 1997 (A. bimaculatus [A. altiparanae] e A. fasciatus); Garutti & Britski,

2000 (A. altiparanae); Casatti & Castro, 1998 (B. Stramineus)..

Sua boca é inferior, seu labio superior é muito desenvolvido, indo contra o sugerido
por Reis et al. (2003) porém, conforme Balassa (2004); o que enfatiza a alimentacdo
herbivora com tendéncia a onivoria (FERREIRA; ZUANON; SANTOS; 1998). Os dentes de

L. elongatus sdo caracteristicos de espécies consideradas herbivoras, com tendéncia a
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onivoria, o que certamente reflete estratégias de sobrevivéncia em ambientes

inundaveis como ja fora observado por Resende et al(1996).

Com relagdo a imunohistoquimica, foi possivel avaliar que a marcagdo das proteinas
BMP-2 e BMP-4 ocorreu em localizagcbes muito semelhantes, fato também relatado

por Wozney (1992.

Observou-se a expressdo dessas proteinas somente a partir da fase larval, nas regides
da boca, focinho, coragdo e cartilagem cranial. Este comportamento da expressdo das
proteinas BMP-2 e BMP-4 deve-se provavelmente por ainda ndo ter havido
diferenciacdo celular suficiente para essas proteinas exercerem seus papéis no

processo de formacdo do tecido dsseo.

A presenca da expressao dessas proteinas na cartilagem cranial deve-se possivelmente
ao fato da BMP induzir a formacdo de osteoblastos e também por serem secretadas
por esse tipo celular (KATAGIRI 1994); Matsumura et al. (1992) sugerem que a BMP é
liberada para regular a proliferacdo e diferenciacdo das células mesenquimais de

forma semelhante a sua fung¢ao, como visto nas embrionarias.

Acreditamos que as BMPs ndo foram expressas nas fases anteriores devido a ndo
diferenciacdo das células ou ainda por ndo ocorrer ativacdo de tais proteinas nas fases
iniciais do desenvolvimento embrionario de L. elongatus, sendo necessario um estudo
mais aprofundado para o correto entendimento do resultado obtido.

Este trabalho trouxe informacdes importantes sobre a ontogenia de L. elongatus,
podendo ser um auxiliar em estratégias reprodutivas para incrementar a populacdo de

modo a contribuir para um melhor entendimento sobre biologia desta espécie.
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7 Conclusoes

Baseados nas observacdes realizadas durante a elaboracdo deste estudo, pudemos

concluir que os ovos de L. elongatus sdao demersais e nao pelagicos;

As fases do desenvolvimento embrionario vao de acordo com os demais teledsteos,

podendo retardar de acordo com a temperatura da agua;

As marcagoes de BMP-2 e BMP-4 foram idénticas, e puderam ser observadas a partir
do estagio larval, sendo vistas na regido frontal, mais precisamente na regido da boca,
onde esta presente o pré- maxilar e surgimento dos dentes, no coragao, regido cranial

e ventral da espécie;

Seu esqueleto sugere ser de um animal herbivoro com tendéncia a onivoria, estando
de acordo com seu habito alimentar, sendo sua forma e tamanho em concordata com

areas alagadas.
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