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RESUMO

Jesus LWO. Desenvolvimento estrutural da hip6fise e ontogenia das células adeno-
hipofisarias do dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) Teleostei,
Characiformes [Dissertacao (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sado Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

Este estudo investigou, por meio de técnicas histoquimicas e imuno-histoquimicas, o
desenvolvimento estrutural da hipéfise e a ontogenia das células adeno-hipofisarias
do dourado Salminus brasiliensis (Characiformes, Characidae), um teledsteo
sulamericano praticamente extinto na Bacia do Rio Parana e que apresenta grande
potencial zootécnico, embora sejam relatadas altas taxas de mortalidade e
canibalismo durante sua larvicultura. A hipéfise de S. brasiliensis era composta por
dois tecidos, a neuro e a adeno-hipéfise. Nesta ultima, foram distinguidos sete tipos
celulares. Na rostralis pars distalis (RPD) foram detectadas as células
adrenocorticotrépicas e prolactinicas, na proximalis pars distalis (PPD) as células
gonadotrépicas, somatotrépicas e tireotrdpicas, € na pars intermedia (Pl), as células
melanotrépicas e somatolactinicas. O uso de anticorpos heterdélogos desenvolvidos
contra peixes e mamiferos confirmou a distribuicao de cada tipo celular e evidenciou
a presenca de uma unica célula gonadotrépica, produtora de LH e FSH. O primérdio
da hipdéfise foi detectado 12 horas apés a eclosédo (hpe), a neuro-hipofise com 72
hpe e o inicio da formacao do pedunculo com 300 hpe. Nos juvenis (600 hpe), a
hipéfise apresentou uma morfologia semelhante aquela observada nos adultos. As
células prolactinicas foram detectadas com 12 hpe, juntamente com as células
adrenocorticotrépicas e melanotrépicas, seguidas das somatotropicas e
somatolactinicas, com 36 hpe. Por outro lado, nas larvas e juvenis foram detectadas
duas populagdes distintas de células gonadotrépicas, as células produtoras de FSH
foram detectadas com 600 hpe, enquanto as produtoras de LH com 120 hpe.
Nossos achados em S. brasiliensis corroboram a heterogeneidade na ontogenia das
células adeno-hipofisarias dos teledsteos, além de sugerirem uma funcdo dos
hormbnios avaliados sobre o desenvolvimento inicial desta espécie, e também
levantam questionamentos sobre os mecanismos de hiperplasia da hipéfise e do
papel funcional de cada horménio no desenvolvimento inicial dos teledsteos

sulamericanos de agua doce.

Palavras-Chave: Peixes. Hip6fise. Ontogenia. Horménios. Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Jesus LWO. Structural development of the pituitary gland and ontogeny of
adenohypophyseal cells from dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) Teleostei,
Characiformes [Master thesis (Cell and Tissue Biology)]. Sédo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2011.

This histochemical and immunohistochemical study investigated the structural
development and the ontogeny of the adenohypophyseal cells from dourado
Salminus brasiliensis (Characiformes, Characidae); a South American teleost
practically extinct in Parana river basin, that shows great potential for Brazilian
aquaculture, though it has been reported high mortality rates and intense cannibalism
during its larviculture. The pituitary gland of S. brasiliensis was formed by two tissues,
neurohypophysis and adenohypophysis. In the latter, seven cell types were
distinguished. In rostralis pars distalis (RPD), prolactin and adrenocorticotropic cells
were present. In proximalis pars distalis (PPD), gonadotropic, somatotrope and
thyrotropic cells were detected, and in pars intermedia (Pl), somatolactin and
melanotropic cells were found. The employment of heterologous antisera against
piscine and mammals hormones confirmed the previous distribution of each cell type
and also detected a single gonadotropic cell responsible for producing both
gonadotropins. The primordium of the pituitary gland was detected 12 hours after
hatching (hah), the neurohypophysis was detected 72 hah and early formation of the
stalk 300 hah. In juveniles, 600 hah, the pituitary showed a similar morphology to that
observed in adults of this species. Prolactin cells were detected 12 hah together with
adrenocorticotropic and melanotropic cells, followed by somatotropic and
somatolactin cells 36 hah. Unlike adults, larvae and juveniles have shown two distinct
populations of gonadotropic cells. FSH-producing cells were detected 600 hah, while
LH-producing cells were detected 120 hah. Our findings in S. brasiliensis corroborate
the heterogeneity in the ontogeny of the adenohypophyseal cells in teleosts and
suggest a role of pituitary hormones on the initial development of this species.
Furthermore, they raise questions about the mechanisms of pituitary hyperplasia and
the functional role of each hormone in the initial development of the South American

freshwater teleosts.

Key words: Fish. Pituitary gland. Ontogeny. Hormones. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

No atual cenario de crescente demanda por alimentos de origem aquatica,
em funcdo do aumento populacional e pela preferéncia por alimentos mais
saudaveis (Queiroz et al.,, 2002), o Brasil se destaca como um dos paises com
grande potencial para piscicultura, devido as caracteristicas climaticas
extremamente favoraveis, abundancia de recursos hidricos, solo propicio, mao-de-
obra abundante, e pela diversidade de espécies nativas candidatas ao cultivo.
Dados recentes do Ministério da Pesca e Aquicultura revelam que a producdo da
piscicultura brasileira encontra-se em ampla expansao, tendo apresentando um
crescimento de 90% entre 2003 a 2009. Ainda, comparando-se a produgao de 2007
com a de 2009, o crescimento avaliado é de 60,2%, 0 que coloca a piscicultura
numa posicao de destaque frente a outras criagdes da pecuaria nacional, como a de
aves e suinos (MPA, 2010).

O crescimento populacional em varios paises e a sobrepesca de algumas
espécies de peixes tém provocado o decréscimo dos estoques naturais, e no Brasil
esta situacdo nao é diferente. A reducdo dos estoques pesqueiros em aguas
interiores decorre, principalmente, pelas alteracdes das condi¢cées de reproducéo e
desenvolvimento dos peixes, devido a uma série de intervengdes antropicas. Nesse
sentido, esforcos tém sido empregados com o objetivo de estimular a producao em
cativeiro de espécies de peixes de interesse social e econdmico, objetivando a
manutencdo de um estado de equilibrio das populagcdes naturais sem comprometer
0 abastecimento do mercado consumidor de peixes.

Embora a diversidade de espécies nativas, a piscicultura brasileira teve seu
inicio baseada na criacao de espécies exéticas (Zaniboni-Filho, 2000), e mesmo
decorrido um século do inicio desta pratica no Brasil, ainda faltam informacdes
importantes sobre as espécies nativas com potencial zootécnico. Por isso, e com a
crescente demanda de peixes, torna-se economicamente relevante o
aperfeicoamento das técnicas de manejo (Baldisserotto, 2002), e por que nao, o
desenvolvimento e aplicacao de técnicas de biotecnologia animal visando o aumento
desta fonte de proteina. Mesmo a larvicultura sendo a fase na qual ainda ocorrem as
maiores perdas durante a producdo de peixes em escala comercial, 0s
conhecimentos relacionados a esta etapa em espécies nativas sao limitados. Os

estudos existentes enfocam principalmente a alimentacao inicial das larvas, omitindo



outros aspectos importantes, como o inicio da producao endégena e a fungdo dos
diversos horménios no desenvolvimento inicial, aspectos chave para o
desenvolvimento e crescimento adequado dos peixes.

Devido as suas caracteristicas zootécnicas e o potencial para a piscicultura,
o dourado Salminus brasiliensis encontra-se na lista da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) entre as espécies nativas prioritarias para o
desenvolvimento de pesquisas nas regides Centro-Oeste e Sul do Brasil. Além
disso, sdo destacadas as areas de reproducao e larvicultura como prioritarias para
pesquisa e desenvolvimento, devido ao potencial uso em novas cadeias produtivas
(Queiroz et al., 2002). Entretanto, esta espécie também se encontra em iminente
risco de extincdo na Bacia do Rio Parana (Rosa e Lima, 2008).

Neste cenario, estudos basicos que contribuam para o aprimoramento da
reproducéo, larvicultura e crescimento de Salminus brasiliensis sdo essenciais. Estes
estudos podem fomentar o fornecimento regular de gametas, embrides e larvas com
qualidade e em quantidades suficientes para suprir as crescentes demandas de
alevinos na piscicultura, além de contribuir para a compreensao dos aspectos bioldgicos
da incrivel diversidade de peixes sulamericanos de agua doce e, de forma indireta, na

manutencao e restabelecimento de Salminus brasiliensis na natureza.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento inicial e crescimento dos peixes

O ciclo de vida dos peixes pode ser dividido em cinco grandes estadios:
embrionario, larval, juvenil, adulto e senescéncia (Balon, 1975). Esta classificacao foi
desenvolvida para dar uma terminologia consistente para a extensa literatura
confusa sobre o desenvolvimento dos peixes e para suportar a teoria da ontogenia
saltatéria. Proposta pelo mesmo autor, esta teoria afirma que o desenvolvimento
constitui uma sequéncia longa de etapas estaveis, que sao interrompidas por uma
rapida mudanca na morfologia e fisiologia do organismo.

O periodo embrionario inicia-se com a fertilizacdo e é caracterizado pelas
fases de clivagem, morula, blastula, gastrula, néurula e inicio da organogénese. A
eclosdo do ovo libera o embrido, agora denominado larva, cujo desenvolvimento
ainda nao esta completo (Moyle e Cech, 2004). Segundo Balon (1981), a duragao do
periodo embrionario e o padrao de desenvolvimento variam consideravelmente entre
as diferentes espécies de peixes, assim, as caracteristicas morfoldgicas das larvas
no momento da eclosao podem diferir significativamente.

O termo larva compreende um periodo que se estende desde a ecloséo do
ovo até a reabsorcdo total do saco vitelinico e enchimento da bexiga gasosa
(Woynarovich e Horvath, 1983). A reabsorcao do saco vitelinico é uma etapa vital
para a larva que ainda se encontra com o sistema gastrointestinal em
desenvolvimento. A abertura da boca, do lumen intestinal e pigmentagéo da retina
também sao eventos estreitamente ligados a primeira alimentacdo da larva. Ja o
desenvolvimento da bexiga gasosa e das nadadeiras peitorais sao etapas
importantes na organogénese dos teledsteos, pois atuam no equilibrio e
direcionamento das larvas na coluna d’agua (Godinho et al., 2003). Além disso, o
desenvolvimento das larvas é afetado de forma acentuada pelas condi¢des
ambientais, como a temperatura da agua e disponibilidade de alimento, e pelo
tamanho do ovo, sendo que a maioria das larvas de peixes de agua doce eclode
com a boca e mandibulas ainda nao formadas, olhos despigmentados e saco
vitelinico abundante (Nakatani et al., 2001).

O periodo juvenil inicia-se quando o peixe esta totalmente formado. Juvenis
sao reconhecidos pela presenca de nadadeiras totalmente formadas, bem como a



aparéncia de adultos em miniatura, embora frequentemente possuam padrées de
coloragdes distintos. O periodo juvenil é geralmente a fase de maior crescimento na
vida do peixe e termina quando as gbnadas se tornam maduras, iniciando assim a
fase adulta. Nesta, a maioria das espécies ainda continua crescendo, porém com
uma taxa bem inferior em relacdo aos estadios anteriores. Na fase adulta, os peixes
apresentam comportamento reprodutivo e alguns desenvolvem dimorfismo sexual.
Poucos peixes alcancam o periodo senescente, caracterizado pela idade avancada,
interrupcao do crescimento e da producao de gametas (Moyle e Cech, 2004).

Dentre os vertebrados, 0s peixes parecem ocupar uma posicao Unica em
relacdo aos padrdes e estratégias de crescimento. A maioria das espécies de peixes
apresenta crescimento indeterminado, e continuam a crescer ao longo de toda a
vida, sugerindo que o tamanho corporal neste grupo nao é fixado (Mommsen, 2001).
Desta forma, o crescimento tem sido um dos aspectos mais estudados sobre a
biologia dos peixes, porque € um bom indicador da saude dos individuos e
populacdes e, principalmente, por ser um aspecto relevante na selecdo de espécies
para piscicultura. A maior parte do crescimento dos peixes é investida no aumento
do tecido muscular, o qual corre por hipertrofia e hiperplasia muscular. Este diverge
do padrdo de crescimento determinado presente nos mamiferos, nos quais o
namero de fibras musculares é fixado ao nascimento e o crescimento ocorre
exclusivamente por hipertrofia (Arranz et al., 2008). Os principais fatores fisiolégicos
que regulam os processos anabdlicos e, consequentemente, o0 crescimento
muscular, sdo os horménios secretados pela hipofise, gbnadas e seus receptores.
Todavia, a taxa de crescimento em peixes é altamente varidvel devido a estreita
dependéncia de fatores ambientais, como a disponibilidade de alimento, temperatura
da agua, niveis de oxigénio e amobnia dissolvidos, salinidade e fotoperiodo
(Mommsen, 2001).

O periodo de desenvolvimento inicial dos peixes compreende as etapas de
ovos, embrides e larvas. Frente a diversidade de espécies, o conhecimento dessas
fases em espécies brasileiras é escasso (Godinho et al., 2003). Os dados existentes
acerca do desenvolvimento embrionario e larval de espécies nativas em cativeiro
tém sido baseados principalmente em espécies comerciais, como Rhamdia quelen
(Pereira et al., 2006), Pseudoplatystoma coruscans (Cardoso et al., 1995; Santos e
Godinho, 1994), Pseudoplatystoma, fasciatum (Pérez et al, 2001), Brycon insignis

(Talmelli et al., 2001), Brycon cephalus (Romagosa et al., 2001), Leporinus friderici



(Sanches et at., 2001); Leporinus piau (Borcato et al., 2004) e Pimelodus maculatus
(Luz et al., 2001), Hoplias lacerdae e Hoplias malabaricus (Gomes et al., 2007).

Os dados bioldgicos gerados sobre o desenvolvimento inicial dos peixes tém
grande importancia para a ictiologia, subsidiando a identificacdo de ovos e larvas na
natureza, estudos ecoldgicos, taxonémicos, filogenéticos, estudos na biologia do
desenvolvimento (Nakatani et al, 2001) e em ecotoxicologia (Ninhaus-Silveira et al.,
2006). Ainda, trabalhos que abordem as fases do desenvolvimento inicial também
apresentam aplicabilidade na piscicultura, uma vez que os eventos relacionados ao
fechamento do blastéporo, a alimentagdo inicial (Godinho et al., 2003), ao
desenvolvimento e crescimento normal das espécies utilizadas podem definir o
sucesso comercial ou nao dos empreendimentos (Tanaka et al., 1995).

Recentemente, embrides e larvas de peixes tém sido alvos da engenharia
genética, para o melhoramento de caracteristicas zootécnicas de espécies bem
estudadas e economicamente importantes. Um exemplo é a producdo de
salmonideos transgénicos para o horménio do crescimento, com o intuito de
maximizar as taxas de crescimento animal e diminuir os longos ciclos de produgao
(Devlin et al., 2004). Ainda, linhagens de peixes transgénicos tém sido produzidas
visando a compreensdo do papel funcional de varias proteinas e hormdnios nas
diversas funcdes fisiologicas.

Como ja foi descrito, o desenvolvimento inicial dos peixes & um periodo
critico no qual ocorre a diferenciacado dos diversos 6rgaos e sistemas organicos
necessarios para o estabelecimento e manutencdo da homeostase animal. Nestas
fases, horménios tireoidianos, cortisol, horménio do crescimento e prolactina séo
considerados de grande importancia na regulacdo do desenvolvimento e
crescimento dos peixes (Tanaka et al.,, 1995). Assim, estudos que enfoquem a
ontogenia das glandulas enddécrinas se tornam importantes, especialmente aqueles
relacionados a hipdéfise, por compreender um o6rgdo-chave no desenvolvimento,

crescimento, na reproducéo e desempenho dos peixes utilizados na piscicultura.



2.2 A hipodfise dos peixes teledsteos

A hipéfise, ou pituitaria, é considerada a glandula mais complexa do sistema
endécrino, em termos de sua estrutura e funcionamento (Schreibman, 1986). De
origem neuroepitelial, a hipofise esta presente em todos os Chordados (Matty et al,
1985), apresentando variacao significativas dentro deste grupo, o que a coloca como
um excelente modelo para aumentar a compreensdo das variacoes filogenéticas
deste filo (Chapman et a, 2005). A hipéfise atua na sintese, armazenamento e
liberacdo de horménios relacionados ao controle de diferentes funcdes fisioldgicas
(Kawauchi e Sower, 2006); e esta sob a regulagcdo de células nervosas
especializadas do encéfalo, as quais produzem neuro-horménios que regulam a
secrecao dos horménios hipofisarios, que por sua vez atuam em diversos 6rgaos,
tecidos e células alvo (Agulleiro et al., 2006).

Nos peixes, a hipofise estd localizada na base do diencéfalo, na regiao
posterior ao quiasma Optico e anterior ao saccus vasculosus, sobre uma depressao
do osso esfendide denominada sella turcica. Esta intimamente ligada ao hipotalamo
por um pediculo curto e delicado, e é revestida por uma capsula de tecido conjuntivo
continua com a rede de fibras reticulares que sustenta as células do érgao
(Schreibman, 1986).

Uma caracteristica comum a todos os vertebrados é a divisdo da hipofise em
duas regidoes, com origem, funcdo e morfologia diferentes: a neuro-hipéfise e a
adeno-hipéfise (Schreibman, 1986). A presenca, funcdo, relacdes espaciais e
regulacao das estruturas dentro da adeno e neuro-hipéfise variam significativamente
entre as diferentes classes de Chordados (Norris et al., 1997), pressupondo uma
relacdo com os diferentes ambientes ocupados pelo representantes deste filo apds a
origem da hipo6fise como uma estrutura regulatéria (Chapman et a, 2005).

A neuro-hipéfise é constituida por células da glia e fibras axonais amielinicas
de neurbnios neuro-secretores oriundos de nulcleos hipotalamicos e extra-
hipotalamicos. A neuro-hipéfise atua no transporte, armazenamento e liberagao de
neuro-hormoénios que controlam a atividade adeno-hipofisaria; e também, é
responsavel pelo armazenamento de dois hormdnios, arginina-vasotocina (AVT) e
isotocina (IST), principais reguladores da osmorregualacao nos peixes (Agulleiro et
al., 2006; Norris, 1997) e sao homdlogos a vasopressina e ocitocina presentes nos
mamiferos, respectivamente. Nos teledsteos, a neuro-hipofise pode ser divida em



duas regides, o talo neuro-hipofisario, que conecta a glandula ao hipotalamo, e o
I6bulo neuro-hipofisario, o qual se ramifica por todas as regides da adeno-hipdfise,
formando os processos neuro-hipofisarios (Segura-Noguera, 2000). Ja a adeno-
hipofise constitui a porcao secretora da glandula e € formada por diversos tipos
celulares (Schreibman, 1986), os quais serdao explorados adiante.

A hipofise dos peixes teledsteos apresenta algumas peculiaridades. Uma
delas, presente na maioria dos seus representantes, é a subdivisdo da adeno-
hipofise em trés regides ou lobos, sédo eles: rostralis pars distalis (RPD), que ocupa a
regiao mais anterior da glandula; proximalis pars distalis (PPD), regiao
imediatamente posterior a RPD; e pars intermedia (Pl), que ocupa a regido mais
posterior da glandula (Agulleiro et al., 2006; Matty, 1985; Norris, 1997).

Diferindo dos demais vertebrados, a hipéfise dos teledsteos nao possui a
eminéncia média e um sistema vascular porta-hipofisario para o transporte de neuro-
horménios. Ao invés disso, os neuro-horménios liberados pelas terminacbées da
neuro-hipofise entram em contato com as células adeno-hipofisarias por trés formas:
difundindo-se pela membrana basal, por sinapse e ainda podem ser liberados em
canais vasculares existentes entre as células (Cerda-Reverter e Canosa, 2009).
Adicionalmente, enquanto as células adeno-hipofisarias dos tetrapodas adultos se
arranjam em mosaico, nos teledsteos estas células se organizam em dominios
discretos, preservando os compartimentos originados no periodo embrionario
(Weltizien et al., 2004); e cada tipo celular localiza-se, em geral, em um Unico
compartimento ou regido na adeno-hipofise (Schreibman, 1986).

Estas caracteristicas morfofuncionais Unicas a hipéfise dos teledsteos a
tornam um interessante modelo para o estudo do sistema enddcrino, da sua
inervacao, das suas acdes e controle, além da sua ontogenia e filogenia (Borella et
al., 2006; Weltizien et al., 2004).

Na literatura existem relatos de estudos morfolégicos da hipofise ou de
células adeno-hipofisarias isoladas de algumas espécies nativas de agua doce de
diferentes ordens, quando adultas, como dos siluriformes jundia Rhandia quelen
(Val-Sella e Fava-de-Moraes, 1979), cascudo Hypostomus punctatus (Val-Sella et
al., 1988), mandi Pimelodus maculatus (N6brega, 2006) e Pseudoplatystoma,
fasciatum (Beolchi, 2004), dos characiformes curimbatd Prochilodus scrofa (Parreira
e Borella, 1996), pacu Piaractus mesopotamicus (Borella et al., 1997), piracanjuba

Brycon orbignyanus (Mata e Leme dos Santos, 2003), pirambeba Serrasalmus



spilopleura (Nbébrega, 2006) e tabarana Salminus hilarii (Honji, 2007), dos
osteoglossiformes aruanad Osteoglossum bicirrhosum e pirarucu Arapaima gigas
(Borella et al., 2006; Borella et al., 2009) e do perciforme acara Cichlasoma dimerus
(Pandolfi et al., 2001a).

2.3 Tipos celulares e horménios adeno-hipofisarios

Nos tele6steos, a adeno-hipéfise apresenta diferencas quanto ao arranjo,
localizacao topografica, a distribuicdo e as caracteristicas tintoriais de suas células,
além da distribuicdo dos ramos da neuro-hipéfise (Schreibman, 1986).

A partir do desenvolvimento das técnicas histoquimicas, imuno-
histoquimicas e ultra-estruturais, foram identificados sete ou oito tipos celulares
diferentes na adeno-hipofise de teledsteos, que secretam pelo menos oito tipos de
hormonios (Agulleiro et al., 2006), os quais podem ser classificados de acordo com
suas semelhancas estruturais e funcionais, ou de acordo com a sua origem, em trés
familias de peptideos listadas a seguir (Batten e Ingleton, 1987). Acredita-se que
cada familia originou-se de um gene ancestral por duplicagdo e subsequentes

mutacdes (Kawauchi e Sower, 2006).

2.3.1 Familia do Horménio do crescimento — Prolactina — Somatolactina

O horménio do crescimento, a prolactina, o lactogénio placentario (presente
nos mamiferos) e a somatolactina formam uma familia de polipeptidios com
estrutura similar e fungdes biolégicas sobrepostas nos vertebrados (Canosa et al.,
2007). Estudos evolutivos sugerem que os membros desta familia surgiram de um
ancestral comum e que passaram por duas rodadas sucessivas de duplicacao
génica entre 800 e 400 milhdes de anos atras (Wallis, 2000).

Nos peixes, o horménio do crescimento (GH) € composto por uma cadeia
Unica de 21-23 kDa, de tamanho altamente variavel; e € produzido pelos
somatétrofos, células acidéfilas presentes na PPD, e que apresentam grandes granulos
homogéneos. O GH tem sido isolado e caracterizado em varias espécies de
teledsteos, e sua sequéncia de aminoacidos deduzida por meio da clonagem de

cDNA. Duas variantes de GH tém sido encontradas em algumas espécies, exibindo



grande similaridade estrutural, na distribuicio e em suas fungdes fisiologicas
(Agulleiro et al., 2006). O GH apresenta funcdes pleiotrdpicas, sendo a mais conhecida
o estimulo da sintese protéica e a promocao do crescimento animal. Também atua no
metabolismo de diversas biomoléculas, na osmorregulacao, reproducéo, resposta
imunolégica e comportamento social (Mommsen, 2001; Canosa et al., 2007). O
aparecimento adiantado dos somatétrofos nos teledsteos de agua doce, em relagéo aos
marinhos, indica uma possivel funcdo desse hormbnio do desenvolvimento
ontogenético (Laiz-Carrion et al., 2003).

A prolactina (PRL) €& um horménio formado por uma cadeia de
aproximadamente 22 Kda e é produzida pelas células prolactinicas. Estas células,
presentes na RPD, sdo aciddfilas e caracterizadas ultra-estruturalmente por seus
granulos redondos, muito elétron densos e de tamanho variavel (Agulleiro et al.,
2006).

Duas variantes da PRL tém sido encontradas em algumas espécies,
apresentando alta homologia em suas sequéncias. Entretanto, em tilapias, as
isoformas apresentam cadeias diferentes, com 188 e 177 aminoacidos cada, sendo
que a primeira exibe alta similaridade com as sequéncias de PRL de outros
teledsteos (Yamaguchi et al., 1988). Neste taxon, a PRL apresenta um importante
papel na osmorregulacdo, além de atuar na reproducdo, crescimento,
desenvolvimento, imunorregulacdo, comportamento e metabolismo (Power, 2005).
As células prolactinicas sao detectadas logo no inicio do desenvolvimento,
principalmente apds a eclosdo, sendo relacionadas ao controle da osmorregulagcéo
(Laiz-Carridn et al., 2003), crescimento e diferenciagdo dos embrides e larvas (Naito
et al., 1993).

A somatolactina (SL) € um hormoénio exclusivo dos teledsteos, mas nao é
encontrado em todas as espécies. A SL foi isolada no inicio da década de 90 da
hipofise de Purulichthys olivaceus (Ono et al.,, 1990) e Gadhus morhua (Rand-
Weaver et al., 1991). Desde entdo, seu cDNA tem sido clonado em diversas
espécies de teledsteos de clima temperado, inexistindo estudos em espécies
neotropicais.

A SL é formado por uma cadeia de 25 a 28 KDa e é produzido pelas células
somatolactinicas. Presentes na Pl, estas células sado baséfilas (ou acidéfilas ou
anfifilicas, dependendo da espécie) e apresentam granulos que variam de redondos
a polimoérficos. Duas variantes de SL tém sido encontradas nos teledsteos, sendo
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inicialmente detectadas em Sparus aurata (Cavari et al., 1995). Suas sequéncias
diferem em sete aminoacidos e apresentam 25 e 28 KDa, sendo esta ultima forma
glicosilada e predominante nas espécies estudadas, podendo coexistir com a forma
nao glicosilada em S. aurata. A SL esta envolvida em diferentes processos, como na
reproducdo e na resposta ao estresse. Outros estudos tém demonstrado relacdes
entre a SL com o equilibrio &cido-basico, na regulagdo do calcio e fosfato, no
metabolismo dos acidos graxos e também na adaptacao ao substrato e a diferentes
tipos de iluminagéo (Agulleiro et al., 2006; Kawauchi e Sower, 2006). Em Sparus
aurata, a presenca de células produtoras de SL nas lavas recém eclodidas sugere
um papel deste horménio na adaptagédo ao estresse associado a eclosao (Villaplana
et al., 1997).

2.3.2 Familia das Gonadotropinas — Tireotropina

Esta familia de hormbnios é formada por trés glicoproteinas. Como nos
mamiferos, o hormdnio luteinizante (LH), o horménio foliculo estimulante (FSH) e a
tireotropina (TSH) sdo formados por duas subunidades distintas, uma alfa e uma
beta, ligadas ndo covalentemente (Kawauchi e Sower, 2006). A cadeia alfa € comum
aos trés horménios em cada espécie, enquanto a cadeia beta & estruturalmente
diferente e é a responsavel pela funcado bioldgica especifica de cada hormbnio
(Levavi-Sivan et al., 2009).

As gonadotropinas (GTHs) sdo hormdnios heterodimeros com cadeias de 30
a 50 KDa, e sao produzidos pelas células gonadotropicas, localizadas na PPD
(Levavi-Sivan et al., 2009). Estas células sao caracterizadas pela heterogeneidade,
basofilia, varidvel numero e tamanho de seus granulos secretorios, e pelas cisternas
do reticulo endoplasmatico rugoso diferencialmente dilatadas, as quais podem torna-
se grandes vacuolos (Garcia-Hernandes et al., 2002); e ainda, pela intensa variacao
morfolégica que exibem ao longo do ciclo reprodutivo dos teledsteos (Agulleiro et al.,
2006).

Até meados da década de 80, acreditava-se que todas as fungdes
relacionadas a regulacao da reproducao nos teledsteos eram atribuidas a uma Unica
gonadotropina, chamada de gonadotropina maturacional, homéloga ao LH dos
mamiferos (Kawauchi e Sower, 2006). Entretanto, com a purificacdo de duas
gonadotropinas quimicamente distintas da hipéfise do salmonideo Oncorhynchus
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keta, foi proposto que nos teledsteos, assim como nos demais tetrapodas, haveria
duas gonadotropinas (Suzuki et al., 1988). Esse conceito foi aceito e atualmente as
gonadotropinas de dezenas de espécies ja foram purificadas ou clonadas (Swanson
et al.,, 2003). Devido as similaridades funcionais com as gonadotropinas dos
tetrapodas, as gonadotropinas dos teledsteos, anteriormente denominadas de GTHI
e GTHII, agora também sdo chamadas de FSH e LH, respectivamente (Quérat et al.,
2000).

As GTHs atuam na gametogénese e producdo de esterdides nas gdénadas.
O FSH esta envolvido no inicio dos eventos reprodutivos, como na vitelogénese e
espermatogénese. Ja o LH esta relacionado com a maturacéo final dos odcitos e
ovulacao nas fémeas, além da espermiagao nos machos (Levavi-Sivan et al., 2009).
Na maioria dos teledsteos estudados, as GTHs sado produzidas por duas células
gonadotrépicas distintas, porém em algumas espécies existem apenas um tipo
celular produtor de ambas gonadotropinas. Em salmonideos, estes horménios sao
diferencialmente detectados durante o desenvolvimento ontogenético e ciclo
reprodutivo em distintas células da PPD (Agulleiro et al., 2006).

A tireotropina (TSH) é um hormdnio produzido pelas células tireotropicas.
Estas células estdo presentes na PPD e sdo basdfilas, pequenas e apresentam
granulos ultra-estruturalmente homogéneos (Agulleiro et al., 2006). O TSH exerce
um papel chave na regulagdo da glandula tiredide, responsavel pela sintese dos
hormonios tiroxina (T3) e triiodotironina (T4) (Kawauchi e Sower, 2006). O horménio
predominantemente secretado é o T4, mas este apresenta poucas acdes diretas,
atuando principalmente como um precursor do Ts. A conversao de T4 a T3 ocorre
nos tecidos periféricos, pela remogcao enzimatica de uma unidade de iodeto do anel
externo do T4 (Power et al., 2001).

O TSH tem sido clonado e sequenciado em mais de uma duzia de
teledsteos, evidenciando uma estrutura altamente conservada entre espécies
representantes de seis familias. Nos mamiferos, é bem estabelecida a importancia
do TSH para a manutencao do eixo tireotréfico, entretanto, em peixes, esse papel
ainda € incerto, uma vez que os niveis de TSH sao baixos, sugerindo uma funcgéo
menos importante (MacKenzie et al., 2009).

Os hormonios tireoidianos, por sua vez, atuam em uma variedade de
funcdes fisiolégicas relacionadas com o desenvolvimento, crescimento, reproducao

e resposta ao estresse (Peter, 2011). Durante o desenvolvimento dos peixes, afetam
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a forma do corpo, o tamanho da cabeca, crescimento das nadadeiras e da pele, 0
desenvolvimento das escamas, do tecido sanguineo e figado (Power et al., 2001).
Entretanto, a mais impressionante agao dos horménios tireoidianos esta no controle
da metamorfose do pleuronectiforme Hippoglossus hippoglossus, no qual uma larva
pelagica de simetria bilateral se transforma em um juvenil bentbnico cranialmente
assimétrico, com os dois olhos no mesmo lado pigmentado do corpo (Galay-Burgos
et al., 2008).

2.3.3 Familia da Pro-opiomelanocortina

Os horménios adrenocorticotrépico (ACTH) e o melanotropico (a-MSH)
apresentam um precursor comum, a pré-opiomelanocortina (POMC), a qual esta
presente na hipéfise de todos os vertebrados. A hidrélise da POMC origina o ACTH,
melanotropinas (a-MSH, B-MSH, y-MSH), lipotropinas (B-LPH e y-LPH) e B-
endorfina. Entretanto, nenhum teledsteo produz y-MSH, devido a auséncia deste
dominio no gene da POMC neste grupo (Kawauchi e Sower, 2006).

O ACTH é um horménio que apresenta uma unica cadeia de 45 KDa, a qual
€ amplamente conservada entre os vertebrados. O ACTH é produzido pelas células
adrenocorticotrépicas, as quais estdo presentes na RPD. Estas células possuem
granulos com um contetudo elétron denso variavel e halo claro (Villaplana et al.,
2002). O ACTH controla a sintese e liberacdo de cortisol, principal corticosterdide
secretado pelo tecido interrenal em peixes (Agulleiro et al., 2006). Os principais
orgaos alvo do cortisol nos peixes sdo as branquias, intestino e figado, refletindo
suas agdes na regulacdo do equilibrio hidromineral e metabolismo energético. No
desenvolvimento dos teledsteos, afeta os processos de eclosdo, crescimento e
metamorfose (De Jesus et al., 1991).

Assim como nos outros vertebrados, a melanotropina (a-MSH) é sintetizada,
através da clivagem direta do ACTH nas células melanotrépicas. Presentes na PI,
estas células apresentam numerosos granulos com material granular fino, compacto
e de elétron-densidade variavel (Villaplana et al., 2002).

Em peixes e anfibios, o a-MSH atua na adaptacdo da cor da pele ao
substrato por um controle da dispersao dos granulos de melanina na pele, levando
ao escurecimento da mesma (Kawauchi e Sower, 2006); e também estimula a
liberacdo de ACTH durante o estresse. A funcdo do a-MSH no desenvolvimento
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inicial ainda nao é clara. Em Alosa sapidissima, a presenca de células produtoras de
a-MSH e ACTH antes da eclosao também pode estar relacionada com o estresse
associado a este evento e na adaptagdo em um novo ambiente hipo-osmético (Laiz-
Carrion et al., 2003), uma vez que é um teledsteo anadromo. Nestes, os adultos migram
do mar para rios costeiros para reproduzir, € depois 0s juvenis migram em direcdo ao

mar até alcancarem a maturidade sexual (Moyle e Cech, 2004).

2.4 Ontogenia da hipéfise nos teledsteos

Embora haja diversidade estrutural da hipofise nos vertebrados adultos,
existe um padrdo de desenvolvimento inicial comum, representado pela dupla
origem da glandula. A neuro-hipéfise, origina-se de uma projecdo do diencéfalo,
enquanto a adeno-hipofise origina-se do epitélio bucal primitivo (estomodeu),
formando um aglomerado de células conhecido como bolsa de Rathke. Esta
geralmente é oca, mas pode ser solida em anfibios e peixes. Durante o
desenvolvimento, o pedunculo epitelial que liga o primérdio da adeno-hipéfise com o
epitélio bucal geralmente desaparece, mas pode persistir em alguns teledsteos na
forma de um tubo ciliado (Schreibman, 1986).

Entretanto, esse conceito sobre a origem da adeno-hipéfise tem sido
revisitado. Estudos recentes com tracadores de linhagens celulares em embrides de
peixes, anfibios, aves e mamiferos tém evidenciado que as células precursoras da
adeno-hipéfise se originam da regido mais anterior do ectoderma pré-placodal (PPE)
do tubo neural, também chamado de borda neural anterior (ANR); enquanto as
células mais laterais e posteriores da PPE vao originar multiplos tecidos, como o
eptélio olfatério, o cristalino, ouvido interno e varios géanglios craniais (Pogoda e
Hammerschmidt, 2007; 2009).

Em Danio rerio, ap6s a definichko da AH como uma estrutura
morfologicamente distinta, localizada entre o hipotdlamo e o estomodeu, a AH é
internalizada em direcao ao encéfalo. A maior forca que coordena este processo
parece ser a invaginacdo do estomodeu durante a formacdo da cavidade oral
(Herzog et al., 2003); e também, a flexdo cefalica que ocorre no mesencéfalo
(midbrain) enquanto o prosencéfalo (forebrain) continua a crescer. Em mamiferos,
aves e anfibios, esta flexao cefalica ocorre logo acima do primérdio da adeno-

hipofise, causando sua internalizagcdo em diregcdo ao encéfalo, formando assim a
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bolsa de Rathke. A bolsa eventualmente se funde na sua por¢céao ventral, com seu
limen permanecendo como uma fenda na AH, o qual separa a pars distalis da pars
intermedia. Como consequéncia desta dobra, as células que estavam em uma
orientacdo antero-posterior, sdo modificadas para um arranjo dorso-ventral. Em
contraste, em Danio rerio e outros teledsteos, a flexdo cefélica ocorre caudalmente
em relacdo ao primérdio da hipéfise (Chapman et al., 2005). Consequentemente, a
bolsa de Rathke nao é formada, e o primérdio da AH permanece em uma posi¢ao
subepitelial, intimamente aderida a teto da cavidade bucal e em sua orientagao
antero-posterior inicial (Pogoda e Hammerschmidt, 2007).

Inicialmente, a hipdfise dos teleésteos é composta por uma pequena massa
de células indiferenciadas incorporadas a porcdo ventral do diencéfalo. O
aparecimento da neuro-hipé6fise precede o zoneamento definitivo da adeno-hipéfise,
sendo encontrada em principio apenas a divisdo das regides anterior e posterior.
Pequenas evagina¢des da neuro-hipéfise no interior da adeno-hipofise sé&o
observadas logo apos a eclosdo, tornando-se maiores e mais numerosas ao longo
do desenvolvimento. Estruturas do tipo sinapse entre as terminacbes na neuro-
hipéfise e diferentes células adeno-hipofisarias sdo observadas desde o inicio do
aparecimento da neuro-hipéfise (Agulleiro et al., 2006; Villaplana et al., 2002), de
modo que, a intimidade estrutural entre a neuro e adeno-hipdfise reflete uma
interacao funcional entre o sistema nervoso central e o sistema endocrino desde o
inicio do desenvolvimento dos vertebrados. O desenvolvimento da neuro-hipéfise
pelo crescimento do tercido nervoso ocorre concomitantemente com a proliferagao
das células adeno-hipofisarias, estabelecendo a morfologia da glandula adulta
(Schreibman, 1986).

As informagdes disponiveis acerca do desenvolvimento da hipéfise e ontogenia
das células adeno-hipofisarias séo relacionadas em sua maioria as espécies de clima
temperado, das ordens Perciformes (Villaplana et al.,1997), Osmeriformes (Saga et
al., 1999); Salmoniformes (Naito et al., 1993; Saga et al., 1993) e Clupeiformes
(Laiz-Carrion et al., 2003); sendo bem estabelecido na literatura que o inicio da
atividade das diferentes células adeno-hipofisarias dos tele6steos marinhos e de
agua doce variam de acordo com a espécie estudada (Agulleiro et al., 2006). Dada a
importancia dos hormdénios adeno-hipoéfisarios no desenvolvimento e crescimento
embrionario e larval dos peixes (Tanaka et al., 1995; Power et al., 2001), o
conhecimento da ontogenia das células adeno-hipéfisarias pode refletir implicagdes
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no envolvimento dos diversos horménios em cada estadio do desenvolvimento
ontogenético avaliado (Laiz-Carrion et al., 2003).

Outra lacuna sobre o controle endocrino do desenvolvimento inicial dos
teledsteos se encontra no fato de que, durante o periodo embrionario, os érgaos
enddcrinos ndo sao todos funcionais, mas ja sao detectados diversos horménios de
origem materna, como os hormoénios tireoidianos e esterdides. O papel fisiol6gico
destes hormbnios maternos ainda nao esta claro e precisa ser elucidado, mas sua
presenca nos ovos sugere uma atuagao no desenvolvimento e sobrevivéncia dos
embrides e larvas (Power et al., 2001). Basicamente é observado que o0s niveis
hormonais diminuem durante o desenvolvimento embrionario, chegando ao limite da
deteccdo durante a fase da primeira alimentacdo exdégena. Em adicdo, a
diferenciacao do sistema enddcrino geralmente ocorre antes da absor¢do do saco
vitelinico em peixes marinhos, sugerindo a importancia deste sistema na transicao
da alimentacdo enddgena para exdégena e na manutencdo dos niveis e controle
hormonal (Tanaka et al., 1995).

Devido aos processos saltatérios e morfofisiologicamente limitantes
existentes durante a ontogenia dos peixes, e pelo importante controle exercido pela
hipéfise na secregdo dos hormoénios periféricos, torna-se necessario o estudo
detalhado do desenvolvimento hipofisario em cada espécie (Balon, 1981). Ademais,
sdo escassos 0s estudos publicados que abordam a morfogénese das glandulas
enddcrinas de peixes nativos, especialmente os de interesse na piscicultura,
existindo na atualidade apenas os estudos sobre a ontogenia das células adeno-
hipofisarias do ciclideo acara Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2001; 2003; 2006)
e sobre a ontogénese da hipdfise, tiredide e tecido interrenal do caracideo matrinxa
Brycon amazonicus (Ganeco, 2007). Este cenario dificulta o desenvolvimento de
técnicas que manipulem os eixos enddcrinos visando o aperfeigoamento na

producdo e cultivo de diversas espécies ja utilizadas na piscicultura brasileira.
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2.5 O dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816)

A ictiofauna brasileira de agua doce é a mais rica do planeta, sendo
composta por de 2.587 espécies de peixes, e dezenas de novas espécies tém sido
descritas a cada ano (Buckup et al., 2007). Apenas 1,5% destas tém sido utilizadas
na piscicultura, constituindo em sua maioria representantes da ordem Characiformes
(Godinho, 2007).

O dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816), pertencente a ordem dos
Characiformes e a numerosa familia Characidae, se apresenta como uma espécie
nativa com grande potencial zootécnico.

O género Salminus é considerado incertae sedis e atualmente € composto
por quatro espécies, Salminus affinis, Salminus brasiliensis, Salminus hillari e
Salminus franciscanus; e se distribui pelas bacias de La Plata, Sao Francisco,
Magdalena, e na periferia da Bacia Amazénica/Orinoco (Lima et al., 2003; Lima e
Britski, 2007).

S. brasiliensis apresenta tegumento com coloragdo amarelo-dourada e
nadadeiras alaranjadas (Fig. 1). E uma espécie de agua doce, piscivora, reofilica e que
habita principalmente os grandes rios, distribuindo-se pelas Bacias do Parang,
Paraguai, Uruguai, Jacui e Paraiba do Sul (Lima e Menezes, 2007). Os adultos séo

considerados predadores ativos e alcancam grandes proporcdes corporais.

Figura 1. Espécime adulto de dourado S. brasiliensis. Escala: 5 cm.
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O periodo reprodutivo de S. brasiliensis se estende de dezembro a janeiro, com
desova total, ovos pelagicos e sem cuidados com a prole. Sua embriogénese completa-
se em 13-18 horas, a 23,4-27°C (Nakagui et al., 2006; Nakatani et al., 2001). As larvas
recém-eclodidas medem cerca de 4,35 mm de comprimento padrao (CP); apresentam
vitelo abundante e o inicio da pigmentacao nos olhos, focinho e na bexiga natatéria (Fig.
2), completando o periodo larval em trés dias a 23-25°C (Santos e Godinho, 2002). O
periodo juvenil é atingido com aproximadamente 25,0 mm de CP, e os animais
apresentam escamas, nadadeiras
formadas e pigmentacdo ao longo de
todo o corpo (Nakatani et al.; 2001).

Segundo o Livro Vermelho da

fauna brasileira ameacada de extincéo,
S. brasiliensis encontra-se praticamente
extinto em toda a Bacia do Parana (Rosa
e Lima, 2008), em decorréncia da
sobrepesca e alteracbes das condicbes
naturais de reproducao e
desenvolvimento, devido as intervencoes
antrépicas, como a construcdo de
reservatérios de usinas hidrelétricas,
desmatamento ciliar, poluicdo industrial
e doméstica, além do uso
indiscriminado de agrotoéxicos.

O dourado € considerado uma
espécie nobre devido as suas relevantes
caracteristicas zootécnicas, como
excelente qualidade e valor de sua

carne, rapido crescimento, esportividade

e potencial uso como peixe ornamental Figura 2. Desenvolvimento inicial de S.
. brasiliensis. a) larval vitelino; b)
(Nakatani et al., 2001). Desta forma, S. pré-flexao: ¢) inicio da flexao: d)
brasiliensis apresenta alto valor de flexao; e) inicio da pds-flexao; f)
. final da pos-flexdo; g) juvenil.

mercado agregado, por atrair diferentes (Escala = 1 mm). Modificado de

segmentos de consumo, como Nakatani et al., 2001)
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piscicultores, pesque-pagues, pescadores esportivos e aquariofilistas; e
consequentemente, tem despertado crescente interesse em todo Brasil.

Como outras espécies que realizam grandes migracoes reprodutivas
(piracema), S. brasiliensis ndo reproduz em cativeiro (Dumont-Neto et al., 1997), sendo
necessaria a utilizacdo de técnicas de reproducado induzida para sua propagacao, na
qual podem ser administrados varios hormdnios exdgenos que atuam em diversos
niveis do eixo hipotalamo-hipofise gonadal, culminando com a maturagdo final e
liberacdo dos gametas (Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007). Mesmo apresentando
alta fecundidade absoluta e rapido desenvolvimento e crescimento, existem limitacdes
na produgédo em grande escala e fornecimento de alevinos de dourado, pois durante a
fase de larvicultura apresenta elevadas taxas de mortalidade na fase inicial e alto grau
canibalismo entre as larvas (Morais Filho e Schubart,1955).

Varios estudos tém sido realizados com esta espécie, na tentativa de
compreender seus aspectos bioldgicos e tornar eficiente sua producdo em cativeiro
(Dumont-Neto et al., 1997; Schitz e Nuner et al., 2009; Streit Jr et al., 2008; Teixeira
et al.,, 2010; Vega-Orellana et al., 2006). Entretanto, embora a importancia
econOmica de S. brasiliensis, poucos sao os estudos envolvendo as fases do seu
desenvolvimento inicial. Destacam-se os relatos de Morais Filho e Schubart (1955),
Santos e Godinho (2002) e Nakaghi et al. (2006) que analisaram os aspectos
morfoldgicos gerais do desenvolvimento embrionario e larval, utilizando se de
microscopia de luz e eletrdnica de varredura. Entretanto, ha uma caréncia de
estudos sobre os mais diversos aspectos endocrinos basicos desta espécie, em

todas as fases do seu ciclo de vida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Descrever e analisar o desenvolvimento ontogenético da hipéfise do dourado
S. brasiliensis.

3.2 Objetivos especificos

e Descrever e analisar as alteragcbes morfologicas ocorridas na hipéfise das

larvas, juvenis e adultos de S. brasiliensis.

e Caracterizar por meio de reagdes histoquimicas e imuno-histoquimicas a
diversidade, a distribuicdo, a cronologia do aparecimento e o desenvolvimento das
células adeno-hipofisarias ao longo da ontogénese da hipofise de S. brasiliensis.



20

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e reproducao seminatural de matrizes

Os animais utilizados neste estudo foram cedidos pela Estacdo de
Hidrobiologia e Aquicultura de Salto Grande - Duke Energy (22° 54’ 19” S e 49° 59’
51” W), localizada na cidade de Salto Grande — SP. Para o estudo da morfologia da
hipéfise dos adultos de S. brasiliensis foram utilizados seis exemplares de ambos os
sexos (Tab. 1), os quais foram coletados nos meses de maio de 2009 e janeiro de
2010.

Tabela 1. Dados bioldgicos dos espécimes adultos de S. brasiliensis utilizados para a coleta da

hipéfise.
Coleta Animal Peso Comp. Total Sexo Estadio do ciclo
(Kg) (cm) reprodutivo
Mai/09 1 1,025 45 Macho Regresséo (Fig. 3A)
Mai/09 2 1,285 49 Macho Regresséo (Fig. 3B)
Mai/09 3 1,185 48 Macho Regressao (Fig. 3C)
Jan/10 4 1,051 53 Fémea Maturagéao (Fig. 3D)
Jan/10 5 1,425 49 Macho Regresséo (Fig. 3E)
Jan/10 6 1,210 47 Macho Regresséo (Fig. 3F)

As larvas e juvenis utilizados foram obtidos por meio de reproducéo
seminatural do plantel de matrizes de S. brasiliensis da empresa, na qual foram
utilizados 10 machos e 5 fémeas. Nestas, foi injetado um total de 6 mg de extrato
bruto de hipéfise de carpa/ Kg de animal, sendo 10% do contetdo na primeira dose,
e 90% na segunda dose, esta aplicada 18 horas apds primeira. Nos machos foi
injetada uma Unica dose de 3 mg/Kg do mesmo horménio, concomitante com a
aplicacado da segunda dose hormonal nas fémeas.

Apés a aplicagao da segunda dose, os reprodutores foram divididos em dois
tanques circulares de concreto com intenso fluxo de agua, no qual ocorreu
naturalmente a liberacdo dos gametas e a fertilizacdo dos mesmos, processo este
denominado de reproducado seminatural (Woynarovich e Horvath, 1983). Os ovos
fertilizados foram escoados através da saida de agua dos tanques para uma estacao

de coleta, na qual foram depositados em uma Unica incubadora do tipo
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“Woynarovich”. A partir de entdo, os ovos foram transportados para o laboratério,
pesados e divididos em 60 incubadoras, sendo 56 do tipo “Israel”, com capacidade
para de 7,5 L e vazao de 0,5L/min; e 4 do tipo “Woynarovich”, com capacidade de 60
L e vazdo de 2L/min. Apdés a eclosdo das larvas e necessidade de alimentagcao
exogena, as mesmas foram alimentadas com zooplancton (artémias, daphnias, etc.)
e posteriormente foram transferidas para tanques de concreto com capacidade de
1000 m® de &gua, no qual foram alimentadas com ragéo comercial adequada para a

espécie.
4.2 Coleta de material biolégico, fixacao e processamento

Os animais adultos foram eutanasiados com dose excessiva de benzocaina,
pesados, e seus comprimentos mensurados. Em seguida, foi realizada uma inciséo
abdominal para a visualizagdo das gbnadas, coleta de fragmentos e fixacdo, para
posterior identificacdo do sexo e estadio de maturacao gonadal. A partir de entao, a
hipofise foi extraida, e juntamente com os fragmentos das gbnadas, as hipéfises
foram fixadas por imersdo em Bouin acético por 24 horas, sendo posteriormente
lavadas em agua corrente para a retirada do excesso do fixador, € mantidas em
alcool 70% até o processamento histoldgico.

As larvas e juvenis foram coletadas no momento da eclosdo (tempo 0) e as
12, 24, 36, 48, 60, 72, 120, 300 e 600 horas pés-eclosao (hpe), sendo coletadas
aproximadamente 20 espécimes a cada periodo. Durante todas as coletas foi aferida
a temperatura da agua (°C). As larvas e juvenis coletados também foram
sacrificados com dose excessiva de benzocaina e entao fixados em Bouin por 24h, e
mantidos em alcool 70% até serem mensurados (comprimento total).

Todos os materiais coletados foram processados no Laboratério de
Endocrinologia de Peixes, ICB - USP, seguindo o protocolo de rotina para histologia.
A partir de entdo, foram realizados cortes histolégicos de 5 pm de espessura em
micrétomo comum, obtendo-se seccdes sagitais seriadas das larvas e das hipdfises,
e algumas seccbes transversais dos fragmentos das gbénadas, as quais foram
afixadas sobre laminas de vidro contendo poli-L-lisina.

Devido as suas proporcoes, os espécimes de 600 hpe, apds a morfometria,
tiveram somente a cabeca coletada, estas sendo imersas no fixador apds a
exposi¢cdo do encéfalo e extragdo da mandibula. Juntamente com as larvas de 300
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hpe, as cabegas foram descalcificadas em RDO Gold de acordo com as normas do
fabricante, sendo em seguida, submetidas ao mesmo processamento histologico ja
citado. Ainda, um dos espécimes adultos teve coletado o encéfalo juntamente com a
por¢cdo ventral da caixa craniana, sendo fixado, descalcificado e processado
histologicamente para a analise da conexao da hipéfise ao encéfalo.

Todos os procedimentos experimentais deste projeto foram aprovados pela

Comiss&o de Etica em Experimentagdo Animal do ICB, USP, sob no. 56 - 2009.
4.2 Histoquimica

Para o estudo histoquimico da hipoéfise dos adultos, as laminas de interesse
foram desparafinizadas em xilol, tratadas com solugdes decrescentes de etanol e
hidratadas em agua corrente, sendo entdo coradas pelas seguintes técnicas
histoquimicas, usuais para identificacdo dos tipos celulares na hipéfise de peixes:
Acido Periédico-reativo de Schiff — PAS (McManus 1948) e contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris, Tricrémico de Mallory — TM (Pearse 1961) e Hematoxilina
Chumbo — HPb (Solcia et al., 1969).

Para a caracterizagdo da ontogenia da hipéfise nas larvas e juvenis, sec¢des
de interesse também foram processadas da mesma forma, mas coradas somente
pelo Tricrémico de Mallory. Ap6s as coloracdes, as laminas passaram por baterias
contendo solucdes crescentes de etanol e xilol, até a montagem com goma de

Damar e laminula.
4.3 Imuno-histoquimica por peroxidase

No estudo imuno-histoquimico, as laminas com os cortes de interesse foram
desparafinizadas em xilol, hidratadas em série alcodlica decrescente e incubadas
em tampado fosfato salino pH 7,4 (PBS). Entdo, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio a 3% em PBS, lavagem em PBS
e bloqueio dos sitios inespecificos com leite em pd desnatado (sem adicao de calcio)
a 5%. Assim, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas por 18h, em camara
Uumida, na geladeira com os anticorpos primarios (Tab. 2) produzidos em coelho e
diluidos em PBS.
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Tabela 2 — Anticorpos primarios utilizados nas reagdes imuno-histoquimicas em S. brasiliensis.

Anticorpo Fonte Caodigo Diluicao Referéncias
Anti-salmon PRL Dr. H. Kawauchi 8206 1:5000 Pandolfi et al. (2001a)
Anti-salmon GH Dr. H. Kawauchi 8502 1:1000 Pandolfi et al. (2001a)
Anti-salmon SL Dr. H. Kawauchi 8906 1:1000 Pandolfi et al. (2001a)
Anti-salmon B-FSH Dr. H. Kawauchi 8510 1:1000 Nozaki et al. (1990)
Anti-salmon 3-LH Dr. H. Kawauchi 8506 1:1000 Nozaki et al. (1990)
Anti-salmon B-FSH Dr. A. Shimizu 2684 1:1000 Shimizu et al. (2003)
Anti-salmon 3-LH Dr. A. Shimizu 2685 1:1000 Shimizu et al. (2003)
Anti- mummichog a-GTH  Dr. H. Kawauchi 616 1:500 Shimizu et al.(2003)
Anti- mummichog B-FSH  Dr. H. Kawauchi 299 1:500 Pandolfi et al. (2006)
Anti- mummichog -LH Dr. H. Kawauchi 003 1:500 Pandolfi et al. (2006)
Anti-human B-TSH Dr. A.F. Parlow 55741789 1:100-2000  Nozaki et al. (2005)
Anti-human ACTH .54 Dako - 1:1000 Pandolfi et al. (2003)

Apoés a incubacdo com o anticorpo primario, as laminas foram lavadas em
PBS e incubadas com o anticorpo secundario biotiniliado (Dako) por 30 minutos,
lavadas em PBS, incubadas com Estreptavidina (Dako) por 30 minuntos, novamente
lavadas em PBS e, entdo, os cortes foram revelados com 3-3’ diaminobenzidina
(DAB - Dako). Posteriormente, os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de
Mayer e passaram por baterias crescentes de alcool e xilol, até a montagem das
laminas.

A especificidade dos anticorpos foi avaliada utilizando-se sec¢des controle
na qual o anticorpo primario foi substituido por PBS e/ou pelo soro do animal em que
foi desenvolvido o anticorpo secundéario, na mesma concentracdo do anticorpo
primario. Também, a especificidade pbéde ser inferida a partir de resultados da
utilizacdo destes mesmos anticorpos em diversos trabalhos ja publicados com a
hipofise de outras espécies de teledsteos (Tab. 2).

4.4 Analise e fotodocumentacao

Todas as laminas confeccionadas neste estudo foram analisadas e
fotodocumentadas com um fotomicroscépio Zeiss Axioskop Il, com o sistema de
captura de imagem Image-Pro Plus, e posteriormente processadas com o auxilio do
software Adobe® Photoshop® CS3 Portable versdo 11.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Morfologia da hipéfise nos adultos de Salminus brasiliensis

Em individuos adultos de Salminus brasiliensis, a hipéfise apresentou forma
ovoide, localizando-se na por¢céao ventral do encéfalo, na regido compreendida entre
0 quiasma Optico e o hipotalamo (Fig. 4B e 4D), sendo ligada a este ultimo por um
pedunculo relativamente longo e delicado (Fig. 4E) que permite a conexdo e
comunicagao da hipofise com as regides hipotalamicas. Devido a sua natureza, este
pedunculo sempre foi danificado durante o arrebatamento do encéfalo para a coleta
da hipéfise, com excegcao de apenas um animal que teve todo o encéfalo coletado
juntamente com a regido ventral da caixa craniana, e posteriormente descalcificado
antes do processamento histolégico.

Sob microscopia de luz, pode ser verificado que a hipéfise de Salminus
brasiliensis € composta pela adeno-hipofise e pela neuro-hipdéfise (Fig. 5A). A adeno-
hipofise constitui a porcdo secretora da glandula, e a partir da coloracao por
Tricrobmico de Mallory (Fig. 5A), foram distinguidas as trés regides adeno-
hipofisarias, com caracteristicas estruturais e propriedades tintoriais diferenciadas: a
rostralis pars distalis (RPD), proximalis pars distalis (PPD) e pars intermedia (Pl).
Foram identificados sete tipos celulares secretores de hormdnios na adeno-hipéfise
de Salminus brasiliensis, os quais apresentaram diferentes caracteristicas tintoriais

frente aos métodos histoquimicos utilizados (Tab. 3).

Tabela 3. Resultados das coloragdes histoquimicas realizadas na hipofise de Salminus brasiliensis.

Células Regiao Tricromico PAS Hematoxilina
de Mallory Chumbo
Adrenocorticotrépicas RPD -/+ Ciandfila - +
Gonadotrépicas PPD + Ciandfila + -
Melanotrdpicas Pl -/+ Cianofila - =
Prolactinicas RPD + Eritrofila - -
Somatolactinicas Pl ++ Ciandfila +/- -
Somatotroéficas PPD + Eritrofila - -
Tireotréficas PPD + Purpurea ? -

Coloracao: (++) muito forte, (+) forte, (+/-) leve, (-) ausente e (?) nao discriminada.
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Na RPD, foram identificadas as células prolactinicas e adrenocorticotrdpicas.
As células prolactinicas (Fig. 5B) eram geralmente pequenas, eritréfilas, com nucleo
ovéide e central, e apresentaram um arranjo cordonal; distribuindo-se por toda a
RPD, formando uma meia lua nesta regiao.

As células adrenocorticotropicas, eram células levemente ciandfilas ao
Tricrémico de Mallory (Fig. 5C) e positivas a Hematoxilina Chumbo (Fig. 6G), se
distribuindo de forma isolada ou preferencialmente ao redor dos ramos da neuro-
hipéfise presentes da RPD, onde formavam uma ou duas camadas de células
geralmente alongadas e com nucleos em diferentes posicoes (Fig. 5C, 6G e 6H).

Na PPD foram observadas as células somatotrdpicas, gonadotropicas e
tireotrépicas. As células somatotropicas (Fig. 5D) eram células pequenas, eritrofilas,
com formato elipséide e que se dispunham de forma isolada ou em pequenos
grupos celulares distribuidos aleatoriamente por toda a PPD.

As células gonadotrépicas (Fig. 5D) eram células grandes, fortemente
ciandfilas, PAS positivas (Fig. 6E), e possuiam nucleo excéntrico, densos granulos
citoplasmaticos e, na maioria das vezes, um grande vacuolo, visto na microscopia de
luz como um circulo branco, o qual ocupava a maior parte do citoplasma. As células
gonadotrdpicas se apresentavam em alta densidade na PPD e distribuiam-se de
forma aleatoéria.

As células tireotropicas (Fig. 5D) eram células pequenas, de forma ovodide a
fusiforme, intensamente cianofilas, com nulcleo excéntrico ou polarizado, e
apresentavam-se isoladas ou em pequenos aglomerados proximos aos ramos da
neuro-hipofise na PPD. Devido a baixa densidade, em relagdo as células
gonadotrépicas e seu tamanho, ndo foi possivel identificar as células tireotrépicas
apos a coloracao pelo PAS.

Na Pl foram identificadas as células somatolactinicas e melanotrépicas. As
células somatolactinicas (Fig. 5E) eram células grandes, poligonais, fortemente
ciandfilas, levemente PAS positivas (Fig. 6F) e distribuidas por toda PI,
principalmente junto as projecdées na neuro-hipdfise.

Ja as células melanotrépicas (Fig. 5E) eram arredondadas, de tamanho
variado, levemente ciandfilas e se distribuiam de forma randémica ao lado das
células somatolactinicas, dentro de pequenos l6bulos delimitados pelas ramificagdes
da neuro-hipofise nesta regiao.
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A neuro-hipofise, constituida por tecido nervoso, se estendia por toda a
adeno-hipéfise (Fig. 5A), sendo que os ramos mais calibrosos se encontravam na
RPD, se ramificavam (Fig. 6C) e atingia todas as regides adeno-hipofisarias. Foi
verificada uma intensa ramificacdo da neuro-hip6fise na Pl (Fig. 5E), delimitando
pequenos lébulos preenchidos pelas células melanotropicas e somatolactinicas.
Ainda, na neuro-hipéfise pode ser observada a presenca de células da glia, vasos
sanguineos e granulos de neurossecrecao, denominadas de Corpos de Herring (Fig.
6D).

Na hipéfise de Salminus brasiliensis nao foram observados limites precisos
entre a RPD e a PPD, sendo que os diferentes tipos celulares destas duas regides
apresentavam uma transicado lenta (Fig. 6A). Diferentemente, entre a PPD e a PI
existia uma maior definicdo entre as duas regides, geralmente separadas por ramos

da neuro-hipofise (Fig. 6B).
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5.2 Identificacao das células adeno-hipofisarias de Salminus brasiliensis por

imuno-histoquimica

Por meio da utilizagdo da técnica de imuno-histoquimica com anticorpos
heterdlogos contra a PRL, GH, SL, B-FSH e B-LH de salm&o; e contra 0 ACTH1.24) €
B-TSH humano, foi possivel identificar de forma precisa a distribuicdo da maioria das
células adeno-hipofisarias de Salminus brasiliensis (Fig. 7, Tab. 4), inicialmente

estudadas por técnicas histoquimicas.

Tabela 4. Resultados das reagdes imuno-histoquimicas na hip6fise de adultos de Salminus
brasiliensis. "Dr. H. Kawauchi, ®Dr. Shimizu.

Células adeno-hipofisarias
Anticorpos PRL GH SL FSH LH TSH ACTH MSH

Anti-salmon PRL ++ - - - - - _ _

Anti-salmon GH - ++ - - - - - -
Anti-salmon SL - = ++ - - - i, ;
Anti-salmon B-FSH' - - - + - - - .
Anti-salmon B-LH' - - - . + . . .
Anti-salmon B-FSH® - - - - - - ] .
Anti-salmon B-LH? 2 - . . + . . :
Anti- mummichog a-GTH - - - - - - - -
Anti- mummichog B-FSH - - - - = - . .
Anti- mummichog B-LH - - - - +/- - - -
Anti-human B-TSH - - - - = - . .
Anti-human ACTH; 4 - - - - - - ++ +/-

Imunorreacéo: (++) muito forte, (+) forte, (+/-) leve e (-) ausente.

O anticorpo anti-PRL de salmao reagiu especificamente com as células
prolactinicas, confirmando sua extensa distribuicdo ao longo de toda RPD (Fig. 8A),
formando uma meia lua no hemisfério superior da hipofise. Devido a densidade das
células prolactinicas, a delimitacdo dos limites celulares muitas vezes se tornou
dificil, observando-se uma marcagao difusa em toda a RPD (Fig. 8B).

As células somatotrépicas também foram marcadas de forma especifica com
o anti-GH de salmao, distribuindo-se em grupos ou de forma isolada por toda a PPD,
como anteriormente mencionado (Fig. 8C), e exibiram marcagao citoplasmatica

precisa (Fig. 8D). Ja as células imunorreativas ao anti-SL de salmao foram
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exclusivamente detectadas na Pl (Fig. 8E), corroborando a identificacdo por
histoquimica e evidenciando uma marcacao citoplasmatica especifica a este tipo
celular (Fig. 8F).

Dentre o0s sete anticorpos utilizados para identificacdo das células
gonadotrépicas, foram obtidos resultados consistentes apenas com a utilizagdo do
anti-FSH e LH de salm&o, produzido pelo Dr. H. Kawauchi. As células imunorreativas
ao anti-FSH se distribuiam por toda a PPD (Fig. 9A) e apresentavam as mesmas
caracteristicas ja mencionadas no estudo histoquimico; células grandes, globosas,
com nucleo excéntrico e com grande vacuolo citoplasmatico, existindo
imunomarcacao apenas na porcao citoplasmatica restante (Fig. 9B).

As células imunorreativas ao anti-LH de salmao eram abundantes e também
se distribuiam por toda a PPD (Fig. 9D) e apresentavam as mesmas caracteristicas
morfolégicas das células imunorreativas ao anti-FSH (Fig. 9E). A partir da analise de
cortes seriados subsequentes submetidos a imuno-histoquimica com estes dois
anticorpos (Fig. 9C e 9F), foi observada a marcacdo de ambos os anticorpos no
mesmo tipo celular, sugerindo a presenca de uma Unica célula gonadotrdpica
produtora de FSH e LH nos adultos de Salminus brasiliensis.

As células tireotropicas nao exibiram imunorreatividade ao anti-TSH humano
utilizado, embora tenham sido realizados diversos testes, utilizando-se varias
concentracdes (1:100 a 1:200) e tempos de incubacgao do anticorpo primario, com ou
sem protocolos de recuperagao antigénica em tampao citrato, em vaporeira ou no
forno de microondas. Assim, a confirmagdo das possiveis células tireotrépicas de
Salminus brasiliensis identificadas na histoquimica nao pdde ser realizada.

As células adrenocorticotropicas apresentaram imunomarcagao ao anti-
ACTH 124y humano, sendo encontradas na RPD (Fig. 10A) de forma isolada (10C),
em pequenos grupos ou, principalmente, circundando os ramos da neuro-hipéfise
presentes nesta regidao (10B). As células melanotropicas foram detectadas por
exibirem uma leve reacdo cruzada ao anti-ACTH.24y humano. Entretanto, estas
células s6 foram observadas na Pl (9A), contornando ou preenchendo os lébulos
formados pela neuro-hipéfise (10D).

Para todas as reacdes imuno-histoquimicas com os diversos anticorpos
utilizados na hipéfise dos adultos de Salminus brasiliensis foram realizados controles

negativos (Fig. 11), ndo sendo observado qualquer tipo de marcacao inespecifica.
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5.3 Desenvolvimento estrutural da hipéfise de Salminus brasiliensis

As larvas e juvenis de Salminus brasiliensis coletadas nos diversos tempos
apos a eclosao foram classificadas de acordo com a descricao de Nakatani et al.
(2001) nos seguintes estagios: larval vitelino, pré-flexao, flexao, pés-flexao e juvenil.
As principais caracteristicas morfologicas externas e internas dos espécimes de
Salminus brasiliensis em cada estaddio podem ser analisadas na Fig. 12, Fig. 13 e na
Tab. 5.

Tabela 5. Caracteristicas morfolégicas das larvas e juvenis de Salminus brasiliensis utilizados no
estudo. Horas p6s-eclosédo (Hpe).

Hpe Estagio Caracteristicas

Vitelo abundante; presenga da notocorda e midémeros, corpo sem
0 Larval vitelino pigmentacdo, encéfalo em diferencia¢do, inicio do desenvolvimento do
sistema digestério e presenca de nadadeira embrionéria.
o Reducgéo do vitelo; inicio da pigmentagdo do olho; boca ja aberta e em
12 Larval vitelino L i i 5 )
posicao subterminal, e encéfalo curvado na regiao anterior.
- Inicio da pigmentagdo no focinho e do desenvolvimento da cartilagem
24  Larval vitelino : : : »
neurocranial, encéfalo mais alongado e saccus vasculosus ja presente.
Vitelo reduzido, boca em posicao terminal, maior pigmentacao do focinho,
36 Larval vitelino desenvolvimento da cartilagem mandibular, parede intestinal mais
diferenciada e inicio da pigmentagao do saco vitelinico.
Vitelo praticamente exaurido, olhos mais pigmentados, desenvolvimento
48 Larval vitelino dos arcos branquiais, bexiga natatéria ja insuflada e figado em
desenvolvimento.
. 3 Vitelo todo reabsorvido, inicio da alimentacdo exdégena, aumento da
60  Pré-flexao ) 3
pigmentacdo nos olhos e no restante do corpo.
’ y Presenga de dentes, arcos branquiais mais desenvolvidos, luz estomacal
72  Pré-flexao . _
ampla, maior pigmentacao corporal.
_ Maior pigmentacao na regiao cranial e ventral, cartilagem mandibular bem
120 Flexao . ) i .
desenvolvida, notocorda ainda presente e encéfalo mais alongado.
5 _ Nadadeiras caudal, anal, peitoral e dorsal ja diferenciadas, encéfalo e
300 Pos-flexao . : : _ :
branquias bem desenvolvidos, e forte pigmentagcao na nadadeira caudal.
Intensa ossificagdo, presenca de escamas e de todas as nadadeiras, e

600 Juvenil
padréo de pigmentacao semelhante aos adultos.

Para facilitar a compreensdo do desenvolvimento da hipdfise e sua

localizagdo no encéfalo durante os estagios do desenvolvimento inicial de Salminus
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brasiliensis, sugerimos a analise prévia da Fig. 13, a qual exibe uma visdo ampla
das seccoes histologicas utilizadas para ilustrar o desenvolvimento da hipéfise na
Fig. 14.

No momento da eclosdo das larvas (estagio larval vitelino), 0 horas pés-
ecloséo (hpe), a hipofise ainda néo era identificada (Fig. 14A). Foi possivel apenas
observar a regiao de diferenciacdo da hipofise, na qual o encéfalo, ainda em estagio
inicial de desenvolvimento, tocava o epitélio bucal primitivo.

Com 12 hpe (estagio larval vitelino), ja foi possivel diferenciar o primérdio da
hipofise, composto por uma pequena e solida massa de células aderida a porgcao
ventral do diencéfalo, localizada na por¢céao anterior ao saccus vasculosus (Fig. 14B).
Neste estadio, a hipéfise era separada do diencéfalo por uma fina camada de tecido
conjuntivo e delimitada em sua porcado ventral pelo epitélio bucal. Durante os
estagios de 36, 48 (larval vitelino), 60 (estagio pré-flexao) e 72 hpe, foi observado o
posicionamento da hipofise a frente da notocorda (Fig. 14D).

Com 72 hpe (estagio pré-flexdo) foi notado o inicio do desenvolvimento da
neuro-hipofise e também, a presenca de células com diferentes afinidades tintoriais
na adeno-hipdfise (Fig. 6E). Com 120 hpe (estagio pds-flexdo) estas diferencas
tintoriais tornaram-se mais nitidas, além de que hipéfise adquiriu um formato maior e
alongado no eixo antero-posterior, sendo possivel detectar as trés regides adeno-
hipofisarias: RPD, PPD e PI (Fig. 14F). Adicionalmente, foi observada uma
expansao da neuro-hipéfise na regiao dorsal da glandula, sem a existéncia de
ramificacdes da neuro-hipéfise. Embora nestes estagios a hipdfise tenha aumentado
suas proporgdes, raramente foram visualizadas figuras mitoticas durante o seu
desenvolvimento.

Com 300 hpe (estagio poés-flexdo), a hipofise apresentou um grande
aumento dos seus componentes e péde ser verificado o processo de separacédo da
hipéfise do hipotdlamo (Fig. 14G). Este foi caracterizado por um estreitamento do
tecido nervoso presente nesta regido, responsavel pela formacao de um delicado
pedunculo, chamado de talo neuro-hipofisario. Também, ja foi observado um maior
grau de zoneamento da adeno-hipéfise e a presenca de algumas células PAS
positivas na PPD.

Por fim, com 600 hpe (estagio juvenil), a hipéfise teve um crescimento
acentuado de todos os seus componentes e adquiriu uma forma alongada no eixo
dorso-ventral, apresentando o formato de uma améndoa. Neste estadio foi possivel
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distinguir com clareza as trés regides adeno-hipofisarias (RPD, PPD e PI), com
diferentes caracteristicas tintoriais, distribuicdo dos tipos celulares e padrdoes de
ramificacdo da neuro-hipéfise (Fig. 14H). Nas seccdes sagitais foi verificada a
presenca de uma consideravel parcela de tecido neuro-hipofisario ao longo de todo
o eixo dorso-ventral da hipéfise, sendo observada maior quantidade de ramificacdes
na Pl. Também, ja era verificada a presenca de um fino pedunculo conectando a
hipoéfise ao hipotalamo (Fig. 14 inset) e maior quantidade de células PAS positivas
na PPD (dado nao exibido), além da presenca de algumas células células levemente
PAS positivas na PIl. Assim, na hipéfise dos juvenis de Salminus brasiliensis com
600 hpe ja péde ser visualizado um nivel de organizagéo estrutural bem préximo do

encontrado nos adultos desta espécie.

5.4 Ontogenia das células adeno-hipofisarias de Salminus brasiliensis

A ontogenia de sete dos oito tipos celulares presentes na adeno-hipéfise de
Salminus brasiliensis foi analisada (Tab. 6), compreendendo as células prolactinicas,
somatotrdpicas, somatolactinicas, gonadotropicas produtoras de LH, FSH, células
adrenocorticotrépicas e melanotrdpicas; as quais serdo abordadas de forma
individual a seguir, e, juntamente com os resultados do desenvolvimento estrutural

da hipéfise podem ser analisadas na Fig. 15.

Tabela 6. Cronologia da imunodeteccdo das diferentes células adeno-hipofisarias durante o
desenvolvimento inicial de Salminus brasiliensis. Horas p6s-eclosao (hpe).

Células adeno-hipofisarias
Tempo (hpe) PRL GH SL FSH LH TSH ACTH MSH

12 +/- = = = = ? +/- +/-
24 - + - - - ? +/- +/-
36 = + +/- = = ? +/- +/-
48 + + +/- - - ? +/- +/-
60 + + +/- = = ? +/- +/-
72 + + +/- - - ? +/- +/-
120 + + + - + ? + +/-
300 + + + - + ? + +/-
600 + + + + + ? + +/-

Imunorreacao: (++) muito forte, (+) forte, (+/-) leve, (-) ausente e (?) desconhecida.
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As células imunorreativas ao anti-PRL de salmdo foram inicialmente
detectadas com 12 hpe (estagio larval vitelino), exibindo pequenas marcacdes na
regiao anterior e ventral da hipéfise (Fig. 16A). Ao longo do desenvolvimento, com o
decorrer dos estagios de 24, 48, 72, 120 e 300 hpe (Fig. 16B a 16F), foi observado
um aumento das células prolactinicas na regiao anterior da glandula e a organizacao
destas células entre os ramos da neuro-hipofise. Ainda, nos estagios de 48 e 72 hpe
puderam ser visualizadas células prolactinicas exibindo processos citoplasmaticos
em direcao ao tecido conjuntivo que delimitava a hipé6fise do hipotalamo (Fig. 16C e
16D). Com 600 hpe (Fig. 16G), as ceélulas prolactinicas apresentaram-se
amplamente distribuidas em corddes celulares pela RPD (Fig. 16H), formando uma
meia-lua nesta regiao.

As células imunorreativas ao anti-GH de salméao tiveram sua deteccao inicial
com 36 hpe (estagio larval vitelino), distribuindo-se na regido dorso-medial da
hipéfise (Fig. 17A). Com o desenvolvimento, foi observado um aumento da
imunorreatividade e da populacao de células somatotrépicas, sempre presentes na
regiao medial da hipéfise (Fig. 17A a 17E), correspondente a futura PPD. Com 600
hpe (Fig. 17F), notou-se uma grande populacdo de células somatotrdpicas,
ocupando praticamente toda a PPD, e sua organizacao entre 0s ramos na neuro-
hipdfise existentes (Fig. 17G).

A identificacdo de células imunorreativas ao anti-SL de salmao também se
deu as 36 hpe (estagio larval vitelino). Neste estadio, foi observada a presenca
algumas células somatolactinicas apresentando uma leve marcacao presentes na
regidao posterior da hipéfise (Fig. 18A). Entretanto, uma pequena imunorreatividade
também foi observada em outras regides, fato presente ao longo de todos os
estadios do desenvolvimento inicial avaliados (Fig. 18A a 18F), exceto na hipofise
dos adultos. Ao longo do desenvolvimento, foi notado um aumento da populagédo de
células somatolactinicas, e com 600 hpe (Fig. 18F), estas células assumiram seu
arranjo tipico dentro dos lobulos formados pelas projecbes da neuro-hipofise
presentes na Pl (Fig. 18 G). Ainda neste estagio, foi identificada a presenca de
algumas células fracamente positivas ao anti-SL de salmdo delimitando ramos da
neuro-hipofise localizados na RPD (Fig. 18H).

A primeira deteccado das células imunorreativas ao anti-BLH de salméo se
deu as 120 hpe (estagio flexdao), sendo observada a marcagao de poucas células
distribuidas na PPD (Fig. 19A). Com 300 hpe foi notado um aumento desta
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populacao celular nesta regidao e (Fig. 19B), com 600 hpe, uma maior populacédo de
células imunorreativas ao anti-BLH em toda PPD (Fig. 19C), distribuidas
principalmente de forma isolada (Fig. 19D). Ja as células imunorreativas ao anti-
BFSH de salmao s6 foram detectadas com 600 hpe (estagio juvenil), apresentando
uma menor quantidade de células marcadas em relacao ao anti-BLH, as quais se
distribuiam nas extremidades laterais e ventrais da PPD (Fig. 19E), de forma isolada
(Fig. 19F).

Como na hipdéfise dos adultos, ndo foi observada a presengca de
imunorreatividade ao anti-BTSH humano nas larvas e juvenis de Salminus
brasiliensis avaliados, o0 que impossibilitou a analise da ontogenia das células
tireotrépicas nesta espécie.

As células adrenocorticotropicas e melanotrépicas apresentaram a mesma
cronologia de aparecimento, sendo detectadas as 12 hpe (estagio larval vitelino),
utilizando um unico anticorpo, o anti-ACTH humano. As populacées celulares
imunorreativas presentes na regido anterior e posterior da hipéfise corresponderam
as células adrenocorticotrdpicas e melanotrdpicas, respectivamente (Fig. 20A). Com
12 hpe, ambos os tipos celulares apresentavam fraca imunorreatividade, mas ao
longo do desenvolvimento da hip6fise as marcacdes se tornaram mais intensas,
paralelamente ao aumento das populacdes de ambos os tipos celulares (Fig. 20A a
20F). Com 600 hpe, a células adrenocorticotropicas distribuiam-se de forma isolada
ou preferencialmente ao redor dos ramos da neuro-hipéfise presentes na RPD (Fig.
20G). Ja as células melanotrépicas, levemente reativas ao anti-ACTH humano,
foram encontradas exclusivamente na PI, distribuidas aleatoriamente dentro dos

|6bulos tipicos desta regiao (Fig. 20H).
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DOCUMENTAGAO FOTOGRAFICA

Figura 3. Cortes histolégicos das gbnadas dos espécimes de S. brasiliensis utilizados, corados com
Hematoxilina e Eosina, evidenciando os estagios do ciclo reprodutivo. A, B, C, E e F —
Testiculos em regressado. D — Ovario em maturacdo. Escala: 300 pm.



35

Figura 4. Aspectos macroscopicos € microscopicos do encéfalo de S. brasiliensis. A — Vista dorsal. B
— Vista lateral. C — Vista ventral. D — Seccao sagital do encéfalo corado por Tricrémico de
Mallory na qual se nota a localizagao da hipéfise abaixo do quiasma 6ptico. E — Campo da
Fig. 3D exibindo o pedunculo (seta) que conecta a hipoéfise ao hipotalamo. Cerebelo (CE),
hipéfise (HI), hipotalamo (HT), medula oblonga (MO), quiasma 6ptico (QO), telencéfalo (TE)
e teto optico (TO). Escala: Aa C (1 cm), D (1000 um) e E (400 pm).
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Figura 5. Seccoes da hipofise de adultos S. brasiliensis coradas com Tricromico de Mallory. A —
Seccao sagital exibindo as trés regides adeno-hipofisarias (RPD, PPD e PI) e a neuro-
hipéfise (estrela preta). B — Campo da RPD evidenciando as células prolactinicas (cabega
de seta branca). C — Campo da RPD evidenciando as células adrenocorticotrépicas
(contorno de seta). D — Regiao da PPD, evidenciando as células gonadotropicas (cabeca de
seta preta), células tireotropicas (seta preta fina) e células somatotrépicas (seta preta
grossa). E — Campo da PI, evidenciando as células melanotropicas (contorno da cabega de
seta) e somatolactinicas (seta pontilhada). Vaso sanguineo (estrela branca). Rostralis pars
distalis (RPD), proximalis pars distalis (PPD) e pars intermedia (PI). Escala: A (200 um), B a
E (50 um).
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Figura 6. Seccbes da hipéfise de adultos de S. brasiliensis submetidas a diferentes técnicas
histoquimicas: A a D (Tricrémico de Mallory), E e F (PAS), G e H (Hematoxilina Chumbo).
A — Transicéo entre a RPD e a PPD. B — Transicdo entre a PPD e a Pl. C — Campo
evidenciando a ramificacdo da neuro-hip6fise (estrela preta). D — Campo da neuro-hipofise
exibindo células da glia (cabeca de seta), corpos de Herring (seta grossa) e vasos
sanguineos (estrela branca). E — Campo da PPD exibindo as células gonadotrépicas PAS
positivas; Detalhe: células gonadotrépicas exibindo grande vacuolo (contorno de estrela).
F — Campo da Pl exibindo células somatolactinicas levemente PAS positivas (seta fina).
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Detalhe: células somatolactinicas. G — Campo da RPD exibindo células
adrenocorticotrépicas isoladas (contorno de seta) e ao redor dos ramos da neuro-hip6fise.
H — detalhe das células adrenocorticotropicas. Rostralis pars distalis (RPD), proximalis
pars distalis (PPD) e pars intermedia (Pl). Escala: A a G (50 ym), H (20 um) e Detalhe: (1

pum).
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Figura 7. Esquema de um corte sagital da hipéfise de adultos de S. brasiliensis exibindo a distribuicao
das células adeno-hipofisarias. Neuro-hipéfise (NH), rostralis pars distalis (RPD), proximalis
pars distalis (PPD) e pars intermedia (Pl).
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Figura 8. Sec¢des da hipodfise de adultos S. brasiliensis submetidas a imuno-histoquimica com anti-
PRL (A e B), anti-GH (C e D) e anti-SL de salméo (E e F). A — Distribuigao das células
prolactinicas restritas a RPD. B — Detalhe da marcacado das células prolactinicas. C —
Distribuicdo das células somatotrépicas na PPD. D — Detalhe da marcagao das células
somatotrdpicas. E — Distribuigdo das células somatolactinicas na Pl. F — Detalhe da
marcagao das células somatolactinicas. Rostralis pars distalis (RPD), proximalis pars distalis
(PPD) e pars intermedia (PI). Escala:100 pm.
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Figura 9. Secgdes da hipofise de adultos S. brasiliensis submetidas a imuno-histoquimica com anti-
FSH (A, B e C) e anti-LH de salméo (D, E e F). A — Distribuigdo das células produtoras de
FSH na PPD. B — Detalhe da marcacao das células produtoras de FSH. D — Distribuicao
das células produtoras de LH na PPD. D — Detalhe da marcagéao das células produtoras de
LH. C e F — Campos semelhantes de dois cortes seriados subsequentes. Rostralis pars
distalis (RPD), proximalis pars distalis (PPD) e pars intermedia (Pl). Escala: A e D (200
pum), B,C, E, F (50 pm).
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Figura 10. Secgbes da hipofise de adultos de S. brasiliensis submetidas a imuno-histoquimica com
anti-ACTH humano. A — Distribuicdo das células imunorreativas ao anti-ACTH humano na
RPD e Pl. B — Detalhe da marcagdo das células adrenocorticotropicas na RPD,
distribuidas ao redor dos ramos da neuro-hipéfise. C — Campo da RPD exibindo células
adrenocorticotrépicas isoladas. D — Detalhe da distribuicdo das células melanotrépicas
presentes na Pl, as quais também sdo imunorreativas ao anti-ACTH humano. Rostralis
pars distalis (RPD), proximalis pars distalis (PPD) e pars intermedia (Pl). Escala: 50 ym.
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Figura 11. Controles negativos das reagdes imuno-histoquimicas realizadas na hipofise de adultos de
S. brasiliensis A — Campo da RPD de controle negativo da imunorreagdo com anti-PRL de
salmédo. B — Campo da RPD de controle negativo da imunorreagcdo com anti-ACTH
humano. C — Campo da PPD de controle negativo da imunorreacdo com anti-GH de
salmédo. D — Campo da PPD de controle negativo da imunorreagdo com anti-FSH de
salmédo. E — Campo da PPD de controle negativo da imunorreacdo com anti-LH de
salmédo. F — Campo da PPD de controle negativo da imunorreacdo com anti-BTSH
humano. G — Campo da Pl de controle negativo da imunorreagao com anti-ACTH humano.
H — Campo da PPD de controle negativo da imunorreagdo com anti-SL de salmé&o.

Rostralis pars distalis (RPD), proximalis pars distalis (PPD), pars intermedia (Pl). Escala: 5
pm.
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Figura 12. Aspectos macroscopicos do desenvolvimento inicial de S. brasiliensis. A — Ecloséo, larva
de 0 hpe (horas pés-eclosao). B — Larva de 12 hpe. C — Larva de 24 hpe. D — Larva de 36
hpe. E — Larva de 48 hpe. F — Larva de 60 hpe. G — Larva de 72 hpe. H — Larva de 120
hpe. | — Juvenil de 300 hpe. J — Juvenil de 600 hpe. Escala: Aal (1 mm), J (1 cm)
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Figura 13. Cortes sagitais das larvas e juvenis de S. brasiliensis coradas com Tricromico de Mallory,
evidenciando a localizacao da hip6fise durante o desenvolvimento inicial. A — Ecloséo, 0
horas pos-eclosao (hpe). B — Larva de 12 hpe. C — Larva de 24 hpe. D — Larva de 48 hpe.
E — Larva de 72 hpe. F — Larva de 120 hpe. G — Juvenil de 300 hpe. H — Juvenil de 600
hpe. Arcos branquiais (Ab), cartilagem (C), cavidade bucal (Cb), cerebelo (Ce), coracao
(Co), encéfalo (E), estbmago (Es), figado (F), hipotdlamo (Ht), musculo (M), medula
oblonga (Mo), notocorda (N), osso (O), saccus vasculosus (Sv), telencéfalo (Te), teto

Optico (To), vesicula encefalica (Ve), vitelo (Vi), vesicula otica (Vo). Campos analisados na
Fig. 11 (retangulo). Escala: 100 pym.
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Figura 14. Secgbes sagitais das larvas e juvenis de S. brasiliensis coradas por Tricromico de Mallory
evidenciando o desenvolvimento da hipéfise. A — Larva de 0 hpe (horas pés-ecloséo). B —
Larva de 12 hpe com o primdrdio da hipéfise. C — Larva de 24 hpe. D — Larva de 48 hpe. E
— Larva de 72 hpe. F — Larva de 120 hpe. G — Juvenil de 300 hpe. H — Juvenil de 600 hpe.
Inset: conexao da hipofise ao hipotalamo. Boca primitiva (Bp), notocorda (N), rostralis pars
distalis (RPD), proximalis pars distalis (PPD) e pars intermedia (Pl), saccus vasculosus
(Sv), ventriculo (V), vitelo (Vi), epitélio bucal primitivo (setas), neuro-hipdfise (estrela
preta), tecido conjuntivo (cabeca de seta), pedinculo (seta grossa), vaso sanguineo
(estrela branca). Escala: 50 ym.
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Figura 15. Esquema da hipéfise em diferentes estadios do desenvolvimento inicial de S. brasiliensis.
A — Larva de 12 horas pés-ecloséo (hpe). B — Larvas de 36 hpe. C — Larva de 72 hpe. D —
Larva de 120 hpe. E — Juvenil de 300 hpe. F — Juvenil de 600 hpe. Neuro-hipéfise (regido
cinza), rostralis pars distalis (RPD), proximalis pars distalis (PPD), pars distalis (PD), pars
intermedia (P1).
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Figura 16. Seccdes sagitais da hipdfise de larvas e juvenis de S. brasiliensis submetidas a imuno-
histoquimica com anti-PRL de salméo. A — Larva de 12 hpe (horas pos-ecloséo), primeira
detecgdo das células prolactinicas. B — Larvas de 24 hpe. C — Larva de 48 hpe exibindo
célula prolactinica com processo citoplasmatico (seta). D — Larva de 72 hpe. E — Larva de
120 hpe. F — Juvenil de 300 hpe. G — Juvenil de 600 hpe. H — Juvenil de 600 hpe, exibindo
detalhes da marcagdo das ceélulas prolactinicas. Hipotalamo (Ht), notocorda (N),
pedunculo (P), saccus vasculosus (Sv) e ventriculo (V). Escala: 50 ym.
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Figura 17. Secgdes sagitais da hipoéfise de larvas e juvenis de S. brasiliensis submetidas a imuno-
histoquimica com anti-GH de salmao. A — Larva de 36 hpe (horas pds-ecloséo), primeira
deteccdo das células somatotropicas. B — Larva de 48 hpe. C — Larva de 72 hpe. D —
Larva de 120 hpe. E — Juvenil de 300 hpe. F — Juvenil de 600 hpe. G — Juvenil de 600 hpe
exibindo detalhes da imunorreatividade das células somatotropicas. Hipotdlamo (Ht),
notocorda (N), saccus vasculosus (Sv) e ventriculo (V). Escala: 50 ym.
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Figura 18. Seccdes sagitais da hipdfise de larvas e juvenis de S. brasiliensis submetidas a imuno-
histoquimica com anti-SL de salméo. A — Larva de 36 hpe (horas pds-eclosao), primeira
deteccdo das células somatolactinicas. B — Larva de 48 hpe. C — Larva de 72 hpe. D —
Larva de 120 hpe. E — Juvenil de 300 hpe. F — Juvenil de 600 hpe. G — Juvenil de 600 hpe,
exibindo detalhes da imunorreatividade das células somatolactinicas na PI. H — Juvenil de
600 hpe, exibindo detalhes da imunorreatividade de algumas células na RPD. Hipotalamo
(Ht), notocorda (N), pars intermedia (Pl), rostralis pars distalis (RPD), saccus vasculosus
(Sv) e ventriculo (V). Escala: 50 um.
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Figura 19. Secgbes sagitais da hipéfise de larvas e juvenis de S. brasiliensis submetidas a imuno-
histoquimica com anti-FSH (E e F) e anti-LH (A, B, C e D) de salmdo. A — Larvas de 120
hpe (horas pés-eclosao), primeira deteccdo das células produtoras de FSH. B — Juvenil de
300 hpe. C — Juvenil de 600 hpe. D — Juvenil de 600 hpe exibindo detalhes da marcagao
das células produtoras de FSH. E — Juvenil de 600 hpe, primeira deteccao das células
produtoras de LH. F — Juvenil de 600 hpe, exibindo detalhes da marcacdo das células
produtoras de LH. Hipotalamo (Ht), saccus vasculosus (Sv) e ventriculo (V). Escala: A
(100 um), Ba F (50 um).
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Figura 20. Seccdes sagitais da hipdfise de larvas e juvenis de S. brasiliensis submetidas a imuno-
histoquimica com anti-ACTH humano. A — Larva de12 hpe (horas pds-eclosdo), primeira
deteccdo das células adrenocorticotropicas (cabeca de seta) e melanotropicas (seta). B —
Larva de 24 hpe. C — Larva de 48 hpe. D — Larva de 72 hpe. E — Larva de 120 hpe. F —
Juvenil de 300 hpe. G — Juvenil de 600 hpe. G — Juvenil de 600 hpe exibindo detalhes da
marcacao das células adrenocorticotropicas na RPD. H — Juvenil de 600 hpe exibindo
detalhes da marcagdo das células melanotropicas na PIl. Hipotalamo (Ht), saccus
vasculosus (Sv), ventriculo (V), rostralis pars distalis (RPD) e pars intermedia (Pl). Escala:
50 uym.
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6 DISCUSSAO

6.1 Morfologia da hipoéfise e distribuicao das células adeno-hipofisarias nos
teleésteos

A morfologia da hipéfise de uma gama de teledsteos das mais diversas
ordens, como Atheriniformes, Characiformes, Cluepiformes, Osteoglossiformes,
Salmoniformes, Siluriformes, Perciformes e Pleuronectiforme (Vissio et al., 1997;
Borella et al.1997; Laiz-Carrion et al., 2003; 1997; Borella et al., 2009; Farbridge e
Leatherland, 1986; Beolchi, 2004; Kasper et al, 2006; Rendon et al., 1997) tém sido
analisada, visando a compreensao da sua histofisiologia, de forma a agregar
conhecimentos a endocrinologia de peixes e, ainda, possibilitar o desenvolvimento
de estratégias voltadas a producao eficiente de espécies na piscicultura.

Neste trabalho, a hip6fise de Salminus brasiliensis foi estudada por meio de
técnicas histoquimicas e imuno-histoquimicas, utilizando-se de anticorpos
heterélogos contra mamiferos e peixes. Na RPD foi verificada a presencga de células
adrenocorticotrépicas e prolactinicas, na PPD as células gonadotropicas,
somatotrdpicas e tireotroficas, e na PI, as células melanotropicas e somatolactinicas.
Esta organizacdo da hipofise de Salminus brasiliensis é semelhante a outros
teledsteos sulamericanos de agua doce, como em Cichlasoma dimerus (Pandolfi et
al., 2001), Piaractus mesopotamicus(Borella et al, 1997), Pseudoplatystoma
fasciatum (Beolchi, 2004), Serrasalmus spilopleura, Pimelodus maculatus (N6brega,
2006) e em Salminus hillarii (Honji, 2007).

Entretanto, devido a diversidade dos teledsteos, algumas variacoes
morfolégicas da hipofise sdo encontradas, como a presenca de um ducto oro-
hipofisario em alguns Clupeideos (Laiz-Carrion et al.; 2003), a presenca de células
em arranjo folicular na RPD de Salmoniformes (Quesada et al., 1988), a presenca de
recesso infundibular em Ciclideos (Pandolfi et al., 2001) e de capilares dilatados
entre a neuro e a adeno-hipéfise no Osteoglossiforme Arapaima gigas (Borella et al,
2009), sugerindo a presenca de eminéncia média neste teledsteo primitivo.

A imunorreatividade ao anti-PRL de salmdo em Salminus brasiliensis foi
evidenciada exclusivamente na RPD, na qual as células prolactinicas formavam uma
compacta massa celular que delimitava toda porcdo externa desta regidao. Este
anticorpo tem sido classicamente utilizado na identificacdo das células prolactinicas,
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apresentando marcacao especifica na RPD em espécies como Sparus aurata
(Quesada et al., 1988), Oreochromis niloticus (Kasper et al, 2006) e em diversas
espécies sulamericanas, como Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2001),
Pseudoplatystoma fasciatum (Beolchi, 2004), Salminus hillarii (Honji, 2007) e
Arapaima gigas (Borella et al, 2009). Entretanto, células imunorreativas ao anti-PRL
de salmao também foram detectadas em outras regides, como na PPD de Morone
saxatilis (Huang e Specker, 1994) e na Pl de Hippoglossus hippoglossus (Weltizien
et al., 2003). Ainda, a utilizacdo de anti-PRL humano na hipéfise de Piaractus
mesopotamicus (Borella et al, 1997) e Odontesthes bonariensis (Vissio et al, 1997)
nao apresentou imunorreatividade, bem como a utilizacdo de anti-PRL de rato na
hipofise de Cyprinus carpio e Ictalurus nebulosus (Farbridge e Leatherland, 1986).

As células somatotrépicas sao reportadas distribuindo-se sumariamente na
PPD dos teledsteos, de forma isolada ou em pequenos grupos proximos aos ramos
da neuro-hipofise (Pandolfi et al., 2001; Garcia-hernandez et al., 1996; Vissio et al.;
1999; Kasper et al.,, 2006; Quesada et al., 1988). Em Salminus brasiliensis, as
células imunorreativas ao anti-GH de salmdo também foram localizadas na PDD,
mas se distribuiam principalmente de forma isolada ou em pequenos aglomerados
de forma aleatoria por toda extensdo da PPD. Ainda, existem relatos da presenca
adicional de células somatotrépicas na RPD de Morone saxatilis (Huang e Specker,
1994), na Pl de Seriola dumerilli (Garcia-Hernandez et al., 1996), Oncorhynchus
keta (Wagner e McKeown , 1983); ou em ambas regibes em Diplodus sargus
(Segura-Nogueira et al., 2000).

A identificagdo das células somatotrépicas tem sido realizada com
anticorpos desenvolvidos contra humanos (Borella et al., 1997) e peixes, como de
salmao Oncorhynchus keta (Wagner e McKeown, 1983); de dourada Sparus aurata
(Segura-Noguera, 2000) e tilapia Oreochromis mossambicus (Nagahama et al.,
1981). Entretanto, a utilizacdo de anti-GH humano nao resultou em marcacao das
células somatotrépicas em Piaractus mesopotamicos, Oncorhynchus mykKiss,
Oncorhynchus kistuch e Salvinus fluviatilis, mas foi detectada em Cyprinus carpio e
Anguila anguilla (Borella et al, 1997; Farbridge e Leatherland, 1986).

A descoberta da somatolactina no inicio da década de 90 possibilitou o
desenvolvimento de anticorpos especificos para identificacdo das células produtoras
deste horménio, inicialmente denominadas de células PIPAS, células PAS positivas
da Pl (Kaneko, 1996). Em Salminus brasiliensis, foram identificadas células
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levemente PAS positivas e imunorreativas ao anti-SL de salméo exclusivamente na
Pl, as células somatolactinicas. Estas células se distribuiam exclusivamente nesta
regidao, em descontinuos corddes celulares entre as células melanotropicas e em
contato com as projegcdes da neuro-hipbfise. Esta distribuicdo das células
somatolactinicas também ¢é observada em diversos tele6steos, como em
Oreochromis niloticus (Kasper et al, 2006); Hippoglossus hippoglossus (Weltzien et
al, 2003) e Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2001). Contudo, é relatada a
presenga adicional de algumas células somatolactinicas na RPD e PPD em Sparus
aurata (Villaplana et al., 2001) e na periferia da PPD de Seriola dumerelli (Garcia-
Herndndez et al.,1996); e ainda, nenhuma marcacdo foi obtida por imuno-
histoquimica na hipofise de Gymothorax meleagris (Dores et al. 1996), embora
acredita-se que todos 0s peixes apresentam o gene da somatolactina.

Interessantemente, as células somatolactinicas que apresentam diferentes
graus de positividade ao PAS na maioria dos tele6steos (Kaneko, 1996), sao
negativas a este método em algumas espécies, como em Arapaima gigas (Borella et
al, 2009), Oreochromis niloticus (Kasper et al, 2006), Piaractus mesopotamicus
(Borella et al, 1997) e Seriola dumerelli (Garcia-Hernandez et al.,1996). Este carater
cromofobo € observado principalmente em salmonideos (Homes e Ball, 1974), e por
meio de estudos bioquimicos, foi evidenciado que, diferentemente da prolactina e do
hormonio do crescimento, a somatolactina apresenta uma forma glicosilada e outra
sem (¢licosilacdo; as quais apresentam diferentes pesos moleculares e
comportamentos frente ao PAS, um método de deteccdo de carboidratos (Cavari,
1995; Kaneko, 1996). A maioria das espécies analisadas apresenta a forma
glicosilada (Kaneko, 1996), em contraste aos salmonideos e, ainda, estas duas
formas podem coexistir em Sparus aurata (Cavari,1995). Dessa forma, o carater
levemente PAS positivo das células somatolactinicas de Salminus brasiliensis
sugere a presenca destas duas formas de somatolactina neste tipo celular, havendo
a necessidade de analises bioquimicas para que esta hip6tese seja comprovada.
Adicionalmente, uma nova variante de somatolactina foi descoberta em adultos de
Sparus aurata (Cavari et al. (2000), a qual difere em 11 aminoacidos da primeira
forma isolada, e ambas sdo coexpressas nas mesmas células somatolactinicas
(Herrero-Turrién et al., 2002).

Assim como em outros teledsteos, as células gonadotropicas de Salminus

brasilensis ocupavam a maior parte da PPD, eram PAS positivas e exibiam um
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grande vacuolo. Entretanto, também é mencionada a presenca de células
gonadotrépica na Pl de espécies como Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2001),
Hippoglossus hippoglossus (Weltizien et al., 2003) e Thunnus thynnus (Kagawa et
al., 1998). A positividade ao PAS das células gonadotrépicas € evidenciada devido a
natureza glicoprotéica de seus hormdnios (Homes e Ball, 1974) e, os vacuolos
observados, referem-se as cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso empilhadas
e intensamente dilatadas (Garcia Ayala et al., 1998). Estas caracteristicas
morfolégicas podem variar ao longo do ciclo reprodutivo dos teledsteos, sendo
relacionadas as diferentes estados funcionais do mesmo tipo celular (Agulleiro et al.,
2006).

As células gonadotropicas de diversas espécies de peixes ja foram
analisadas com o uso de anticorpos desenvolvidos contra as porcdes alfa, beta ou
contra toda a cadeia dos hormdnios foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH)
isoladas de alguns teledsteos. Atualmente existem anticorpos contra as
gonadotropinas do Cyprinodontiforme Fundulus heteroclitus (Shimizu and
Yamashita, 2002), do Salmoniforme Oncorhynchus keta (Naito et al., 1991), dos
Percifomes Seriola dumerilii (Garcia Hernandez et al., 2002) e Cyprinus carpio
(Segura-Noguera, 2000), e contra o Siluriforme Clarias Gariepinus (Garcia-
Hernandez et al., 1996). Na literatura também é reportada o emprego de anticorpos
contra gonadotropinas humanas em algumas espécies de teledsteos (Borella et al.,
1997; Kasper et al., 2006).

Em Salminus brasiliensis, utilizamos quatro anticorpos desenvolvidos contra
diferentes porcdes do dominio beta do LH e FSH de salmao Oncorhynchus keta, e
também trés anticorpos contra Fundulus heteroclitus, mais conhecido como
mummichog, referente as porcdes alfa de ambas gonadotropinas, por¢ao beta do LH
e beta do FSH. Contudo, s6 obtivemos marcagdes satisfatérias com o emprego do
anti-BLH e anti-BFSH de salmao, desenvolvidos contra a molécula inteira de seus
respectivos peptideos pelo Dr. Kawauchi. As células gonadotrépicas de Salminus
brasiliensis imunorreativas ao anti-LH e anti-FSH de salméo se apresentaram
amplamente distribuidas por toda a PPD, e a anélise de cortes contiguos marcados
por estes anticorpos evidenciaram a co-localizagdo de ambas as marcacdes nas
mesmas células, sugerindo a presenca de uma unica célula gonadotropica produtora
de ambas gonadotropinas nos adultos desta espécie.
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Em Salminus hillari, espécie do mesmo género de Salminus brasiliensis, sao
relatados alguns resultados similares. Nesta, ndo houve imunorreagdo aos
anticorpos de mummichog e, a partir do uso do anti-LH e anti-FSH de salmao cedido
pelo Dr. Kawauchi, foi evidenciada uma parcela da populagdo de células
gonadotrépicas imunorreativas a ambos o0s anticorpos.

Embora seja estabelecida a presengca de duas gonadotropinas nos
teledsteos, (Kawauchi e Sower, 2006), ainda nao esta claro se estes hormbnios sao
produzidos por uma unica célula gonadotrdpica, assim como nos mamiferos, ou em
células diferentes. Adicionalmente, em revisdo, Agulleiro et al. (2006) ressalta que os
resultados encontrados podem ser influenciados pelos anticorpos utilizados. A maior
parte dos estudos utiliza anticorpos contra a por¢cado beta das gonadotropinas de
salmonideos, e evidenciam a presenca de duas células gonadotropicas em seus
representantes, como em Salmo salar e Oncorhynchus mykiss (Nozaki et al., 1990);
e ainda, em espécies de outras ordens como no Atheriniforme Odontesthes
bonariensis (Miranda et al., 2001).

Entretanto, a utilizacdo de anticorpos contra as gonadotropinas de
salmonideos em espécies de outras ordens tem revelado resultados divergentes,
como a colocalizagdo da imunorreagcdo em uma parcela das células gonadotropicas
nos Perciformes Xiphophorus maculatus (Megliulo-Cepriano et al., 1994) e
Oreochromis niloticus (Kasper et al, 2006); a deteccdo de apenas uma célula
gonadotrépica em trés espécies de Scianideos Micropogonias undulatus, Cynoscion
nebulosus e Sciaenops ocellatus (Yan e Thomas, 1991), ou ainda, a presenca de
apenas uma gonadotropina em Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2001) e em
Arapaima gigas (Borella et al, 2009).

Garcia Hernandez et al. (2002) comentam que os resultados discrepantes
sobre a identificagdo das células gonadotrépicas com a utilizacdo de horménios
heterblogos podem ocorrer devido as variagcdes biologicas existentes entre os
teledsteos, na qual as espécies analisadas podem ser evolutivamente distantes
daquelas utilizadas na producdo dos anticorpos. Por outro lado, estes autores
afirmam que a utilizacdo de anticorpos heterélogos pode ser inapropriada para
investigar a dualidade das células gonadotrépicas. Nesse contexto, embora nossos
achados em Salminus brasiliensis sejam corroborados pelos encontrados em
Salminus hillari, cabe aqui ressaltar a necessidade de producdo de anticorpos

especificos contra as gonadotropinas de espécies nativas, o que possibilitaria a
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obtencdo de resultados mais consistentes sobre a dualidade das células
gonadotrépicas neste grupo, especialmente em relagdo a deteccéo do B-FSH, o qual
segundo Levavi-Sivan et al. (2009), apresenta uma sequéncia de aminoacidos
pouco conservada entre os teledsteos.

A utilizagdo de anticorpos homdlogos contra gonadotropinas em outras
ordens também tem revelado resultados interessantes sobre a dualidade das células
gonadotrépicas. No Cyprinodontiforme Fundulus heteroclitus foi verificada a
presenca de células produtoras de LH e FSH individualizadas (Shimizu et al., 2003),
enquanto no Perciforme Seriola dumerili foi demonstrada a presenca de trés
populacdes de células gonadotropicas, as quais expressam individualmente o LH, o
FSH e ambos os horménios (Garcia Hernandez et al., 2002).

As células tireotropicas de diversos teleésteos tém sido identificadas por
meio da utilizagdo de anticorpos desenvolvidos contra mamiferos, como o anti-BTSH
humano, uma vez que a subunidade beta da tireotropina dos teledsteos apresenta
alta homologia com a humana e, até o momento, nao foi produzido anticorpos contra
peixes (Agulleiro et al., 2006). E também, um anti-BTSH de rato tem sido utilizado
com sucesso em algumas espécies (Pandolfi et al., 2001; Parhar et al., 1998). As
células imunorreativas ao anti-BTSH tem sido encontradas isoladas ou em pequenos
grupos em locais especificos da PPD na maioria dos tele6steos, como Oreochromis
niloticus (Kasper et al, 2006), Oncorhynchus mykiss, Cyprinus carpio (Farbridge e
Leatherland, 1986), Piaractus mesopotamicus (Borella et al., 1997) e
Pseudoplatystoma fasciatum (Beolchi, 2004), embora seja relatada a presenca de
algumas células tireotropicas na RPD de Anguilla japonica (Ueda et al., 1983).

Outra estratégia utilizada na identificacao das células tireotropicas, verificada
em espécies como em Alosa sapidissima (Laiz-Carrio et al., 2003), Arapaima gigas
(Borella et al.; 2009) e Solea senegalensis (Rendon et al, 1997) € o emprego do
anticorpo anti-oBLH de carpa. Este geralmente marca todas as células que
apresentam a subunidade alfa (células tireotropicas e gonadotropicas), e a
populacao de células tireotropicas pode ser identificada por exclusdo da populagéao
de células gonadotrépicas, também imunorreativas ao anti-BLH de carpa, ou através
de suas caracteristicas morfoldgicas.

Infelizmente, em Salminus brasiliensis nao foi detectada imunorreatividade
ao anti-BTSH humano, embora tenha sido empregado varios esforcos na tentativa
de otimizar o uso deste anticorpo, como o teste de varias concentracbes, de
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diferentes tempos de incubacao e protocolos de recuperacdo antigénica, bem como
o emprego de varias solugdes para diluicdo; e também, as células tireotrépicas nao
puderam ser diferenciadas pelo PAS. A auséncia de marcacdo do anti-BTSH
humano também foi observada em Arapaima gigas (Borella et al.; 2009). e segundo
Holmes and Ball (1974), existem dificuldades na distincdo das células tireotrépicas
das demais células presentes na PPD por meio de técnicas histoquimicas.

Uma vez que nado existem anticorpos disponiveis contra a
adrenocorticotropina de teledsteos, a localizacdo das células adrenocorticotropicas
neste grupo ainda tem sido realizada com o uso de anti-ACTH1.24) humano, suino ou
de rato (Agulleiro et al, 2006). Em Salminus brasiliensis, as células imunorreativas ao
anti-ACTH(1.24y humano se distribuiam de forma isolada e, principalmente,
contornando os ramos da neuro-hipéfise presentes na RPD.

Esta distribuicdo das células adrenocorticotrépicas na RPD também é
observada na maioria dos teledsteos, como em Solea senegalensis (Rendon et al,
1997), Odontesthes bonariensis (Vissio et al, 1997) e Sparus aurata (Quesada et al.,
1988). Também, ha relatos de células adrenocorticotrépicas exclusivamente
associadas na regiao compreendida entre as células prolactinicas e as projecoes da
neuro-hipofise da RPD, em Diplodus sargus (Segura-Noguera et al, 2000),
Oreochromis niloticus (Kasper et al, 2006), Piaractus mesopotamicus (Borella et al,
1997) e Trachinus draco (Sanches Cala et al., 2003). Ainda, algumas células
isoladas imunorreativas ao anti-ACTH1.24) também foram encontradas na PPD em
Solea senegalensis (Rendon et al., 1997) e em Diplodus sargus (Segura-Noguera et
al, 2000).

Em Salminus brasiliensis também foi encontrada imunorreatividade ao anti-
ACTH(1.24y humano na PIl, presente em células caracterizadas como células
melanotrépicas. Esta reagcédo cruzada é relatada em todas as espécies estudas (Laiz-
Carrion et al., 2003; Borella et al, 2009; Kasper et al, 2006; Borella et al, 1997;
Rendon et al., 1997; Beolchi, 2004), com a exce¢ao de Barbus barbus (Toubeau et
al., 1991).

Esse fenbmeno ocorre porque as células adrenocorticotropicas e
melanotrépicas sintetizam um pré-horménio comum precursor de diversos
peptideos, a pro-opiomelanocortina (POMC), e as processam de forma diferenciada.
Nas células adrenocorticotropicas, a clivagem da POMC origina o ACTH e outros

produtos, enquanto nas células melanotrépicas, o ACTH gerado é diretamente
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clivado, gerando a-MSH e CLIP — peptideo do lobo intermedidrio do tipo
corticotropina (Norris, 1997). O anti-ACTH4.24) pode reconhecer o CLIP (Dores e
Lecaude, 2005), o a-MSH, por apresentar os treze primeiros aminoacidos idénticos
aos do ACTH (Weltizien et al., 2003); e ainda o préprio ACTH produzido nas células
melanotrépicas, uma vez que a marcagao deste anticorpo nao foi abolida nestas
células apbés a pré-absorcdo do anticorpo com o peptido do a-MSH (Garcia-
hernandez et al., 1996).

Embora o anti-ACTH1.24) humano tem sido empregado na identificagdo das
células melanotropicas na auséncia de anticorpos especificos, os anticorpos anti-
aMSH humano, bovino ou de rato também tém sido utilizados para a identificacao
das células melanotrépicas em alguns teledsteos, como em Arapaima gigas (Borella
et al, 2009), Seriola dumerilli (Garcia-hernandez et al., 1996), Solea senegalensis
(Rendon et al., 1997), Sparus aurata (Quesada et al., 1988), confirmando a presenca
destas células na Pl. Também, em Seriola dumerelli (Garcia-Hernandez et al.,1996)
€ relatada a presenca de algumas células melanotrépicas da RPD; e ainda foi
observada a presenca de uma leve reacdo do anti-aMSH bovino e humano nas
células adrenocorticotropicas de Diplodus sargus (Segura-Noguera et al, 2000) e
Oreochromis niloticus (Kasper et al, 2006), respectivamente, fato que pode estar
relacionado com a similaridade estrutural da regido inicial entre as moléculas de
melanotropina e adrecorticotropina.

Apesar de ser bem conhecida nos teledsteos a marcacao das células
adrenocorticotrépicas e melanotrépicas pela hematoxilina chumbo (Homes e Ball,
1974), em Salminus brasiliensis essa positividade s6 foi evidenciada nas células
adrenocorticotroficas, sugerindo um baixo conteddo de melanotropina nos
espécimes utilizados, fato que pode ter impedindo a deteccdo por esta técnica

histoquimica.

6.2 Desenvolvimento histomorfologico da hipofise nos teledsteos

O desenvolvimento ontogenético da hipéfise tem sido analisado em algumas
espécies de teledsteos, como em Alosa sapidissima (Laiz-Carrién et al., 2003),
Brycon amazonicus (Ganeco, 2007), Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2001),
Danio rerio (Chapman et al., 2005), Oncorhynchus keta (Naito et al., 1993),

Plecoglossus altivelis (Saga et al., 1999) e Sparus aurata (Villaplana et al.,1996;
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2000), compreendendo espécies das ordens Characiformes, Clupeiformes,
Osmeriformes, Perciformes e Salmoniformes, em sua maioria, espécies de clima
temperado.

Nossos resultados evidenciaram que o desenvolvimento da hipéfise de
Salminus brasiliensis compreende um processo dindmico, semelhante ao de outros
teledsteos (Laiz-Carridn et al, 2003; Naito et al, 1993; Pandolfi et al, 2001b; Saga et
al, 1999), nos quais é marcado principalmente por diferencas no aparecimento dos
tipos celulares e nos niveis de organizacdo entre a adeno e neuro-hipdfise,
culminando com o crescimento e ampliacao dos limites entre estas duas regides. Em
Salminus brasiliensis, embora haja pontos similares com a morfogénese da hipoéfise
em outros teledsteos, foram verificadas diferengcas temporais importantes do ponto
de vista morfofuncional.

O primérdio da hipéfise de Salminus brasiliensis pbde ser distinguido apenas
12 horas ap6és a eclosao (hpe), como um pequeno grupo de células indiferenciadas
agrupadas no assoalho do diencéfalo. Estes resultados sdo mais préximos dos
encontrados em duas espécies nativas, no caracideo Brycon amazonicus € no
perciforme Cichlassoma dimerus, nos quais a hipéfise foi inicialmente detectada com
12 e 36 hpe, respectivamente, exibindo caracteristicas semelhantes (Ganeco, 2007;
(Pandolfi et al., 2001). Ainda, em Sparus aurata, outro perciforme, a hipéfise foi
evidenciada nas larvas recém eclodidas — 0 hpe (Villaplana et al.,1996), enquanto
em Danio rerio, no qual a embriogénese dura de 48 a 72 dias, a hipdfise ja é
morfologicamente diferenciada com 24 horas apo6s a fertilizacao (hpf).

Ao nivel ultraestrutural, foi visto em Sparus aurata que a eclosao a hipéfise
era composta por células indiferenciadas, que apresentavam processos
citoplasmaticos e complexos juncionais, e o citoplasma rico em mitocdndrias,
ribossomos, polirribossomos, além de cisternas do reticulo endoplasméatico rugoso
de tamanhos variados frequentemente dispostas de forma paralela ao nucleo, o qual
apresentava eucromatina granular, e ainda pequenos e escassos granulos de
secrecao (Villaplana et al.,1996), caracteristicas que evidenciam uma alta atividade
sintética destas células durante o inicio do desenvolvimento da hipdéfise e devem
estar relacionadas com a promogéao de hiperplasia.

Geralmente a neuro-hip6fise ndo esta presente no momento da eclosao de
espécies que apresentam um periodo de embriogénese curto, como verificado em
Cichlassoma dimerus (Pandolfi et al., 2001), Oreochromis mossambicus (Hwang e
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Sun, 1989) e Sparus aurata (Naito et al.,1993). Em Salminus brasiliensis, a presenca
da neuro-hipéfise so6 foi detectada com 72 hpe, e um resultado similar foi verificado
em Danio rerio (Chapman et al., 2005), enquanto em Cichlassoma dimerus s6 foi
identificada em larvas com 14 dias, aproximadamente 300 hpe (Pandolfi et al.,
2001b).

Entretanto, no salmonideo Oncorhynchus keta, no qual a embriogénese dura
sete semanas, sao relatadas algumas diferencas acentuadas. Nesta espécie, a
hipéfise € identificada com duas semanas antes da eclosao, e neste evento, ja exibe
as principais caracteristicas morfofuncionais desenvolvidas, como a presenga da
maioria das células adeno-hipofisarias e da neuro-hipéfise ao longo de toda a
extensdo da glandula (Naito et al., 1993). Assim, a eclosédo, Salminus brasiliensis
ainda nao possui um sistema hipotalamico-hipofisario funcional para o controle
neuroenddcrino das funcgdes fisioldgicas larvais, fato que chama a atencao para o
esclarecimento da regulacédo hormonal que atua durante a embriogénese e antes da
diferenciacao funcional da hipéfise. Também, desde a deteccéao inicial da neuro-
hipofise em Sparus aurata é observada a presenca de contatos sinapticos entre e as
terminagdes da neuro-hipdfise e as células enddcrinas, e ainda com a membrana
basal que separa a adeno da neuro-hipéfise (Villaplana et al., 1996), o que sugere a
existéncia de sinalizacdo paracrina oriunda da neuro-hipofise desde o seu
aparecimento.

Uma vez que o desenvolvimento dos peixes esta intimamente relacionado
com os aspectos bioldgicos intrinsecos de cada espécie (Blaxter, 1988), e as
caracteristicas das larvas no momento da eclosao podem variar de forma acentuada
(Balon, 1981), Ganeco (2007) e Pandolfi et al. (2001) chamam a atencéo para o fato
de que embora existam diversos trabalhos sobre a morfogénese da hipo6fise e da
ontogenia das células adeno-hipofisarias nos teledsteos, tona-se dificil a
comparagdo dos resultados existentes, devido a diversidade de caracteristicas
apresentadas por cada espécie durante as etapas iniciais do desenvolvimento, como
por exemplo, o fato das espécies de clima temperado, alvo da maioria dos estudos
realizados, apresentarem um periodo de embriogénese mais longo do que as
espécies subtropicais.

Ao longo da morfogénese da hipéfise de Salminus brasiliensis raras figuras
mitoticas foram visualizadas. Esse mesmo fato foi evidenciado em Sparus aurata.

(Villaplana et al., 2000), no qual a partir de analises ultra-estruturais foi encontrada a
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presenca de células indiferenciadas na hipéfise de larvas com até 65 dias apo6s a
eclosdo. Estas células indiferenciadas, juntamente com células enddcrinas em
processo diferenciacdo devem ser as responsaveis pela hiperplasia da hipofise
(Villaplana et al, 1996).

Ainda, o periodo de zoneamento da hipofise também varia de forma
acentuada entre os teledsteos. Em Oncorhynchus keta, no momento da eclosao a
divisdo destas trés regides ja pode ser diferenciada (Naito et al., 1993). Em
Plecoglossus altivelis, trés dias apds a eclosao ainda nao existem limites precisos
entre a RPD e PPD, embora a Pl j4 seja bem delimitada. (Saga ET al., 1999),
enquanto em Alosa sapidissima, neste mesmo tempo, estas trés regides ja podem
ser diferenciadas. Ja em Salminus brasiliensis, esta caracteristica foi inicialmente
detectada com 120 hpe, ou cinco dias apdés a eclosdo, quando as células adeno-
hipéfisarias exibiam de forma mais nitida as diferentes caracteristicas tintoriais, as
quais podem ser associadas ao seu processo de diferenciacdo e aumento da
atividade sintética relacionada a sintese hormonal.

Em juvenis de Salminus brasiliensis (600 hpe) foi verificado um nivel de
organizacao estrutural da hip6fise semelhante aos espécimes adultos, com uma
clara distincao das regides adeno-hipofisarias € no padrao de distribuicdo de suas
células, além da ramificacdo da neuro-hipéfise por todas as regides da adeno-
hipofise, evidenciando ja estarem estabelecidos os caracteres morfofuncionais para
o controle da atividade hipofisaria pelo hipotalamo.

Em Oncorhynchus keta, analises morfométricas da interface entre a adeno e
a neuro-hipéfise ao longo de sua morfogénese indicaram que um arranjo preciso da
arquitetura entre estas duas regides se faz necessario para o estabelecimento de
um sistema hipotalamico-hipofisario funcional, devido a auséncia de um sistema
porta-hipofisario nos teledsteos (Naito et al, 1993). Ainda, estes autores afirmam que
a proporgao entre as terminagbes nervosas hipotalamicas da neuro-hipéfise e as
células enddcrinas provavelmente € mantida de forma constante para permitir o
controle funcional da adeno-hipéfise pelos horménios hipotalamicos, embora as
relagbes morfoldgicas e fisioldgicas entre a neuro e adeno-hipdfise ainda nao
estejam totalmente esclarecidas.
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6.3 Ontogenia das células prolactinicas, somatotrépicas e somatolactinicas

Neste estudo, a embriogénese de Salminus brasiliensis durou 19 horas,
sendo detectada a presenga de células prolactinicas as 12 hpe, seguida pela
concomitante deteccdo das células somatotrépicas e somatolactinicas as 36 hpe.
Em Oncorhynchys keta, foram encontradas células produtoras de PRL e GH duas
semanas antes da eclosdo (Naito et al., 1993). Em Alosa sapidissima, cuja
embriogénese dura seis dias, as células produtoras de PRL e SL foram detectadas
trés dias antes da eclosdo das larvas, e as células produtoras de GH sé foram
observadas no momento da eclosao (Laiz-Carrién et al., 2003).

Nossos resultados em Salminus brasiliensis sdo mais préximos dos
encontrados em duas espécies nativas. Em Brycon amazonicus, o qual completou
sua embriogénese com 13 horas, com 12 hpe foi observada a presenca das células
prolactinicas e somatolactinicas, enquanto as células somatotropicas foram
detectadas logo em seguida com 24 hpe. J& em Cichlassoma dimerus, espécie em
que a embriogénese ocorre em 54 horas, estes trés tipos celulares foram
simultaneamente detectados com 48 hpe (Pandolfi et al., 2001b).

Os dados da cronologia do aparecimento das células prolactinicas,
somatotropicas e somatolactinicas de Salminus brasiliensis, assim como outros
achados, corroboram a heterogeneidade no aparecimento das células adeno-
hipofisarias em diferentes espécies de teledsteos (Agulleiro et al., 2006). Este fato se
deve principalmente as diferengas nas taxas de desenvolvimento e duragdo do
periodo embrionario nas diferentes espécies, refletindo nas caracteristicas
morfofisiolégicas das larvas no momento da eclosao (Balon, 1981).

Em Salminus brasiliensis, desde a primeira deteccdo, os tipos celulares
analisados se organizavam em populacoes especificas diferencialmente distribuidas
ao longo do eixo antero-posterior da hipéfise, representando os primoérdios da RPD,
PPD e PI, ja presentes nos juvenis desta espécie. Este mesmo padrao de
distribuicdo das células prolactinicas, somatotrépicas e somatolactinicas €
evidenciado em Cichlassoma dimerus (Pandolfi et al, 2001b), entretanto, pequenas
alteracoes sao relatadas em outras espécies, como a deteccao inicial de células
somatotrdpicas na regiao anterior da hipofise de Alosa sapidissima (Laiz-Carrion et
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al, 2003) e de células prolactinicas e somatotrépicas na regido ventral da hipofise
em Plecoglossus altivelis (Saga et al, 1999).

As células prolactinicas, somatolactinicas e somatotrépicas geralmente sao
detectadas durante o desenvolvimento inicial dos teledsteos. Entretanto,
interessantemente, em larvas e juvenis de Sparus aurata foi relatado um tipo celular
ausente nos demais teledsteos, chamado mamossomatétropo (Villaplana et al, 2003;
Villaplana et al., 2000), o qual foi detectado inicialmente nas larvas recém eclodidas,
antes mesmo do aparecimento das células prolactinicas e somatotrépicas. Os
mamossomatotropos também estdo presentes em mamiferos e aves (Yeung et al,
2006), e atuam como uma fonte progenitora de células somatotropicas e
prolactinicas, secretando estes dois hormonios de forma paralela (Hull et al, 2000).

Nas primeiras deteccoes das células prolactinicas e somatolactinicas em
Salminus brasiliensis, as células imunorreativas exibiram pequenas e fracas
marcacdes citoplasmaticas. Estudos ultraestruturais em Sparus aurata revelaram
que ao longo de sua ontogenia, as células adeno-hipofisarias apresentaram granulos
de secrec¢ao cada vez maiores e mais numerosos (Villaplana et al., 2000), o que esta
diretamente relacionado com a quantidade de horménios presentes no citoplasma, e
consequentemente, com a intensidade da imunomarcacao. Tal mecanismo pode ser
semelhante ao das células em questdo de Salminus brasiliensis, resultando nas
fracas marcacdes observadas.

Desde a deteccao inicial das células somatolactinicas foram verificadas
algumas fracas imunorreacdes ao anti-SL de salm&o na regido anterior da hipéfise
das larvas e juvenis de Salminus brasiliensis. Em Cichlassoma dimerus também é
relatada a presenca de fracas marcacées deste mesmo anticorpo em algumas
células da RPD, no qual foi sugerida a possibilidade de reacao cruzada do anticorpo
com as células prolactinicas (Pandolfi et al, 2001b), devido a semelhanga estrutural
destes horménios. Entretanto, em Salminus brasiliensis, estas células que podem ter
apresentando reagdo cruzada com o anti-SL de salmao situavam-se ao redor de
ramos da neuro-hipéfise presentes na RPD e apresentavam morfologia semelhante
a das células adrenocorticotropicas.

Este fato ocorrido exclusivamente nas larvas e juvenis de Salminus
brasiliensis pode ser devido a presenca de reag¢do cruzada da anti-SL de salméao
com a adrenocorticotropina, embora esta seja um horménio altamente conservado

entre os teledsteos (Kawauchi e Sower, 2006), e ndo serem encontradas na
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literatura referéncias a alteracdo estrutural da molécula a ponto de ter reagéo
cruzada com a SL. Por outro lado, a presenca de células somatolactinicas na RPD
durante a ontogénese da hipéfise ndo pode ser descartada, uma que vez que
existem evidéncias de que fatores locais ou sinais de reconhecimento celular podem
promover a migracdo da maioria das células adeno-hipofisarias do seu local de
detecc¢do inicial para outras regiées durante a ontogenia (Agulleiro et al., 2006). Esta
hipotese é reforcada pela nao deteccao de imunorreatividade ao anti-SL de salméao
na RPD dos adultos de Salminus brasiliensis.

Em Salminus brasiliensis, foram detectadas células PAS positivas desde 300
hpe na RPD, correspondentes as células gonadotropicas e tireotrépicas. Com 600 hpe,
também foram encontradas células levemente PAS positivas na Pl, as células
somatolactinicas, assim como observado nos adultos. Embora as células
somatolactinicas tenham sido detectadas desde 36 hpe, uma leve reatividade destas
células ao PAS so6 foi observada na Pl dos espécimes com 600 hpe. Este fato sugere a
producdo da forma nao glicosilada da somatolactina nos estadios iniciais do
desenvolvimento de Salminus brasiliensis, sendo ambas produzidas desde 0s juvenis.

Em Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2001) nao foi detectada a presenca
de células somatolactinicas positivas ao PAS nas larvas, sugerindo a producao da
forma nado glicosilada deste horménio neste periodo, embora seja produzida e
detectada pelo PAS nos adultos. Este mesmo fato foi observado em Sparus aurata
(Villaplana et al., 1997), e evidencia a presenca de ambas formas de somatolactina e
uma producao diferencial destas ao longo do desenvolvimento, o que pode refletir
em diferentes fungdes fisioldgicas durante a ontogenia dos peixes.

Nos teledsteos adultos, a prolactina € um horménio que atua principalmente
na osmorregulacao (Sakamoto et al., 2006). Ja o horménio do crescimento atua no
metabolismo de diversas biomoléculas (Reinecke et al, 2005), na reproduc¢do, na
resposta imune, na adaptacdo a agua salgada, e principalmente, na regulacao do
desenvolvimento e crescimento, ao promover divisdo, diferenciagdo e hipertrofia
celular (Mommsen, 2001). Por outro lado, as funcbes da somatolactina ainda
continuam nao esclarecidas, existindo evidéncias de suas acdes na adaptacao
ambiental (Canepa et al., 2006), na reproducao (Canepa et al., 2008), na regulagcao
do equilibrio acido-basico e no metabolismo de lipidios (Kaneko et al., 1996).

Adicionalmente, também existem evidéncias destes trés horménios sobre o

desenvolvimento inicial dos teledsteos. Em Sparus aurata foi verificada a presenca
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de transcritos de prolactina nos embriées desde a neurulagcédo (Santos et al., 2003) e
em Oreochromis mossambicus também foram detectados transcritos de uma
isoforma da prolactina (PRL 177) um dia antes da eclosdo (Ayson et al., 1994).
Similarmente, é relatada a expressao de hormonio de crescimento e de seu receptor
nos ovécitos e embrides antes do desenvolvimento da hipo6fise, em espécies como
Danio rerio (Di Prinzio et al, 2010) e Oncorhynchus mykiss (Li et al, 2006). Ainda,
nesta mesma espécie, foi detectada a presenca de transcritos de somatolactina
antes da ontogénese da hipofise (Yang et al., 1999).

Em Sparus aurata, foi detectada a presenca de duas isoformas de
somatolactina (SL1 e SL2) nos embrides e larvas, embora ambos transcritos
apresentassem diferentes niveis de expressao. Os transcritos de SL1, diferente da
SL2, apresentaram altos niveis de expressdo nos embrides e nas larvas recém
eclodidas, enquanto os de SL2 s6 foram detectados nas larvas em estadios
posteriores, sendo sugeridas fungdes diferenciadas para cada isoforma. Ainda,
ambos transcritos foram localizados por hibridizacdo in situ nas mesmas células
apos 4 dias apos a eclosao (dpe), embora sinais de hibridizacdo nao tivessem sido
detectados em periodos anteriores (Herrero-Turrion et al., 2003).

A deteccao precoce destes horménios sugere sua deposicdo materna nos
oocitos e uma possivel funcdo destes no desenvolvimento nos teledsteos. Assim, o
aparecimento adiantado das células prolactinicas, somatotropicas e
somatolactinicas durante a ontogenia da hipéfise em Salminus brasiliensis pode
refletir o envolvimento destes horménios durante o desenvolvimento inicial nesta
espécie.

Recentes estudos funcionais em zebrafish, utilizando knockdown para GH,
PRL e SL, indicaram um papel destes horménios no desenvolvimento e crescimento
normais da bexiga natatéria, da cabeca, corpo, olhos e melanéforos, acoes
principalmente relacionadas a prolactina (Zhu et al, 2007).

Em Danio rerio, estudos in vivo sugeriram uma funcao de uma das isoformas
de somatolactina nesta espécie, a SLB, na inducdo da agregacdo dos
melanossomos presentes na pele (Nguyen et al, 2006). Adicionalmente, a
superexpressao ectépica da SLa e SLB em zebrafish aumentou a trascricao de IGFs,
insulina, leptina, vitelogenina e pro-opiomelanocortina, e reduziu a expressao das

enzimas catalase e glutationa-S-transferase nas larvas, sugerindo efeitos no
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crescimento, desenvolvimento, metabolismo, reproducdo, pigmentagdo, e no

balanco oxidativo (Wan e Chan, 2010).

6.4 Ontogenia das células gonadotrépicas e tireotropicas

A cronologia do aparecimento das células gonadotropicas dos teledsteos
tem sido analisada por imuno-histoquimica em diversas espécies, como em Alosa
sapidissima (Lais-Carrén et al., 2003), Cichlassoma dimerus (Pandolfi et al., 2006),
Fundulus heteroclitus (Shimizu et al., 2008), Odontesthes bonariensis (Miranda et
al., 2001), Oncorhynchus mykiss (Saga et al., 1993), Plecoglossus altivelis (Saga et
al., 1999), Sparus aurata (Garcia Ayala et al., 2003) e Xiphophorus maculatus
(Magliulo-Cepriano et al, 1994

Embora nos adultos de Salminus brasilensis tenha sido identificada uma
Unica célula gonadotropica produtoras de ambas gonadotropinas, diferentemente,
nas larvas e juvenis foram detectadas duas populacbes distintas de células
gonadotrépicas. Com 600 hpe (25 dpe), foram observadas células imunorreativas ao
anti-FSH de salmao nos juvenis, sendo que as células imunorreativas ao anti-LH
foram detectadas num periodo anterior, com 120 hpe (5 dpe).

Dentre os teled6steos sulamericanos analisados, nossos resultados se
aproximam mais com 0s encontrados em Odontesthes bonariensis, no qual as
células produtoras de FSH foram observadas com 28 dpe, e as de LH com 21 dpe,
em ambos os casos antes da diferenciacdo gonadal (Miranda et al., 2001). J& em
Cichlassoma dimerus, as células produtoras de FSH foram detectadas com 21 dpe,
antes da diferenciacdo gonadal, e as de LH s6 com 60 dpe, durante o periodo de
diferenciacao sexual da espécie. (Pandolfi et al., 2006). Ja em Brycon amazonicus
nao foram detectadas células gonadotrépicas até o periodo maximo avaliado no
trabalho, 300 hpe ou 12,5 dpe (Ganeco et al., 2997).

Em espécies de clima temperado, como Oncorhynchus keta, as células
gonadotrépicas nao foram detectadas até 28 dpe (Naito et al, 1993). Em Alosa
sapidissima (Lais-Carrién et al., 2003) foram verificadas células produtoras de LH no
momento da eclosdo, e as células produtoras de FSH nao foram identificadas nos
periodos avaliados no trabalho. Por outro lado, em Oncorhynchus mykiss foram
detectadas células produtoras de FSH com 15 dpe (Saga et al., 1993), quando havia

presenca de mitose nas células germinativas, enquanto as células produtoras de LH
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nao foram detectadas em até 6 meses, periodo em que ja existiam odcitos no
estagio perinucleolar nas fémeas e somente espermatogbnias nos machos.

Em Sparus aurata, as células produtoras de FSH foram inicialmente
detectadas com 22 dpe, e as de LH em juvenis com 82 dpe, quando as gbnadas
ainda eram eram indiferenciadas (Garcia Ayala et al., 2003). Ainda, em Fundulus
heteroclitus as células produtoras de FSH foram detectadas de 7 a 14 dpe, proximo
ou durante a diferenciacao sexual, a qual ocorreu com duas semanas. Ja as células
produtoras de LH aparecerem depois, de 6 a 12 semanas, apdés 0 inicio da
diferenciacao gonadal (Shimizu et al., 2008).

Desta forma, podemos observar que nos teledsteos tem sido encontrada
uma intensa variacao espécie-especifica no tempo de aparecimento e distribuicao
das células produtoras de FSH e LH (Garcia Ayala et al., 2003), e nossos resultados
em Salminus brasiliensis corroboram esta heterogeneidade.

Embora na maioria das espécies avaliadas as células produtoras de FSH
sejam detectadas antes das produtoras de LH, em Salminus brasiliensis, bem como
em Sparus aurata (Garcia Ayala et al., 2003) e Odontesthes bonariensis (Miranda et
al., 2001), estas células foram detectadas de forma oposta, sugerindo uma producgéo
de LH anterior a de FSH. Mesmo sem a andlise histologica das gbnadas para
verificar se os espécimes de Salminus brasiliensis utilizados ja se encontravam na
fase de diferenciacdo gonadal, desde a deteccao das células produtoras de LH,
nossos achados se somam as outras evidéncias funcionais de ambas
gonadotropinas na diferenciacdo gonadal dos teledsteos; uma vez que as
gonadotropinas interagem com os receptores presentes nas gbnadas e controlam a
producdo de esterbides sexuais, os quais por sua vez regulam todos os eventos
relacionados a producao e liberacao dos gametas (Devlin e Nagahama, 2002).

Em Solea senegalensis foram detectados os transcritos para BFSH e BLH
com 1 e 5 dpe, respectivamente. Mas os niveis e perfis de ambas gonadotropinas se
comportaram de forma variada ao longo o desenvolvimento. Os niveis de BFSH
aumentaram continuamente até 15 dpe, quando esta espécie atingiu o climax de sua
metamorfose, e nesse periodo seus niveis decresceram e se mantiveram baixos até
90 dpe. Diferentemente, os transcritos de BLH s6 foram detectados de 5 a 18 dpe, a
niveis baixos e constantes durante a metamorfose, e posteriormente decresceram
assim como os niveis de BFSH. Estes resultados em Solea senegalensis sugerem

uma atividade do eixo reprodutivo logo apés a eclosao, e um predominio do FSH em
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relagdo ao LH no desenvolvimento do eixo reprodutivo nesta espécie (Guzman et al.,
2009). Ainda, em Orechromis niloticus também foram detectados transcritos de
BFSH no dia da eclosao (Fan et al., 2003).

Em Sparus aurata, transcritos de FSH foram inicialmente detectados antes
da eclosdo, um dia apéds a fertilizacao (Wong et al., 2004), entretanto, a deteccao
desta proteina s6 foi observada com 22 dpe. Uma vez que a maioria das
informacdes sobre a produgdo de FSH e LH durante o desenvolvimento dos peixes
foram obtidas através da deteccédo de suas proteinas por imuno-histoquimica (Saga
et al., 1993; Miranda et al., 2001; Pandolfi et al., 2006; Shimizu et al., 2008), também
deve se levar em consideracdo o fato de que pode haver um diferenca temporal
entre a expressao génica e a traducao destas proteinas, gerando esses resultados
diferenciados.

Dessa forma, o papel funcional de cada gonadotropina durante a
diferenciacao sexual e na maturacéo gonadal dos tele6steos ainda nao foi elucidada,
e as informacdes existentes sdo escassas (Shimizu et al.; 2003). Adicionalmente, a
heterogeneidade na deteccdo das gonadotropinas em diferentes espécies torna
complicada a analise de suas fung¢des individuais sobre o desenvolvimento do eixo
hipotalamo-hipéfise-gonadal, mas no geral, os resultados indicam uma expressao de
FSH anterior a de LH durante o desenvolvimento (Guzman et al., 2009).

Por sua vez, o papel das gonadotropinas nos adultos durante o ciclo
reprodutivo tem sido reportado em muitas espécies, principalmente em salmonideos.
Nestas, ocorre uma predominancia do FSH durante a gametogénese, vitelogénese e
recrudescéncia gonadal, e uma predominancia do LH na regulacdo da maturagao
final, ovulacdo e espermiacao (Swanson et al., 2003). Ja em nao salmonideos, as
informagdes sdo mais restritas ao LH, devido a baixa sensibilidade a detecgéao do
FSH. Entretanto, estudos em nao salmonideos sobre a expressao das subunidades
constituintes das gonadotropinas tém mostrado que, em espécies que se
reproduzem apenas uma vez durante o ciclo de vida (single spawners), os padroes
de expressdo génica do FSH e LH sao semelhante aos encontrados em
salmonideos, com uma clara prevaléncia do LH nos eventos finais da maturacao
gonadal (Yoshiura et al., 1999;Kim et al., 2005).

Por outro lado, as espécies com multiplas reproducdes ao longo do ciclo de

vida (multiple spawners), expressam de forma progressiva e simultdnea os genes do
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LH e FSH durante a maturacao gonadal (Kajimura et al., 2001; Weltzien et al., 2003;
Meiri et al., 2004).

Este cenario reforca a necessidade de estudos sobre a biologia das
gonadotropinas e de seus receptores nos teleésteos. E ainda, de forma mais
urgente, em espécies brasileiras, uma vez que o Brasil apresenta a maior
diversidade de espécies de peixes do planeta, refletindo em uma gama de aspectos
ecolégicos e estratégias reprodutivas, as quais podem estar relacionadas a
diferentes padrbes de expressao e funcdes das gonadotropinas ao longo do ciclo de
vida nestas espécies.

Nas larvas e juvenis de Salminus brasiliensis, assim como nos adultos, nao
foi detectada a presenca de imunorreativadade na hipéfise com a utilizacdo do anti-
BTSH humano. E também, resultado similar foi encontrado nas larvas de Brycon
amazonicus até o maior periodo analisado, 300 hpe (Ganeco et al., 2007).

Em Oncorhynchus keta, duas semanas antes da eclosao ja foi detectada a
presenca de células tireotrépicas (Naito et al., 1993) e em Oncorhynchus mykiss
estas células foram detectadas antes da eclosdo, com 42 dias ap6s a fertilizacao
(Saga et al.,, 1993). Em Sparus aurata, as células tireotropicas foram observadas
pela primeira vez no momento da eclosao (Garcia Ayala, et al., 2003), enquanto em
Plecoglossus altivelis estas células foram detectadas somente com 50 dpe (Saga et
al., 1999).

Nos teledsteos adultos, as funcbes da tireotropina sdo bem conhecidas, em
estimular a producédo dos hormdénios tireoidianos, os quais por sua vez atuam em
diversos aspectos fisiol6gicos, como na reproduc¢éo, desenvolvimento e crescimento
(Blanton e Specker, 2007). Em relacdo ao desenvolvimento, a presenca de
hormonios tireoidianos é relatada em ovos de diversas espécies antes da eclosao,
evidenciando a deposicdo materna destes horménios nos oécitos e sua importancia
na embriogénese dos teledsteos (De Jesus et al., 1991; De Jesus and Hirano, 1992).

A administracdo de tireotropina provoca uma aceleracdo da diferenciacéo
das nadadeiras em Danio rerio e Oreochromis niloticus (Browm, 1997; Reddy e Lam,
1992) e, além disso, a tireotropina e os hormdnios tireoidianos também atuam na
metamorfose de algumas espécies, um processo presente em espécies com
desenvolvimento indireto, como a exemplo de peixes popularmente conhecidos
como flatfish, como Solea senegalensis (Manchado et al., 2008), Hippoglossus

hippoglossus (Einarsdéttir et al., 2006) e Verasper variegatus (Tagawa e Aritaki.,
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2005). Neles, a metamorfose € um processo que implica em mudancas fisioldgicas e
morfolégicas, com a translocagéo de um olho para o lado oposto da cabeca, com um
desenvolvimento assimétrico do cranio e da mandibula, e o animal que antes tinha

simetria bilateral torna-se assimétrico.

6.5 Ontogenia das células adrenocorticotrépicas e melanotropicas

Como ja relatado para o adultos de Salminus brasiliensis, a deteccao das
células adrenocorticotrdépicas e melanotropicas foi realizada com a utilizacdo de
apenas um anticorpo, o anti-ACTH1.24y humano. A deteccdo de ambos os tipos
celulares se deu simultaneamente desde a visualizacdo do primérdio da hipéfise
com 12 hpe. Em outros teleésteos de agua doce, como em Brycon amazonicus, as
células adrenocorticotropicas e melanotropicas também foram detectadas no mesmo
periodo em que Salminus brasiliensis (Ganeco, 2007) e, em Cichlassoma dimerus,
estas células foram encontradas com 36 hpe (Pandolfi et al., 2008). Por outro lado,
em Cyprinus carpio, ja foram detectadas antes da eclosao (Stouthart et al.1998).

Nos teledsteos marinhos Dicentrarachus labrax e Sparus aurata, as células
adrenocorticotrépicas e melanotrépicas foram detectadas em larvas recém eclodidas
(Cambré, et a., 1990; Villaplana et al., 2002). Em espécies anadromas, as quais
reproduzem em agua doce e se desenvolvem no mar, como Alosa sapidissima, as
células adrenocorticotrépicas foram detectadas dois dias antes a eclosédo, enquanto
as melanotrépicas foram observadas no dia seguinte (Laiz-Carrion et al., 2003). Em
Oncorhynchys keta, ambos os tipos celulares foram detectados com duas semanas
antes da eclosao (Naito et al., 1993). Entretanto, na espécie anfidroma Plecoglossus
altivelis, o qual pode viver em ambientes marinho, de 4gua doce e salobra ao longo
do ciclo de vida, ambos os tipos celulares foram detectados em larvas recém
eclodidas (Saga et al., 1999).

Como anteriormente mencionado, as diferencas encontradas no
aparecimento de células adeno-hiposarias podem ser relacionadas as variacées no
padrdao de desenvolvimento dos peixes (Balon, 1981). Adicionalmente, embora a
deteccao das células adrenocorticotropicas e melanotropicas logo apés a eclosao de
Salminus brasiliensis sugiram a atuacao de seus horménios nas fases subsequentes
de seu desenvolvimento ontogenético, o papel fisiolégico destes horménios durante
o desenvolvimento inicial dos teledsteos ainda nao esta esclarecido.
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A adrenocorticotropina é conhecida nos tele6steos por atuar no tecido
interrenal, controlando a producao de cortisol, o qual por sua vez atua na resposta
ao estresse (Wendelaar Bonga, 1997), enquanto a melanotropina causa a sintese e
dispersao dos granulos de melanina e leva ao escurecimento da pele, um importante
processo na adaptacdo ambiental (Takahashi e Kawauchi, 2006). Ainda, alguns
relatos sugerem fungdes sobrepostas destes dois hormdnios, como o envolvimento
da adrenocorticotropina na regulacdo da pigmentacédo nos peixes (Fuji, 2000) e da
melanotropina na libera¢ao de cortisol (Lamers, 1992).

Em Cyprinos carpio, a melanotropina, a adrenocorticotropina e o cortisol
foram detectados desde odcitos nao fertilizados, e seus niveis decresceram até 24
horas apés a fertilizacao, quando foi iniciada a producao enddégena destas moléculas
(Stouthart et al., 1998). Em Perca flavescens foram detectados altos niveis de
cortisol nos ovos recém fertilizados, os quais decresceram ao longo do
desenvolvimento embrionario (Sissel Jentoft et al., 2002). Estes fatos evidenciam a
deposicdo materna destes hormbnios nos od6citos e sua importancia na
embriogénese, como ja relatado em outros teledsteos.

Entretanto, em Perca flavescens, os niveis de cortisol se mantiveram
inalterados entre quatro dias antes e dois dias apés a eclosao, fato que sugere uma
interrupcéo no metabolismo do cortisol neste periodo ou a producéo deste horménio
apos a ontogenia das células adrenocorticotropicas, apds o estabelecimento do eixo
hipétalamo-hipéfise-interrenal (Sissel Jentoft et al., 2002). Ainda, a presencga destes
hormonios antes da eclosdo pode estar relacionada ao estresse associado a este
evento, para a adaptacdo da larva recém-eclodida em um novo ambiente
hipoosmatico, como sugerido em Alosa sapidissima e Cyprinos carpio (Laiz-Carrion
et al., 2003; Stouthart et al., 1998), uma vez que antes do processo de ecloséo, o
cérion protege o embrido do estresse quimico e mecanico oriundo do ambiente
aquatico.

Embora a extensa diversidade dos peixes neotropicais, pouco se conhece a
respeito dos mecanismos enddcrinos que regulam o ciclo de vida nestas espécies,
especialmente durante o desenvolvimento inicial. Nossos achados em Salminus
brasiliensis corroboram a heterogeneidade na ontogenia das células adeno-
hipofisarias nos teledsteos e abrem perspectivas para o esclarecimento de alguns
pontos que devem ser futuramente explorados, como a regulacdo enddécrina
presente antes da diferenciacao funcional da hipéfise, os mecanismos responsaveis
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pela hiperplasia da hipéfise, o estabelecimento das intera¢cdes entre a adeno e
neuro-hipofise, além da caracterizagcdo dos padrdes de expressado e fungdes dos
diversos horménios adeno-hipofisarios durante os periodos embrionario, larval,

juvenil e adulto nos teledsteos sul americanos de agua doce.
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7 CONCLUSOES

A hipdfise dos adultos de Salminus brasiliensis apresentou uma morfologia e
distribuicdo das células adeno-hipofisarias semelhante a observada em outros
teledsteos.

Foi detectada uma Unica célula gonadotrépica na hipofise dos adultos de
Salminus brasiliensis, enquanto nas larvas e juvenis foram detectadas duas

células gonadotrépicas, uma produtora de LH e outra produtora de FHS.

O primérdio da hipéfise de Salminus brasiliensis s6 foi detectado apéds a eclosao,
e nos juvenis, a hipéfise ja apresentava as caracteristicas morfofuncionais

semelhantes as observadas nos adultos.

A ontogenia das células adeno-hipofisarias em Salminus brasiliensis corrobora a

heterogeneidade no aparecimento destes tipos celulares nos teledsteos.

A detecgao inicial das células adeno-hipofisarias de Salminus brasiliensis
durante o periodo larval e juvenil sugerem uma possivel funcdo dos seus

respectivos horménios no desenvolvimento inicial deste Characiforme.
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