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RESUMO

Jesus LWO. Desenvolvimento estrutural da hipéfise e ontogenia das células adeno-
hipofisarias do dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) Teleostei,
Characiformes [Dissertacao (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sao 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-hipéfisarias
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, somatotrdpicas e tireotropicas, e na pars intermedia (Pl), as células
melanotrépicas e somatolactinicas. O uso de anticorpos heter6logos 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 hipoéfise foi detectado 12 horas ap6s a eclosdo (hpe), a neuro-hipéfise com 72
hpe e o inicio da formacdo 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 somatotrépicas 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 funcao 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.
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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)]. Sdo 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.
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1 INTRODUGAO

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 produgéo de 2007
com a de 2009, o crescimento avaliado € de 60,2%, 0 que coloca a piscicultura
numa posicao de destaque frente a outras criagcdes 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¢coes de reproducéo e
desenvolvimento dos peixes, devido a uma série de intervengdes antropicas. Nesse
sentido, esforgos tém sido empregados com o objetivo de estimular a produgéo em
cativeiro de espécies de peixes de interesse social e econdmico, objetivando a
manutencdo de um estado de equilibrio das populagdes naturais sem comprometer
o0 abastecimento do mercado consumidor de peixes.

Embora a diversidade de espécies nativas, a piscicultura brasileira teve seu
inicio baseada na criacdo 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, o0s
conhecimentos relacionados a esta etapa em espécies nativas sdo limitados. Os

estudos existentes enfocam principalmente a alimentacéo inicial das larvas, omitindo



outros aspectos importantes, como o inicio da producao endogena 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, embriées 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 biol6gicos
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 mudanga na morfologia e fisiologia do organismo.

O periodo embrionario inicia-se com a fertilizacdo e é caracterizado pelas
fases de clivagem, moérula, 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 duracao do
periodo embrionario e o padrdao de desenvolvimento variam consideravelmente entre
as diferentes espécies de peixes, assim, as caracteristicas morfolégicas das larvas
no momento da eclosado 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 € uma etapa vital
para a larva que ainda se encontra com o sistema gastrointestinal em
desenvolvimento. A abertura da boca, do lumen intestinal e pigmentacdo 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 dgua 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 padrdes de
coloragdes distintos. O periodo juvenil é geralmente a fase de maior crescimento na
vida do peixe e termina quando as génadas 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 avancgada,
interrupcao do crescimento e da produgao 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 selecao 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 padrdao de crescimento determinado presente nos mamiferos, nos quais o
namero de fibras musculares € fixado ao nascimento e o crescimento ocorre
exclusivamente por hipertrofia (Arranz et al., 2008). Os principais fatores fisiol6gicos
que regulam o0s processos anabodlicos e, consequentemente, o crescimento
muscular, sdo os horménios secretados pela hipéfise, gbnadas e seus receptores.
Todavia, a taxa de crescimento em peixes é altamente variavel devido a estreita
dependéncia de fatores ambientais, como a disponibilidade de alimento, temperatura
da agua, niveis de oxigénio e aménia 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 identificacao 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 horménios nas
diversas fungdes fisiologicas.

Como ja foi descrito, o desenvolvimento inicial dos peixes € um periodo
critico no qual ocorre a diferenciacdo dos diversos 6rgaos e sistemas organicos
necessarios para o estabelecimento e manutencao da homeostase animal. Nestas
fases, horménios tireoidianos, cortisol, horménio do crescimento e prolactina sédo
considerados de grande importancia na regulagdo 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 hipofise, 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, € considerada a glandula mais complexa do sistema
endocrino, em termos de sua estrutura e funcionamento (Schreibman, 1986). De
origem neuroepitelial, a hipéfise 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 compreensao das variacoes filogenéticas
deste filo (Chapman et a, 2005). A hipéfise atua na sintese, armazenamento e
liberacdo de horménios relacionados ao controle de diferentes fungdes fisioldgicas
(Kawauchi e Sower, 2006); e esta sob a regulagdo de células nervosas
especializadas do encéfalo, as quais produzem neuro-horménios que regulam a
secrecao dos hormoénios 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. Esté 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 € a divisdo da hipéfise em
duas regidoes, com origem, funcdo e morfologia diferentes: a neuro-hipofise e a
adeno-hipéfise (Schreibman, 1986). A presenca, funcéo, relacées espaciais e
regulacao das estruturas dentro da adeno e neuro-hipofise 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 ndcleos hipotalamicos e extra-
hipotalamicos. A neuro-hipéfise atua no transporte, armazenamento e liberagdo 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 sdo homologos a vasopressina e ocitocina presentes nos
mamiferos, respectivamente. Nos teledsteos, a neuro-hipéfise pode ser divida em
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duas regides, o talo neuro-hipofisario, que conecta a glandula ao hipotalamo, e o
l6bulo neuro-hipofisario, o qual se ramifica por todas as regiées da adeno-hipdfise,
formando os processos neuro-hipofisarios (Segura-Noguera, 2000). Ja a adeno-
hipofise constitui a porcdo secretora da glandula e é formada por diversos tipos
celulares (Schreibman, 1986), os quais serdo explorados adiante.

A hipofise dos peixes teleésteos apresenta algumas peculiaridades. Uma
delas, presente na maioria dos seus representantes, é a subdivisdo da adeno-
hipofise em trés regides ou lobos, sdo 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 terminacbes 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 tetrdpodas 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-hipéfise (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 agdes e controle, além da sua ontogenia e filogenia (Borella et
al., 2006; Weltizien et al., 2004).

Na literatura existem relatos de estudos morfolégicos da hipéfise 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 (Nbébrega, 2006) e Pseudoplatystoma,
fasciatum (Beolchi, 2004), dos characiformes curimbata Prochilodus scrofa (Parreira
e Borella, 1996), pacu Piaractus mesopotamicus (Borella et al., 1997), piracanjuba

Brycon orbignyanus (Mata e Leme dos Santos, 2003), pirambeba Serrasalmus
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spilopleura (Nbébrega, 2006) e tabarana Salminus hilarii (Honji, 2007), dos
osteoglossiformes aruana 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,
localizagao 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 duplicacdo 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 funcdes 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 duplicacédo
génica entre 800 e 400 milhdes de anos atras (Wallis, 2000).

Nos peixes, o hormbnio 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



12

grande similaridade estrutural, na distribuicio e em suas fungdes fisiologicas
(Agulleiro et al., 2006). O GH apresenta fungdes pleiotropicas, sendo a mais conhecida
o estimulo da sintese protéica e a promocao do crescimento animal. Também atua no
metabolismo de diversas biomoléculas, na osmorregulacido, reproducdo, resposta
imunolégica e comportamento social (Mommsen, 2001; Canosa et al.,, 2007). O
aparecimento adiantado dos somatétrofos nos teledsteos de agua doce, em relacao aos
marinhos, indica uma possivel funcdo desse hormb6nio do desenvolvimento
ontogenético (Laiz-Carrion et al., 2003).

A prolactina (PRL) €& um horménio formado por uma cadeia de
aproximadamente 22 Kda e € 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 aminodacidos 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 sdo detectadas logo no inicio do desenvolvimento,
principalmente apds a ecloséo, sendo relacionadas ao controle da osmorregulacao
(Laiz-Carrién et al., 2003), crescimento e diferenciacdo 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 € produzido pelas células
somatolactinicas. Presentes na PI, estas células sdo baséfilas (ou acidéfilas ou
anfifilicas, dependendo da espécie) e apresentam granulos que variam de redondos
a polimérficos. 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 relagdes
entre a SL com o equilibrio acido-basico, na regulacdo 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 adaptacdo ao estresse associado a eclosao (Villaplana
et al., 1997).

2.3.2 Familia das Gonadotropinas — Tireotropina

Esta familia de horménios 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 é comum
aos trés hormbnios em cada espécie, enquanto a cadeia beta é estruturalmente
diferente e é a responsavel pela funcao 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 gonadotrépicas, localizadas na PPD
(Levavi-Sivan et al., 2009). Estas células sdo caracterizadas pela heterogeneidade,
basofilia, variavel 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 teleésteos (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 hipo6fise 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 maturacgéo final dos odcitos e
ovulacao nas fémeas, além da espermiacao nos machos (Levavi-Sivan et al., 2009).
Na maioria dos teleésteos estudados, as GTHs sdo produzidas por duas células
gonadotrépicas distintas, porém em algumas espécies existem apenas um tipo
celular produtor de ambas gonadotropinas. Em salmonideos, estes hormdnios sédo
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 tireotrépicas.
Estas células estdo presentes na PPD e sao basbfilas, pequenas e apresentam
granulos ultra-estruturalmente homogéneos (Agulleiro et al., 2006). O TSH exerce
um papel chave na regulacdo da glandula tiredide, responsavel pela sintese dos
horménios tiroxina (Ts) e triiodotironina (T4) (Kawauchi e Sower, 2006). O hormdnio
predominantemente secretado é o T4, mas este apresenta poucas acbes diretas,
atuando principalmente como um precursor do Ts. A conversao de T4 a T3 ocorre
nos tecidos periféricos, pela remocao 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 tireotrofico, entretanto, em peixes, esse papel
ainda € incerto, uma vez que os niveis de TSH sao baixos, sugerindo uma funcao
menos importante (MacKenzie et al., 2009).

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

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, o
desenvolvimento das escamas, do tecido sanguineo e figado (Power et al., 2001).
Entretanto, a mais impressionante agcao 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 benténico 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 adrenocorticotropico (ACTH) e o melanotrépico (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 tele6steo 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 conteudo 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 funcao 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 adaptacdo em um novo ambiente hipo-osmético (Laiz-
Carrion et al., 2003), uma vez que € um teledsteo anadromo. Nestes, os adultos migram
do mar para rios costeiros para reproduzir, € depois 0s juvenis migram em direcao ao

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

2.4 Ontogenia da hipoéfise 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 séOlida em anfibios e peixes. Durante o
desenvolvimento, o pedunculo epitelial que liga o primérdio da adeno-hipoéfise com o
epitélio bucal geralmente desaparece, mas pode persistir em alguns teleésteos 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 ganglios craniais (Pogoda e
Hammerschmidt, 2007; 2009).

Em Danio rerio, ap6s a definichko da AH como uma estrutura
morfologicamente distinta, localizada entre o hipotalamo e o estomodeu, a AH é
internalizada em direcao ao encéfalo. A maior forca que coordena este processo
parece ser a invaginagdo 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 flexdo cefalica ocorre logo acima do primérdio da adeno-

hipofise, causando sua internalizagdo em direcdo 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 cefédlica ocorre caudalmente
em relacado ao primérdio da hipéfise (Chapman et al., 2005). Consequentemente, a
bolsa de Rathke nao é formada, e o primérdio da AH permanece em uma posicao
subepitelial, intimamente aderida a teto da cavidade bucal e em sua orientagédo
antero-posterior inicial (Pogoda e Hammerschmidt, 2007).

Inicialmente, a hipofise dos teledsteos é composta por uma pequena massa
de células indiferenciadas incorporadas a porcao ventral do diencéfalo. O
aparecimento da neuro-hipéfise precede o zoneamento definitivo da adeno-hipéfise,
sendo encontrada em principio apenas a divisdo das regides anterior e posterior.
Pequenas evagina¢cdes da neuro-hipéfise no interior da adeno-hipofise séo
observadas logo apos a eclosao, tornando-se maiores € mais numerosas ao longo
do desenvolvimento. Estruturas do tipo sinapse entre as terminacbes na neuro-
hipéfise e diferentes células adeno-hipofisarias sédo 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 enddécrino desde o
inicio do desenvolvimento dos vertebrados. O desenvolvimento da neuro-hipofise
pelo crescimento do tercido nervoso ocorre concomitantemente com a proliferacao
das células adeno-hipofisarias, estabelecendo a morfologia da glandula adulta
(Schreibman, 1986).

As informacdes 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 hormdnios adeno-hipéfisarios 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
endocrinos ndo sao todos funcionais, mas ja sdo detectados diversos horménios de
origem materna, como os hormaénios tireoidianos e esterdides. O papel fisioldégico
destes hormbnios maternos ainda nao esta claro e precisa ser elucidado, mas sua
presenca nos ovos sugere uma atuacao no desenvolvimento e sobrevivéncia dos
embrides e larvas (Power et al., 2001). Basicamente é observado que os niveis
hormonais diminuem durante o desenvolvimento embrionéario, chegando ao limite da
deteccdo durante a fase da primeira alimentagdo exdégena. Em adicdo, a
diferenciacao do sistema endocrino geralmente ocorre antes da absorcao do saco
vitelinico em peixes marinhos, sugerindo a importancia deste sistema na transicao
da alimentacdo enddégena 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 secregcdo dos hormoénios periféricos, torna-se necessério o estudo
detalhado do desenvolvimento hipofisario em cada espécie (Balon, 1981). Ademais,
sao escassos 0s estudos publicados que abordam a morfogénese das glandulas
endocrinas 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 aperfeicoamento na

producéo 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 é 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 sao
considerados predadores ativos e alcangam grandes proporgdes corporais.
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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 ameagada de extingao,
S. brasiliensis encontra-se praticamente
extinto em toda a Bacia do Parana (Rosa
e Lima, 2008), em decorréncia da
sobrepesca e alteracbes das condicdes
naturais de reproducao e
desenvolvimento, devido as intervencbes
antrépicas, como a construgcdo de
reservatérios de usinas hidrelétricas,
desmatamento ciliar, poluicdo industrial
e doméstica, além do uso
indiscriminado de agrotéxicos.

O dourado é 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. oré-flexdo: ) inicio da flexao: d)
brasiliensis apresenta alto valor de flexao; e) inicio da pos-flexao; f)

L 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 migracées reprodutivas
(piracema), S. brasiliensis ndo reproduz em cativeiro (Dumont-Neto et al., 1997), sendo
necessaria a utilizacdo de técnicas de reproducdo induzida para sua propagacéo, na
qual podem ser administrados varios horménios exdégenos que atuam em diversos
niveis do eixo hipotadlamo-hipéfise gonadal, culminando com a maturagao final e
liberacdo dos gametas (Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007). Mesmo apresentando
alta fecundidade absoluta e rapido desenvolvimento e crescimento, existem limitacoes
na produgéo 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; Schiitz e Nuner et al., 2009; Streit Jr et al., 2008; Teixeira
et al.,, 2010; Vega-Orellana et al., 2006). Entretanto, embora a importancia
econbmica de S. brasiliensis, poucos sdo 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
morfoloégicos gerais do desenvolvimento embrionario e larval, utilizando se de
microscopia de luz e eletrdnica de varredura. Entretanto, hd uma caréncia de
estudos sobre os mais diversos aspectos enddcrinos basicos desta espécie, em
todas as fases do seu ciclo de vida.
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7 CONCLUSOES

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

Foi detectada uma uUnica célula gonadotrépica na hip6fise 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 apés a eclosao,
e nos juvenis, a hipdfise 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 funcao dos seus

respectivos horménios no desenvolvimento inicial deste Characiforme.
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