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ESTEROIDES SEXUAIS EM PIRACANJUBA (Brycon
orbignyanus)?!

Autor: Daniel Antonio Rotili
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

Resumo: O objetivo, deste estudo foi investigar o comportamento dos
horménios esterdides 17(3-Estradiol (E2), 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP),
Testosterona (T) e 11-Ketotestosterona (11-KT), em piracanjuba Brycon
orbignyanus de diferentes sexos e idades, na estacao reprodutiva, e nas fémeas
submetidas a reproducao induzida. Os animais utilizados no trabalho, eram
criados em piscicultura comercial, mantidos em 3 viveiros, separados por lotes
de diferentes idades. A coleta dos animais, consistiu de quatro machos e cinco
fémeas (48 meses), identificados através do dimorfismo sexual da espécie, e as
demais idades, (12 e 24 meses), coletaram-se, 20 peixes de cada idade, para
identificacdo do sexo através de histologia. J& o experimento de caracterizacao
dos esterdides sexuais na reproducao induzida, foram coletadas cinco fémeas,
selecionadas através das caracteristicas com: abdome abaulado, papila
urogenital, saliente e avermelhada. Apds captura, os peixes foram transportados
ao laboratorio, onde houve coleta de sangue, para quantificacdo do perfil
plasmatico de E2, 17a-OHP, T e 11-KT. Posteriormente, os animais foram
abatidos e suas gonadas coletadas e fixadas, a fim de que fosse realizada
analise histolégica para identificacdo do sexo. Na reproducdo induzida, foi
coletado sangue em dois momentos: prée-inducédo (Pl) e pés-extrusdo (PE). O
nivel plasmatico de E2 nos machos de 12 meses destaca sua acao no processo
de proliferagdo e renovacdo das espermatogbnia observado em machos
imaturos. Nas fémeas o Ez apresentou os maiores niveis (P<0,05) nos animais
de 48 meses, confirmando assim, sua principal funcdo na estimulacdo do
processo de vitelogénese, e maturacao final do odcito. Quanto aos andrégenos
T e 11-KT, os maiores niveis (p<0,05) foram observados nos peixes adultos (48
meses), permitindo afirmar que estes atuam como feedback negativo, do FSH e
feedback positivo do LH, fundamental no processo de maturacao final e liberacéo
dos gametas, além de regular o comportamento reprodutivo. O resultado da 17a-
OHP, sugere que, nas idades estudadas, € indispensavel por participar como
precursor dos principais esteréides (T, E2 e 11-KT), além da 17a,208 dihydroxy-
4-pregnen-3-one (17a,20B-DHP), essencial no estagio final de maturagéo, e
desova na reproducéo induzida.

Palavras-chave: Espermatogénese, gonadotrofinas, GnRH, oogénese, peixes
reofilicos
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SEX STEROIDS IN PIRACANJUBA (Brycon orbignyanus)?!

Author: Daniel Antonio Rotili
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Abstract: The objective of this study was to investigate the physiological
behavior of steroid hormones 173-Estradiol (E2), 17a-hydroxyprogesterone (17a-
OHP), testosterone (T) and 11-Ketotestosterone (11-KT) in Brycon orbignyanus
with different sex and ages on the reproductive season and in females submitted
to induced reproduction. The animals used in the study were kept in three ponds
on a commercial fish farming, separated by lots with different ages. The sampling
of animals consisted of the collection of four males and five females (48 months)
identified by the sexual dimorphism of the specie. In the other groups (12 and 24
months), 20 fish of each age were collected for identification of sex through
histology. In the experiment with characterization of the sexual steroids in the
induced reproduction, were collected five females selected through the following
characteristics: bulging abdomen and prominent reddish genital papilla. After
capture, the fish were transported to the laboratory, where blood was collected
for quantification of the plasma profile of E2, 17a-OHP, T and 11-KT.
Subsequently, the animals were slaughtered and their gonads were collected and
fixed for histological analysis. In the induced females, blood was collected at two
moments: pre-induction (PI) and post-extrusion (PE). The plasma profile of Ez is
fundamental in immature males, highlighting its action in the process of
proliferation and renewal of spermatogonia, observed in males of 12 months. In
females E2 presented the highest levels (P <0.05) in animals at 48 months, thus
confirming its main function in the stimulation of the vitellogenesis process and
final oocyte maturation. The highest levels (p <0.05) of T and 11-KT androgens
were observed in adult fish (48 months), allowing to affirm that they are acting as
FSH negative feedback and LH positive feedback, fundamental in the final
maturation and release of the gametes, besides regulating the reproductive
behavior of the fish. The results of 17a-OHP suggest this hormon is fundamental
in the studied ages because it is a precursor of the main steroids (T, E2 and 11-
KT) and 17a, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a, 20B-DHP), essential in the
final stage of maturation and spawning in induced reproduction.

Key words: spermatogenesis; gonadotropins; GnRH, oogenesis; teleost reofilico
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1. INTRODUCAO

O extrativismo das populacdes de peixes da forma indiscriminada, é
um problema que requer solucdes e intervencdes, pois cerca de 93 milhdes de
toneladas de peixes foram retiradas diretamente da natureza, tanto das
populacdes marinhas quanto de agua doce em todo o mundo no ano de 2014,
enquanto que apenas 73 milhGes de toneladas vieram da aquicultura, segundo
a FAO (2016).

A pesca, realizada de forma descontrolada com captura de juvenis,
auséncia de supervisdo e medidas protecionistas acarreta diminuicdo dos
estoques naturais. Além da pesca, existem outros fatores, como a fragmentacao
dos rios pela construcéo de barragens, que modifica as areas de desova coletiva
e perturba a rota de migracao reprodutiva de algumas espécies. A introducéo de
espécies exoticas, desmatamento ciliar e a poluicdo dos rios também impactam
0s estoques naturais de peixes, aumentando o risco de extingdo das espécies
(Agostinho & Gomes 2005).

Em 2016, havia 3130 espécies de peixes de agua doce conhecidas
no Brasil (Reis et al., 2016). Destas, 312 encontram-se na lista oficial de espécies
ameacadas de extingdo conforme portaria MMA N° 445/2014, incluindo a
“piracanjuba” Brycon orbignyanus (Brasil, 2014).

A piracanjuba apresenta excelente aceitacdo junto ao mercado
consumidor, pela 6tima qualidade da carne, além de apresentar comportamento
agressivo durante a pesca esportiva. Estes fatos explicam o porqué da
exploracdo macica da espécie, que somado aos fatores supracitados leva a
reducdo drastica das populac¢des nativas remanescentes, acarretando listar no
“Livro Vermelho da Fauna Ameacgada” (Oyakawa et al., 2009, Brasil 2014).

Umas das estratégias adotadas na conservacdo e manutencédo das
espécies ameacadas de extingdo, sdo os programas de repovoamento (Sirol &
Britto 2006). Porém, é necessario um respaldo cientifico em areas como a da
genética, uma vez que problemas relacionados a perda de variabilidade genética
s&80 0s mais recorrentes em programas de repovoamento (Lopera-Barrero et al.,
2010). Apesar desses estudos prévios, visando programa de repovoamento, €
necessario o desenvolvimento de estudos que avaliem outros pontos bioldgicos
e fisiolégicos durante o desenvolvimento embrionario, larval, engorda de juvenis,
além de continuo monitoramento das popula¢gées quanto a sua presenga no
ambiente e também a diversidade genética entre as populagdes (Honji et al.,
2017).

Deste modo, a piscicultura de conservacdo passou a exercer um
papel fundamental na preservacdo das espécies ameacadas de extingao.
Entretanto, quando as espécies reofilicas sdo mantidas sob condi¢cbes de
cativeiro, ocorre bloqueio no processo reprodutivo, como é o0 caso da
piracanjuba, provavelmente pela auséncia de condicdes ambientais propicias,
entre elas temperatura, pluviosidade e fotoperiodo (Mylonas et al., 2010),
somado ao estresse provocado pelo confinamento (Milla et al., 2009; Schreck,
2010).
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Nesta conjuntura, muitas destas espécies apresentam suas gbnadas
desenvolvidas até o estagio avancado de maturacdo, porém as etapas finais do
processo reprodutivo, como maturacao final dos o6citos e desova natural s6 séo
atingidas mediante tratamento hormonal (Batlouni et al., 2006; Mylonas et al.,
2010). Desta forma, as espécies reofilicas precisam ser induzidas
hormonalmente em cativeiro para desencadear o processo de maturacao final e
desova nas fémeas e promover aumento do volume de sémen nos machos
(Mylonas et al., 2010).

A reproducéo induzida da piracanjuba ocorre de maneira satisfatoria
(Lopera-Barrero et al., 2014). Porém, é preciso enfatizar o entendimento da
biologia e da dindmica populacional das espécies para implementar a aplicacédo
de medidas efetivas para preservar os estoques pesqueiros (Ribeiro-Filho et al.,
2011).

Portanto, o entendimento da fisiologia envolvida na idade da primeira
maturacdo, dindmica do desenvolvimento gonadal e os eventos fisioldgicos
associados ao processo reprodutivo da piracanjuba mantida em cativeiro, séo
importantes na contribuicdo do conhecimento da biologia reprodutiva da espécie
gue apresenta disfuncdes reprodutivas neste ambiente.

Somado ao fato da piracanjuba, estar na lista de espécies ameacadas
de extincdo, torna-se urgente desenvolver acdes a fim de conhecer a fisiologia
desta espécie, para que ndo corra o risco de ser extinta sem nem mesmo ter
sido estudada. O conhecimento da interacdo de aspectos biologicos e
fisioldgicos vem a ser uma ferramenta util, para o aperfeicoamento de técnicas
ja utilizadas ou para a elaboracédo de outras mais eficientes e econémicas, de
forma a contribuir para o manejo adequado dos reprodutores e aperfeicoar o
processo reprodutivo na piscicultura comercial.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Brycon orbignyanus

A ordem Characiformes contém aproximadamente 2000 espécies
distribuidas em 23 familias, sendo 19 exclusivamente neotropicais (Oliveira et
al., 2011; Eschmeyer & Fong, 2017). Apesar de sua taxonomia ainda pouco
esclarecida, a familia Bryconidae, possui 89 espécies disponiveis e 50 espécies
validas, distribuidas em duas subfamilias, Salminae e Bryconinae. O género
Brycon esta incluido dentro da subfamilia Bryconinae, que € composta por 78
espécies disponiveis e 46 validas (Eschmeyer & Fong, 2017), sendo considerado
um dos géneros mais numerosos com 42 espécies descritas.

Espécies do género Brycon se distribuem desde o sul do México até
o Panam@, ao longo das bacias hidrogréficas da América do Sul trans-Andina,
nas principais bacias hidrograficas da América do Sul cis-Andina e na maioria
dos sistemas costeiros do Caribe e Atlantico (Lima, 2003; Abe et al., 2014). S&o
espécies consideradas de médio a grande porte, podendo atingir mais de 70 cm
e com grande importancia na América Central e do Sul principalmente como
fonte de alimento (Lima, 2003).

A piracanjuba ou bracanjuva (Brycon orbignyanus) (Figura 1) distribui-
se ao longo da bacia do rio da Prata, onde estdo os rios Paraguai, Parana e
Uruguai (Lima, 2003), que, por muitos anos figurou entre as espécies com maior
importancia comercial em registros de pesca (Carolsfeld et al., 2003), com
exemplares registrados na natureza atingindo tamanho maximo de 79,5 cm e 6,0
Kg (Godoy, 1975). Apresenta o corpo fusiforme e comprimido com a boca ampla
e terminal, com trés séries de dentes multicuspidados no pré-maxilar e duas no
dentario. Possui 0 corpo prateado, dorso castanho escuro com uma mancha
negra na base do pedunculo caudal estendendo-se até os raios caudais
medianos. A nadadeira caudal € avermelhada com uma faixa mediana escura
(Britto et al., 2003; Vaz et al., 2000). Assim como a maioria das espécies do
género, apresenta habito alimentar onivoro, porém com alteracdes ao longo do
desenvolvimento ontogenético, com preferéncia por alimentos de origem animal
e zooplancton nas fases larvais e frutas e sementes na fase juvenil e adulta
(Cavalcanti, 1998; Meurer, 1999; Vaz et al., 2000; Garcia-Carefio et al., 2002;
Zaniboni-Filho & Schulz, 2003).

Na natureza, a piracanjuba realiza grandes migracdes reprodutivas
durante os meses de novembro a fevereiro, periodo que coincide com 0s maiores
indices pluviométricos, temperaturas elevadas e maior disponibilidade de
alimento, o que permite uma maior sobrevivéncia das proles. Esta estratégia de
migracao entre os locais de alimentacéo e reproducéo, além de estar relacionada
com os processos fisiologicos da maturacdo final dos gametas, permite
maximizar a utilizacdo do ecossistema, pois assim a espécie busca os melhores
locais para cada etapa de seu desenvolvimento (Zaniboni-Filho & Schulz, 2003).

A piracanjuba apresenta desova total e sazonal, primeira maturacao
tardia, alta fecundidade, ovos pequenos, baixo investimento parental e
desenvolvimento oocitario sincrénico por grupos, com desova justamente no
periodo de cheias apd6s a migracdo (Winemiller, 1989; Vazzoler & Menezes,
1992).
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Figura 1 — Piracanjuba (Brycon orbignyanus). Fonte: Acervo pessoal.

Quando mantidas em cativeiro, a piracanjuba, ndo atinge a maturacao
completa e, a desova natural, consequéncia do ambiente restrito que
impossibilita sua migracdo. Porém, responde bem a técnica de inducdo a
reproducao artificial, utilizada com sucesso para, as espécies reofilicas em
cativeiro. Atualmente, existem inUmeras variagcbes de manejo hormonal em
peixes. Todavia, 0 uso de extrato de hipéfise de peixes maduros, ainda continua
sendo uma das técnicas mais utilizadas, para induzir a maturacao final, dos
peixes migratérios brasileiros (Zaniboni-Filho & Nufer, 2004).

Em B. orbignyanus, duas aplicacdes sao normalmente requeridas em
fémeas, por necessitar dose mais alta, em comparacdo aos machos, sendo
assim, (10% do hormdnio sédo aplicados em primeiro instante, para estimular a
migracdo da vesicula germinativa, os 90% restante, aplicado em segundo
instante, para romper a vesicula germinativa, e liberacdo dos odcitos). Nos
machos, ocorre apenas uma aplicacdo (100% simultaneamente a segunda
aplicacdo das fémeas), de forma a obter a sincronizagdo na liberacdo dos
gametas (Lopera-Barreto, 2007).

Apesar do sucesso obtido na reproducao induzida, algumas espécies
sdo geralmente muito sensiveis ao estresse elevado gerado pelo manejo, neste
sistema de reproducéo artificial, resultando em altas taxas de mortalidade dos
reprodutores (Lopera-Barreto, 2009). Alguns estudos vém sendo desenvolvidos,
de forma a diminuir o estresse, a perda dos reprodutores, durante o processo
reprodutivo (Zaniboni-Filho & Nuifier, 2004; Lopera-Barreto, 2009). Portanto, sdo
necessarios estudos referentes a fisiologia reprodutiva durante o processo de
reproducdao artificial, de modo a buscar informacdes, que possam aperfeicoar o
processo reprodutivo, somado a compreensdo do atraso a primeira desova.



16

2.2. Reproducéo

A reproducao tem papel central nos processos produtivos tanto em
ambientes naturais como em ambientes de cativeiro, garantindo ndo apenas a
propagacdo das espécies, mas também garantir a variabilidade genética entre
dois individuos (Strissmann & Nakamura, 2002). Os peixes representam o grupo
mais numeroso e diverso entre os vertebrados, com uma enorme variedade de
estratégias e processos reprodutivos, 0s quais se refletem em uma grande
guantidade de conjuntos anatdmicos e funcionais, que ao longo dos processos
evolutivos se adaptam as circunstancias ambientais em que, cada espécie esta
inserida (Redding & Patifio, 2000).

Entre os modos reprodutivos descritos para vertebrados, os peixes
apresentam todos eles, incluindo o gonocorismo, hermafroditismo e
unissexualidade (Piferrer, 2009), Sendo assim, 0 processo reprodutivo dos
peixes, pode ser executado dos mais variados modos, desde a liberacdo de
feromonio, construcdo ou ndo de ninhos, realizacdo de coorte, até, cuidado ou
ndo com a prole. Isso tudo, somado a migracdo reprodutiva nas formas
apresentadas pela piracema em nossos rios, ou naquelas em que grandes
alteracdes osmoticas do meio se fazem necessérias (migracdo catadrénica/rio-
mar, ou anadrbnica/mar-rio), 0 que demonstra a complexidade etolégica que
envolve o fendbmeno da reproducéo nos peixes (Hoar et al., 1983; Borges, 1987).

A partir, da complexidade que envolve o processo reprodutivo, o
conhecimento das caracteristicas fisiolégicas envolvidas na reproducao das
espécies € de fundamental importancia, para o entendimento dos processos de
determinacdo e diferenciacdo sexual, idade a primeira maturacdo, além de,
servir também como base para o entendimento das demais caracteristicas
reprodutivas.

A idade da primeira maturacdo sexual dos peixes, é dependente de
varios fatores que atuam em conjunto, entre 0s quais podemos citar as
diferencas inter e intra espécie, idade, tamanho, caracteristicas individuais e
fatores ambientais. Um exemplo € a carpa que, em regibes tropicais e
subtropicais, se torna madura no seu primeiro ano de vida, enquanto que, na
Europa Central, leva trés anos e, no norte da Europa, precisa atingir quatro anos
para se reproduzir (Woynarovich & Horvath, 1983). Alteracbes no ambiente
também podem influenciar nas estratégias reprodutivas. Barbieri et al. (2004)
observou que o dourado (Salminus brasiliensis) e curimba (Prochilodus lineatus),
vem reduzindo o tamanho e a idade de primeira maturagdo como tatica
reprodutiva dessas espécies em resposta a intensa sobre pesca e das
adversidades abidticas a que estdo submetidas.

InteracBes entre fatores enddgenos e ambientais séo criticas para o
desencadeamento da desova e sucesso reprodutivo de peixes neotropicais
(Lowe Mc Connell, 1987). Sendo assim, a partir do momento em que a idade e
0 peso minimo séo atingidos, para o inicio da reproducao, estimulos ambientais,
como precipitagdo pluviométrica, temperatura e fotoperiodo séo captados por
neuro-receptores e traduzidos através de sinais neuroendocrinos ao hipotalamo,
induzindo a producao de fatores liberadores de gonadotrofinas, estimulando a
liberacdo de hormdnios gonodotroficos e a producao de esterdides sexuais, que
sdo responsaveis pela maturacdo dos gametas (Nagahama, 1994, Nagahama &
Yamashita, 2008). As multiplas e complexas interagbes hormonais entre os
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orgdos sensoriais e 0s reprodutivos se resumem fundamentalmente na
participacdo do eixo HHG, que sintetiza e libera, GnRH, GtHs, FSH e/ou LH,
esterdides gonadais (andrégenos, progestdgenos e estrégenos), além de
neuromoduladores do processo reprodutivo que podem estimular e/ou inibir este
processo (como por exemplo: dopamina, hormonio inibidor de gonadotrofinas,
acido gama-aminobutirico, fator de crescimento semelhante a insulina,
neuropeptideo Y), entre outras substancias (Blazquez & Somoza, 2010; Bobe &
Labbé, 2010; Guiguen et al., 2010; Levavi-Sivan et al., 2010; Luckenbach et al.,
2010; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010).

De uma forma geral, em condi¢cdes adequadas para os animais, todo
processo supracitado ocorre naturalmente, com o desenvolvimento das
gbnadas, maturacéo, liberacao e fertilizacdo dos gametas, sendo em geral, nos
peixes, a desova e a fertilizagdo ocorrem no ambiente externo (Rocha & Rocha,
2006). Porém, isto se altera de alguma forma, ainda pouco esclarecida, quando
espécies reofilicas migradoras sdo transferidas para o cativeiro, pois neste
ambiente confinado, os peixes migradores ndo conseguem eliminar 0s seus
gametas de forma natural. Nestas condicdes, as gbnadas desenvolvem-se até a
maturacdo avancada, e as etapas finais do processo reprodutivo, tais como
maturacédo final e ovulagdo s6 sdo atingidas mediante tratamentos hormonais.
Desta forma, em condi¢cdes de cativeiro, as espécies reofilicas necessitam ser
induzidas hormonalmente, para que se possam atingir 0s processos de
maturacao final e desova em fémeas e propiciar o aumento do volume de sémen
nos machos (Batlouni et al., 2006; Mylonas et al., 2010).

2.3. Regulagéo da liberagcédo das gonadotrofinas

A reproducdo dos peixes € regulada pela interacdo do sistema
nervoso com o sistema enddcrino, e esta interacdo € regulada pelo eixo HHG,
gque compdem e liberam fatores internos, os hormdnios hipotalamicos,
hipofisarios e gonadais. Em linhas gerais, o hipotdlamo sintetiza e GnRH que,
regulado pela Kisspeptina, estimula as células gonadotropicas da adeno-hipéfise
a liberar as GtHs, que apresentam papel fundamental, no controle da maturacéo
dos gametas, durante a maturidade sexual, mediado por horménios esteroides,
e a ovulacao e a desova podem ser reguladas por fatores ndo esteroidogénicos
(Goswami et al., 1985).

As acdes hipofisiotroficas do GnRH sdo mediadas atraves da ligacéo
a receptores especificos ha membrana das células gonadotréficas na adeno-
hipéfise (Conn & Crowley, 1994). Estes receptores de GnRH pertencem a uma
superfamilia de receptores acoplados a proteina G e que possuem uma Unica
cadeia de polipeptidio com sete dominios transmembranar hidrofobicos
separados por tor¢cdes extra e intra-celulares hidrofilicas de comprimento
variavel (Sealfon et al., 1997). Interacio do GnRH com o seu receptor
desencadeia uma cascata de reacdes intracelulares que se inicia com a ativacéo
da proteina G eleva a producao de um segundo mensageiro do tipo diacilglicerol
ou trifosfato de inositol, que por sua vez estimulam a liberacdo de seus
reservatorios de ions de calcio intracelular (Klausen et al., 2002). Além disso, se
acbes do GnRH podem ser mediadas por outras vias de sinalizacdo
intracelulares que induzem a producdo de monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) e de acido araquidonico (Bogerd et al., 2002, Pati & Habibi, 2002).
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Os primeiros receptores de GnRH em peixes, foram detectados na
hipdfise, entretanto ja se sabe da expressao destes, em demais tecidos, como
no cérebro, gbnadas, figado e rins, reforcando que estes decapeptideos ndo sé
exercem funcbes reprodutivas a nivel de hipofise, mas podem atuar como
neurotransmissores e/ou neuromoduladores no cérebro, e como fatores
autocrino ou paracrino nas gonadas (Marshall et al., 1976; Habibi & Pati, 1993;
Yu et al., 1998). A presenca de receptores de GnRH em tecidos somaticos que
nao estdo envolvidos diretamente na reproducdo, sugere um papel importante
destes receptores na mediacéo das ac¢des autocrinas/paracrinas do GnRH sobre
outros processos fisioldgicos que ainda devem ser bem esclarecido.

A hipdfise de peixe se encontra unida ao hipotalamo por um tronco
fino denominado neurohipdfise, que é constituida por axdnios das células
neurosecretoras, que penetram, desde o cérebro até a hipofise. A atividade da
secrecdo hormonal na hipéfise € controlada por multiplos fatores neuro-
hormonais que sao sintetizados em populacbes neuronais especificas no
cérebro e liberadas diretamente na hipdfise. Esta inervacao direta na hipoéfise de
peixes teledsteos, junto com a identificacdo de um terminal neurosecretor
especifico no entorno de um tipo celular hipofisario determinado, permitiu
caracterizar que fatores cerebrais podem estar implicados no controle da
secrecdo dos hormonios hipofisarios. Assim, a presenca de terminais secretores
de GnRH, dopamina, neuropeptidio Y (NPY) e acido gama-amino butirico
(GABA) no entorno proximo as células gonadotrépicas, constitui uma evidencia
neuroanatomica de grande importancia para identificar as acdes destes neuro-
hormonos sobre a secrecdo de gonadotrofinas durante o ciclo reprodutivo de
peixes (Kah et al., 1987; 1989; 1992).

2.4. Gonadotrofinas (GtHs)

As GtHs, sdo os principais horménios que modulam a funcao
reprodutiva, chamados atualmente de horménio foliculo estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH), sdo hormonios glicoproteicos, cuja molécula consiste
de duas subunidades, a e B, sendo a, subunidade a comum para as duas
gonadotrofinas, e também para a tireotropina (TSH), e a subunidade B variavel,
conferindo a atividade biolégica e especificidade aos diferentes hormonios
(Baldisserotto et al., 2014).

A expressdo génica e os niveis de ambas GtHs na hipdéfise e no
plasma dos teledsteos variam ao longo do ciclo reprodutivo, inclusive entre
machos e fémeas (Swanson et al.,, 2003; Yaron & Sivan, 2006). Estudos
demonstram que o FSH estd presente ao longo de todo ciclo, aumentando
significativamente durante a oogénese e espermatogénese inicial e durante a
poés-ovulagédo e pds espermatogénese, em fémeas e machos respectivamente.
Por outro lado, os niveis de LH, que no plasma séo baixos ou ndo esta presente
durante as primeiras fases de desenvolvimento gonadal, porém sdo maiores
niveis durante a fase de maturacdo final e ovulagdo nas fémeas e
espermatogénese e espermiacdo nos machos (Prat et al., 1996; Gomez et al.,
1999; Senthilkumaran et al., 2004).

Estimulos ambientais e endogenos, chegam ao hipotalamo
estimulando producéo e liberacdo de GnRH, que impulsiona a hipdfise a liberar
FSH, via corrente sanguinea até as células da teca nos foliculo ovariano, que
converte o colesterol em T, transportada a células foliculares e aromatizada a E>,
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através da enzima aromatase, sob influéncia do FSH. O E: atua no figado,
estimulando a sintese da glicolipofosfoproteina (vitelogenina) que, via corrente
sanguinea é absorvida pelo odcito por micropinocitose (dependente de FSH),
incorporada ao vitelo. Este processo consduz ao aumento nos niveis plasmaticos
de E2 e T que inibe a sintese de FSH (Feedback negativo), estimulando
juntamente com GnRH a secrecéo do LH nas fases finais de vitologénese, este
estimula &s células da teca do foliculo ovariano a produzir 17a-OHP, que é
transportada as células foliculares e convertida a 17a,20B-dihidroxy-4-pregnen-
3-one (17a, 20B-DHP) ou 17a, 20B-21-trihidroxy-4-pregnen-3-one (17a, 203-21-
DHP) pela enzima 20B-hidroxiesterdide-desidrogenase (203-HSD), dependendo
da espécie considerada (Nagahama, 1997; Peter & Yu, 1997; Senthilkumaran et
al., 2004; Nagahama & Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010). O hormonio 17a,
20B-DHP é conhecido como o horménio indutor da maturacao final e da ovulagéo
(do inglés: Maturation-Inducing Steroid, MIS) na maioria dos peixes (Figura -2).
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Figura 2 - Diagrama esquematico, da fisiologia hormonal, regulacao
crescimento do odcito A, e regulacdo da maturacdo do oécito B
(Senthilkumaran et al., 2004).

Nos machos de salmonideos imaturos, o FSH age nos testiculos,
estimulando o inicio da espermatogénese. Em outros teledsteos, a 11-KT e a
17a, 203-DHP também sdo importantes para o inicio da espermatogénese. A 11-
KT estimula as células de Sertoli a produzirem activina, que, em conjunto,
estimulam a proliferagdo das espermatogonias. No inicio da espermatogénese,
o FSH parece estimular a producédo de 11-KT nas células de Leydig e a
proliferacdo das células de Sertoli. Ja para o final da espermatogénese, o FSH
estimula o aumento do numero de receptores para LH nas células de Leydig,
aumentando a sensibilidade a este horménio. No final da espermatogénese, ha
uma diminuicdo dos niveis de FSH e 11-KT e aumento do LH e 17qa, 203-DHP,
que é essencial para a maturacdo do esperma e espermiagao, pois o 17a, 20B-
DHP promove o aumento do pH e o volume do esperma, aumentando a
motilidade do espermatozoide. No momento da espermiagéo, o LH promove um
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aumento dos niveis de 11-KT, a qual estaria envolvida na ruptura dos cistos
espermaticos e liberacdo dos espermatozoides na luz testicular (Figura — 3)
(Knapp & Carlisle, 2011; Baldisserotto et al., 2014).
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Figura 3 - Diagrama das principais influencia hormonais sobre a
espermatogénese em teledsteos. (Knapp & Carlisle, 2011).

As GtHs exercem suas ac¢des se lingando a receptores de membrana
especificos localizados na superficie das células alvos. Foram descritos dois
tipos de receptores especificos para as GtHs, sendo que, um se liga o FSH
(FSHR) e outro que liga LH (LHR). Estudos com Oncorhynchus kisutch
demonstraram claramente, que ovarios dos peixes teledsteos paresentam dois
tipos de receptores GtHRs, tipo | e tipo Il. Ao mesmo tempo, identificou
receptores para LH em ovario de Salmo trutta trutta (Quesnel & Breton, 1993). O
tipo | (FSHR) interage com ambas GtHs, mas com maior afinidade ao FSH e o
tipo Il (LHR) se une especificamente ao LH (Yan et al., 1992).

2.5. Esteroides sexuais

Os esterdides sexuais (androgenos, progestagenos e estrogenos),
sdo responsaveis pela comunicacdo entre o eixo hipotdlamo-hipoéfise-gbnada,
indicando o status sexual (Zohar et al., 2010). De acordo com Munakata &
Kobayashi (2010), estes esteroides sexuais podem atuar em diferentes tecidos
(figado, hipodfise, encéfalo e na propria gbnada). Deste modo, os autores ainda
concluem que, alterando a expressdo de neuro-hormdnios e/ou
neurotransmissores e/ou outras substancias, bem como 0s seus respectivos
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receptores (via feedback), além de serem importantes no comportamento sexual
e no momento da desova ou liberacdo dos espermatozoéides pelos peixes
teledsteos. Apesar disso, os efeitos precisos deste feedback dos esterdides
sexuais no sistema enddcrino, principalmente nos neurénios hipotalamicos (no
GnRH e na kisspeptina) e/ou no 6rgao pineal e/ou nas células da hipéfise, estdo
longe de ser totalmente compreendidos (Zohar et al., 2010).

Horménios esterdides atuam na diferenciacdo e manutencdo dos
tecidos somaticos, gametogénese além de estimular caracteres sexuais
secundéarios e comportamento reprodutivo. Provocam uma variedade de
respostas fisiologicas nos tecidos-alvos, tais como divisao celular, diferenciacao
tecidual, crescimento, sintese de proteinas especificas e contragdo muscular
lisa. Respostas estas, relacionadas com inumeros processos reprodutivos,
desde a diferenciacdo sexual até comportamento e receptividade sexual. Isto,
tudo ocorre através da comunicacdo permanente entre o complexo HHG,
permitindo que, a atividade dos diferentes componentes esteja sincronizada em
todas as etapas do ciclo de vida, que é crucial para respostas coordenadas
(Lubzen et al 2010).

Os esterodides sexuais, produzidos pelas gbnadas, sdo responsaveis
por sinalizar ao hipotalamo e a hipoéfise, o estado sexual, além de, modular a
atividade dos sistemas neuronais que influenciam o eixo reprodutivo. Eles
afetam nomeadamente a expressao de neurotransmissores e neuropeptidios,
bem como a dos seus correspondentes receptores no hipotalamo e na hipofise.
No entanto, os efeitos precisos de esterdides sexuais sobre os sistemas
neuronais acima descritos estdo longe de estarem totalmente compreendidos e
dados divergentes sao relatados em funcao da espécie, do estado fisiol6gico, do
ester6ide gonadal examinado ou dos parametros reprodutivos monitorados
(Zohar et al., 2010).

Dentre os horménios esteroides o E2 € descrito como horménio
“feminino”, porém a sua presenca tem sido relatada em inimeros vertebrados do
sexo masculino, assim como em teledsteos (Miura et al.,, 1999). Estudos
demonstraram a presencga de trés subtipos de receptores estrogénicos (a, 1 e
B2) em peixes, sendo que, nos machos a maior expressao ocorre nas génadas,
mais especificamente nas células sométicas e células germinativas testiculares
(Wu et al., 2001; Menuet et al., 2002; Ito et al., 2007). Claramente, o E2 é um
“‘hormdnio masculino” indispensavel, com papel principal durante a renovagao
das células primordiais e proliferacdo das espermatogbnias (Miura & Miura,
2003). Além de regular (direta ou indiretamente), a expressdo de genes
importante na regulagdo da esteroidogénese (Star, 3BHSD, aromatese A e B),
aumenta a expressao de genes, responsaveis pela codificacdo das proteinas de
ligacdo ao acido retindico | e Il, isto, sugere que os horménios estrégenos
controlam a homeostase do &cido retindico no testiculo (Schulz et al., 2010). Da
mesma forma estudo em rato, demonstrou que o acido retindico é necessario
para a proliferagéo e diferenciacdo de espermatogdnias indiferenciadas (Zhou et
al., 2008).

Estudo tendo a Anguila como modelo, confirmou através da
implantacéo de Ez, a proliferacédo por divisdo mitética das células germinativas
primordiais e espermatogbnias, sendo suprimida apds o uso de substancia
antagonista do estrogénio (Miura et al., 1999). Em Medaka a administracdo de
baixa dose de ethinyl estradiol, apresenta efeito similar ao promovido pelo E2, na
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renovacao das espermatogonias, porém, elevada dose promove efeito inibitério
(Song & Gutzeit, 2003). De acordo com Lahnsteiner et al. (2006) a elevagao de
estrogénio no processo final de amadurecimento, promove redugéo no volume
do liguido seminal, aumentando a densidade espermatica, podendo levar a
esterilidade. Todos estes resultados reforgcam a importancia do E2, durante a
renovacao das espermatogonias.

Em fémea, a acdo do E2, estd bem esclarecida, principalmente no
processo de vitelogénese, sendo sintetizado através da cooperacdo entre as
camadas celulares da teca e granulosa, que circundam os odcitos. Depois de
sintetizado € liberado na corrente sanguinea, se ligando aos receptores de
estrogenos no figado, estimulando a sintese da fosfoglico-proteina vitelogenina
(Vtg) (Arukwe & Goksoyr, 2003). Depois de sintetizada a Vtg é transportada via
sangue até o ovario, onde é absorvida pelo odécito via endocitose, nos receptores
de Vtg presentes na superficie da membrana até a completa vitelogéneses (Grier
et al., 2009). O acumulo de proteina, vitelo e MRNAS, durante a vitelogénese é
necessario para o desenvolvimento embrionario e outras funcdes, isto tudo
ocorre, durante a préfase | do ciclo mitético, durante o crescimento primario do
odcito (Schulz et al., 2010). Miura et al. (2007) afirmaram que cerca de 0,4 ng/ml
de E2 foram suficiente para estimular a proliferacdo mitética das oogdnias em
carpa comum (Cyprinus carpio), demonstrando que o E2 estimula a progresséo
das células germinativas através da oogénese. Ja, o progestogeno 17a-OHP,
atua como precursor do hormdnio 17a,20B-Dihydroxy-4-pregnen-3-ona (17a,
20B-DHP), responsavel pela diferenciacdo e maturacdo dos espermatozoides,
hidratacdo, mobilidade e capacitacdo dos espermatozoides no ducto
espermatico para fertilizacao (Scott et al., 2010). Nas fémeas a 17a, 203-DHP é
também conhecida como horménio indutor a maturacdo (MIS), por atuar, no
estagio final de crescimento do odcito, estimulando o reinicio e conclusdo da
primeira divisdo meidtica. Assim seguindo para metafase I, subsequente
migracdo da vesicula germinativa, caracterizando a maturacdo final, e a
capacitacdo do odcito para ser liberado e fertilizado (Nagahama, 1994;
Senthilkumaran et al., 2004; Lubzen et al 2010).

A conversao da 17a-OHP em 17a, 20B3-DHP /MIS se inicia na camada
de células da teca, que produz 17a-OHP e libera até a célula da granulosa onde
€ convertidaem 17a, 203-DHP sob acao de GTH, principalmente LH responsavel
por aumentar a atividade da enzima 20f3-hidroxiesterdide-desidrogenase (20-
HSD) principal enzima envolvida na conversao da 17a-OHP para 17a, 203-DHP
(Nagahama, 1987). Estudos realizados, demonstram que a indugéo de LH/hCG
durante a maturacdo de odcitos, elevam transcritos da enzima 203-HSD e sua
atividade na camada da granulosa (Kazeto et al., 2001; Senthilkumaran et al.,
2004). Enquanto, que nos machos as GTH estimula as células de Leydig a
produzir 17a-OHP, que sera convertida pela 17a, 203-DHP nas células de Sertoli
pela enzima 20B3-HSD (Schulz et al., 2010).

A falha na maturacédo final de algumas espécies de teledsteos
neotropicais, quando mantidas em cativeiro, é causada provavelmente devido a
uma disfungdo nos progestagenos e/ou na enzima 20B-HSD e/ou na
sintese/liberacéo de LH (Honji et al., 2011). O nivel hormonal de 17a-OHP em
Salminus hilarii ndo aprestou variagdo nas concentracdes plasméticas quando
mantidas em cativeiro, sugerindo que ocorre uma falha na enzima 203-HSD ou
na sintese de LH nos estagios final de maturag&o oocitaria (Amaral et al., 2007).



23

Além disso, 17a-OHP, também é precursor de outros esteroides sexuais como
T, consequentemente E2 (Senthilkumaran et al., 2004; Domingos et al., 2012)
(Figura-4).
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Diferentemente dos mamiferos, nos peixes a T ndo é o principal
androgeno secretado, uma vez que, o nivel mais elevado de 11-KT, demonstra
gue ele é o andrégeno fisiologicamente funcional nos teledsteos (Schulz et al.,
2010; Zohar et al., 2010). Apesar dos andrégenos, serem caracteristicos de
machos, também sao identificados no plasma de inimeras fémeas de
teledsteos. Neste caso, o nivel plasméatico de T em fémea madura e ovulada,
corresponde a capacidade aumentada dos foliculos pré-ovulatério para produzir
T podendo estar relacionado a diminuicdo da atividade da aromatase (Kagawa,
2013), além de, desempenhar um papel fundamental no feedback do eixo
hipotalamo-hipofise-génadas (Lokman et al., 2002; Matsubara et al., 2003).
Quanto a 11-KT, sugere-se que na fémea, desempenha um papel importante na
deposicdo de lipideo nos odcitos durante crescimento primario (Lokman et
al.,2007).

Dois subtipos de receptores de andrégenos (RA) (a e B) foram
descritos em peixes e todos sdo predominantemente expressos nas gbnadas
(Takeo & Yamashita, 1999; Todo et al., 1999; Ikeuchi et al., 2001). Em machos,
0S RA, sdo expressos nas células de sertoli e células intersticiais, mas ndo em
células germinativas (lkeuchi et al., 2001). Isto sugere que os andrégenos
desenvolvem atividades bioldgicas através das células somaticas no testiculo,
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porém, influenciam fortemente a expressdo do gene testicular. Na truta pré-
pubere, a administracdo dos tratamentos de T e 11-KT produziram efeitos
semelhantes em um grupo comum de 155 genes regulados positivamente e 20
regulados negativamente (LeGac et al., 2008).

Alguns desses genes sdo expressos em ceélulas de Sertoli e foram
previamente demonstrados para regular a espermatogénese e esteroidogénese.
Por exemplo, a expresséo do gene di Hormonio-anti-Mulleriano (HAM) que inibe
a diferenciacdo da espermatogonia, € significativamente suprimida pela T e 11-
KT (Schulz et al., 2010). Portanto, os androgenos demonstram serem eficazes
na estimulacdo do processo de espermatogénese, como a multiplicacao
espermatogbnica e na formacdo de espermatdcitos (guppy) ou maturacdo
(killifish) (Remacle, 1976; Billard et al., 1982; Billard, 1986; Nagahama, 1994;
Borg, 1994). Também participam do inicio da puberdade (Miura et al., 1991a, b;
Cavaco et al.,, 1998). Alem disso, os andrégenos induzem espermiagdo em
algumas espécies, mas foram claramente menos efetivos do que os
progestagenos (Ueda et al., 1985).

Mesmo estando entre o0s principais componentes no controle
enddcrino da reproducdo dos peixes, a acao dos esterdides sexuais no estado
fisiologico da gbnada, comportamento reprodutivo e na reproducédo induzida da
piracanjuba mantida em cativeiro, ainda ndo é compreendido. Portanto, estudos
da biologia e fisiologia reprodutiva desta espécie € ainda necessarios para o
aprimoramento das técnicas de criacdo, estabelecimento de medidas de
conservacao da ictiofauna nativa e compreenséao do sistema enddcrino.
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3.HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1. Hipoteses
e Os hormodnios esterbides — progestagenos, androgenos e
estrogenos, apresentam niveis plasmaticos variados, demostrando variacdes
dependentes de idade, sexo e estagio de maturacdo das génadas.
e A inducédo a reproducdao artificial através do Extrato de Hipdfise de
Carpa (EHC), produz aumento nos niveis plasméaticos dos horménios esteroides,
promovendo a maturacao final e desova nas fémeas de B. orbignyanus.

3.2. Objetivo geral
Investigar o comportamento fisioldgico dos hormonios esteroides 173-
Estradiol (E2), 17a-hidroxisprogesterona (17a-OHP), Testosterona (T) e 11-
Ketotestosterona (11-KT) em animais de diferentes sexos e idades na estacao
reprodutiva, e dos animais durante a reprodugao induzida.

3.3. Objetivos especifico

e Caracterizar o nivel plasmatico dos principais esteroides sexuais
(E2, 17a-OHP, T e 11-KT) em fémeas de B. orbignyanus de diferentes idades no
periodo reprodutivo.

e Descrever o nivel plasmético dos principais esteroides sexuais (Ez,
17a-OHP, T e 11-KT) em machos de B. orbignyanus de diferentes idades no
periodo reprodutivo.

e Apresentar o nivel plasmatico dos principais esteroides sexuais (Ez,
17a-OHP, T e 11-KT) durante a reproducéo induzida.
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Resumo: O objetivo foi descrever o nivel plasmatico dos principais esterdides sexuais,
17p-Estradiol (E2), 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), Testosterona (T) e 11-
Ketotestosterona (11-KT), em machos de diferentes idades no periodo reprodutivo da
piracanjuba (Brycon orbignyanus). A coleta dos animais foi realizada em piscicultura
comercial, onde lotes de B. orbignyanus, eram mantidos em trés tanques separados por
diferentes idades. No periodo reprodutivo, da espécie, foram coletados quatro peixes
adultos (48 meses), identificados através do dimorfismo sexual da espécie. Para as demais
idades, (12 e 24 meses), coletou-se, 20 peixes de cada idade, para determinacdo do sexo
através de histologia. Ja no laboratorio realizou-se a coleta de sangue, seguido do abate
por sec¢cdo da medula, e coleta das gbnadas para posterior anélise histolégica. O sangue
foi centrifugado, e o plasma coletado, para quantificacdo do perfil plasmético de E2, 17a-
OHP, T e 11-KT. Foram observadas trés fases de desenvolvimento gonadal: imaturo,
desenvolvimento (12 e 24) e regresséao (48). O nivel de E> foi maior (P<0,05), nos peixes
imaturos (11,81 ng ml?), destacando sua ac&o, no processo de proliferacdo e renovagéo
das espermatogdnias por mitose, observado nos peixes de 12 meses caracteristico do
estagio imaturo. A T apresentou, com niveis superiores (P<0,05), nos peixes 24 e 48
(0,18; 0,21 ng mI™Y), o que permite afirmar que esta atuando como feedback negativo,
inibindo a liberagdo de FSH e feedback positivo do LH, importante durante a
espermatogénese e espermiogénese. Quanto aos resultados da 11-KT, e a 17a-OHP,
sugere que, nas idades estudadas e nos estagios de desenvolvimento apresentados, a
espermatogénese e espermiogénises estdo ocorrendo, através de renovacgdo por mitose e
meiose, visto que, a 11-KT, controla o inicio da maturagdo, assim como, a 17a-OHP
através da sua importante acdo na inicializacdo da meiose e na espermiagdo, como
precursor da 17a,208 dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a, 203-DHP), que atua durante a
espermatogénese, além de, ser essencial para o estagio final de maturacdo Portanto, o
resultado do E> demonstra que este € fundamental para o processo de proliferacéo e
renovacdo das espermatogoénias por mitose. Ja T, 11-KT, e 17a-OHP, atua com maior
expressao durante a espermatogénese e espermiogénise, caracterizada por divisdes

meidticas.

Palavras chave: Espermatogénese, gonadotrofinas, GnRH, peixes teledsteos, reproducao
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INTRODUCAO

Uma das principais caracteristicas, que diferencia os peixes juvenis dos adultos, é
o estado funcional das gonadas. Esta transicdo para a idade adulta € referida como
puberdade, e o sistema enddcrino predominantemente responsavel por regular os
processos reprodutivos € o eixo hipotdlamo-hipdfise-gbnada (HHG) (SCHULZ et al.,
1994). Este processo de transi¢do do peixe juvenil até adulto inicia algum tempo apos a
diferenciacdo sexual, a partir do surgimento de espermatdcitos nos macho e o00citos
vitelogénicos nas fémeas, alcancando a primeira espermiacdo e ovulagcdo, em machos e
fémeas, respectivamente (SCHULZ & MIURA, 2002; PATINO & SULLIVAN, 2002).

Geralmente em ambiente natural, machos de Brycon orbignyanus atingem a
maturidade sexual aos dois anos de idade, ja as fémeas atingem a maturidade com cerca
de trés anos (ZANIBONI-FILHO & SCHULZ, 2003). Porém, em muitas espécies de
teledsteos, tem-se observado maturacdo sexual prematura nos machos, até um ano antes
de alcangar a verdadeira puberdade, esta maturagdo prematura se caracteriza por uma
gametogénese incompleta (BEGTASHI et al., 2004). Este processo de maturacgao sexual,
ndo é dependente de apenas um fator e sim um conjunto de fatores, desde genéticos, sinais
metabdlicos e estimulos ambientais (PARENT et al., 2003; OJEDA et al., 2006;
NOCILLADO & ELIZUR, 2007).

Dentre os sinais metabolicos, os esterdides sexuais sdo conhecidos por, iniciar
e/lou acelerar a maturacdo do eixo HHG. Comprovando assim, a participagdo no
desenvolvimento puberal dos peixes. Na truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) imatura,
por exemplo, o tratamento com andrégenos aumentou o teor de GnRH no cérebro e a

quantidade de gonadotrofinas na hipofise (GIELEN et al., 1982; CRIM & EVANS 1979).
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As gonadotrofinas, sdo responsaveis por, secretar uma série de horménios que
atuam como fatores-chaves para a regulacdo da reproducdo. Entre eles, os hormoénios
gonadotroficos (GTHSs), horménio foliculo estimulante (FSH) e 0 horménio luteinizante
(LH) (NAGAHAMA & YAMASHITA, 2008). Por transporte na corrente sanguinea,
FSH e LH alcangcam as gdnadas, e em ambos 0s sexos, promovem o desenvolvimento de
células germinativas e a producdo dos horménios esterdides sexuais (HAFEZ et al.,
2004).

Os esterdides sexuais, progestagénicos, andrdgenos e 0s estrogénios sao
produzidos principalmente na génada. Sendo que, os niveis plasméatico dos horménios
esterides mostram variacOes importantes durante a maturacdo das génadas masculinas.
Atuando, na diferenciacdo e manutencédo dos tecidos somaticos e gametogénese, além de,
regular o desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e comportamental
reprodutivo, sinalizando ao hipotalamo e a hipofise, seu “status” sexual (ZOHAR et al.,
2010).

No entanto, os efeitos precisos dos esterdides sexuais, sobre a fase de
desenvolvimento gonadal da piracanjuba, ainda ndo foram compreendidos, e dados
divergentes sdo relatados, em funcdo da espécie, do estado fisiolégico, do esterdide
gonadal examinado ou ainda dos parametros reprodutivos monitorados. Tendo em vista
0s pontos abordados, o objetivo deste estudo foi caracterizar os niveis plasmaticos dos
principais esterdides sexuais 17p-Estradiol (Ez2), 170-hidroxisprojesterona (17a-OHP),
Testosterona (T) e 11-Ketotestosterona (11-KT), em machos de Brycon orbignyanus em

diferentes idades, no periodo reprodutivo.

MATERIAL E METODOS

DESENHO EXPERIMENTAL E COLETA DOS ANIMAIS
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A coleta dos peixes foi realizada em uma estacdo de piscicultura comercial,
localizada no municipio de Paulo Lopes (Santa Catarina, Brasil). Foram coletadas
piracanjubas (B. orbignyanus), de diferentes idades (12, 24 e 48 meses), provenientes do
cruzamento de reprodutores coletados na Bacia do Rio Uruguai e mantidos na propria
piscicultura. Estes peixes, estavam estocados em 3 viveiros de aproximadamente 200m?
cada, densidade aproximada de 0,300 Kg/m?, separados por idade.

Durante o periodo de criacdo dos peixes, 0s mesmos eram submetidos ao manejo
didrio da piscicultura. Recebiam alimentagdo diariamente “ad libitum”, com ragdo
comercial extrusada com teor de 32% de PB, a qualidade de agua dos viveiros foi mantida,
através da renovacdo de agua, adubacéo e calagem, conforme as necessidades observadas
nas analises realizadas.

No periodo reprodutivo da espécie, foram selecionados quatro peixes de 48 meses,
identificados através do dimorfismo sexual da espécie, cujos machos possuem a nadadeira
anal aspera no periodo reprodutivo. Para as demais idades, (12 e 24 meses), coletou-se,
20 peixes para cada idade por ndo apresentarem dimorfismo sexual, posteriormente
determinou o sexo através de histologia.

Apos, a selegdo nos tanques os animais foram transferidos ao laboratério, para
coleta do material biolégico. Previamente ao protocolo da coleta de sangue, 0s peixes
foram anestesiados por imersdo em agua com benzocaina anestésica (ethyl-p-
aminobenzoate), solubilizado em etanol, na proporcdo de 1g/20L de &gua, e os dados
morfomeétricos foram mensurados. Em seguida, foi coletado sangue por puncdo da
vasculatura caudal, com seringa de cinco ml e agulha descartavel previamente
heparinizadas. O sangue coletado foi transferido para tubos “falcon 15 ml” heparinizados

e centrifugados por 10 min/3000 rpm. O plasma foi separado, acondicionado em
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criotubos, congelados e armazenados em Nitrogénio Liquido, até 0 momento das analises
dos horménios esterdides Ez, 17a-OHP, T e 11-KT.

Imediatamente, ap6s a coleta do sangue os animais foram sacrificados por sec¢ao
da medula, e suas génadas removidas e imersa em solucdo fixadora, (formaldeido 4%
tamponado), por 12 horas, em seguida foram para &lcool 70% (NAKATANI et al., 2001).
Os procedimentos de coleta foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), sob protocolo de

autorizacgdo n° 23841.

DETERMINACAO DOS ESTEROIDES SEXUAIS

O nivel plasmético de E., 170-OHP, T e 11-KT, foram quantificados por
elisaimunoensaio (Enzyme Linked Ummuno Sorbent Assay — ELISA). As anélises foram
realizadas em duplicada com “kit” comercial de teledsteo para 11-KT (Cayman) e
humanos para Ez, 17a-OHP e T(Interkit). Todos estes ensaios foram realizados de acordo
com especificagdes do fabricante. A leitura das placas foram realizadas em leitora de
microplaca (Molecular Devices, SpectraMax 250) com comprimento de onda de 450

nandmetros para E2, 170-OHP e T e 405 nanémetros para 11-KT.

ANALISES HISTOLOGICAS DAS GONADAS

Os Fragmentos das gbnadas foram desidratadas em séries de alcool (70, 80 e
95%), permanecendo em cada séries durante 24 horas, infiltradas e incluidas em
historesina Leica (metacrilato glicol). Sec¢cdes de 3um foram obtidas em um microtomo

Leica RM2245 com navalhas de vidro e coradas com Azul de Toluidina. As laminas
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foram observadas para defini¢do do sexo dos animais de 12 e 24 meses em microscopio

Nikon E200.

ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises de resultados, os valores foram expressos em media + erro padréo
da média (M + EPM). Valores médios de cada parametro foram comparados levando em
consideragdo as trés diferentes idades, 12, 24 e 48 meses. As diferencas estatisticas foram
determinadas utilizando-se teste da ANOVA seguida do teste de comparacdo de média
Tukey para todas as analises. Em todas as andlises, diferencas significativas foram

consideradas quando P<0,05.

RESULTADOS

DADOS MORFOMETRICOS
Os peixes utilizados com as diferentes idades 12, 24 e 48 meses apresentaram peso
médio de 145,12 + 7,82, 282,47 + 8,66 e 954,50 + 76,90 g, e comprimento total médio

23,12 £ 0,37, 28,03 £ 0,27 e 40,52 £ 0,97 cm, respectivamente.

ESTEROIDES SEXUAIS

O nivel plasmatico da 17a-OHP, nédo diferiu (P>0,05) entre as idades avaliadas
(Figura 1 — A). Em relagéo ao E», o maior nivel (P<0,05), foi encontrado nos peixes de
12 meses, em relacdo aos peixes de 24 e 48 meses, que nao apresentou diferenca (P>0,05)

entre os mesmos (Figura 1 — B).
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Quanto aos androégenos, o nivel plasmatico da T, foi maior (P>0,05) nos peixes de
48 meses em relacdo aos de 12 meses. J& os peixes, de 24 meses ndo diferiram (P>0,05)
dos demais (Figura 1 — C). Os niveis plasmaticos do andrdgeno 11-KT apresentaram
comportamento semelhante ao da T, com o maior nivel (P>0,05) nos peixes de 48 meses,
em relacdo, aos niveis dos peixes de idade 12 e 24 meses, que nao diferiram (P>0,05)

entre si (Figura 1 — D).

DISCUSSAO

O testicular da piracanjuba, B. orbignyanus, é classificado como do tipo tubular
anastomosado, conforme caracteristicas descritas por Parenti & Grier, (2004) para
teledsteos. Os referidos processos observados em B. orbignyanus apresentam diferentes
fases de desenvolvimento, desde a fase imatura, subfase desenvolvimento inicial,
desenvolvimento, apto a espermiacdo e regressdo conforme classificacdo de Brown-
Peterson, et al. (2011).

Os processos de desenvolvimento gonadal, durante o crescimento até o inicio da
puberdade, ndo sdo resultado de um Unico fator, mas, a contribuicdo de uma série deles
tais como, idade, genética, sinais metabolicos e estimulos ambientais (PARENT et al.,
2003; OJEDA et al., 2006; NOCILLADO & ELIZUR, 2008). Porém, nos teledsteos
assim, como em outros vertebrados 0s processos reprodutivos, incluindo a puberdade,
estdo, regulados por hormonios liberados ao longo do eixo HHG.

Dentre os horménios do eixo HHG, os esteroides sexuais, regulam as fases de
desenvolvimento gonadal. Entre eles, o E> que usualmente é considerado horménio
feminino, no entanto foi observado em nivel elevado nos peixes de 12 meses, atuando

provavelmente no processo de proliferacdo, e renovacao das espermatogonias por mitose,
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caracteristico de animais imaturos. Esta a¢do do E», foi comprovada em estudo realizado
por Miura et al, (1999), que apos, implantacdo de E> na Anguilla jap6nica, observou
proliferacdo das espermatogodnias por mitose, reprimida posteriormente pela utilizacéo de
uma substancia antagonista ao E», comprovando assim, sua acdo na regulacdo da
renovacgéo de espermatogonias.

Além da presenca de E> no plasma dos vertebrados masculinos, estudos
observaram a expressdo de receptores de estrogénio ao longo do eixo HHG
(O’DONNELL et al., 2001; WU et al., 2001; SOCORRO et al., 2000; MIURA et al.,
1999). A partir, da inter-relagdo entre as informagdes acerca do E, encontradas nos
juvenis de B. orbignyanus, podemos, afirmar que, este desenvolve atividade bioldgica em
machos, estimulando a renovacao de células germinativas primordiais e espermatogonias,
desempenhando um papel importante no progresso da espermatogénese em peixes
imaturos e em desenvolvimento.

Quanto ao andrdgeno T, o menor nivel foi apresentado, pelos peixes de 12 meses,
0 que ndo determina sua menor importancia. De acordo com Yaron & Levave-Sivan,
(2011), a T é convertida através da aromatizacdo, pela enzima Aromatase (P450) em E»,
que regula as divisdes mitoticas da espermatogonia, promovendo a renovacao das células
germinativas pelas células intersticiais de Leydig sob estimulagcdo gonadotrdpica,
principalmente FSH.

Assim, os resultados dos niveis de T e E> permitem afirmar ainda que, 0 hormonio
gonadotréfico FSH esta atuando de forma mais intensa na fase inicial do desenvolvimento
gonadal nos peixes de 12 meses. E de fato, esta dinamica hormonal é coerente, visto que,
de acordo com Shulz & Miura, (2002), o FSH estimula a proliferacdo e diferenciacdo de

células de Sertoli, e a sintese de fatores de crescimento, que atuam de forma autocrina e
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paracrina, envolvidos na proliferacdo e diferenciacdo das células de Sertoli e
espermatogonias no desenvolvimento inicial.

Ainda em estudo in vitro Kazeto et al, (2008), demonstou que, entre 0s hormonios
gonadotroficos, o FSH parece ser mais importante na regulacdo da esteroidogénese, como
na espermatogénese em testiculos imaturos da Anguilla japénica.

Contudo, nos peixes de 48 meses que se apresentavam aptos a liberagdo de sémen
por pressédo no abdomen, o LH esta atuando de forma mais intensa, comprovado pelos
niveis elevados de T que exerce, efeito de feedback negativo, inibindo a liberacdo de FSH.
Isto, foi comprovado por Dickey & Swanson, (1998), que, observou a supressao dos
niveis de FSH em Salmao apds, tratamento com T exdgenas. Além disto, o LH, aumenta
durante a espermiacdo e apresenta picos durante a época de reproducdo (MIURA et al
1999; GOMEZ et al., 1999; MATEQOS et al., 2003; MIWA et al., 1994; MYLONAS et
al., 1997).

Entre os andrégenos, a 11-KT, é considerado 0 mais importante no
desenvolvimento gonadal dos machos (BAROILLER et al 1999). Os resultados
permitem, afirmar que a 11-KT, assim como a 17a-OHP estdo presentes durante todo
desenvolvimento gonadal dos peixes, porém, a 11-KT apresenta o maior nivel em animais
adultos (48 meses), isto sugere que, mesmo no periodo reprodutivo, em animais aptos a
liberar sémen a espermatogénese ocorre, em preparacdo para proxima estacao
reprodutiva. Uma vez que, niveis baixos de E> em conjunto com elevados niveis de 11-
KT, estimulam a via de auto renovacgéo espermatogonial (SCHULZ et al, 2010).

A 11-KT assim como, a 17a-OHP estdo presentes durante o processo de
maturacdo, evidenciando sua importancia na acdo de inicializacdo da meiose e também
na espermiacdo, como precursor da 17a,20p dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a, 20B-

DHP), observado nos animais adultos de 48 meses. A conversdo de 170-OHP pela enzima
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20B,HSD, produz 17a, 203-DHP que atua como hormonio indutor a maturagéo (MIS) em
muitos peixes. (MIURA et al 1992; MIURA et al., 2006; SCHULZ & MIURA, 2002;
MIURA et al., 2003; SCHULZ et al, 2010).

Portanto, a partir dos resultados encontrados para 17a-OHP, pode-se afirmar que
desempenha papel importante na espermatogénese, especialmente na mitose e no inicio
da meiose, além do papel bem estabelecido durante o estdgio de maturagdo final, e na
expressao das caracteristicas sexuais secundarias, atraves da sua conversdo em 17a, 20p3-
DHP (AMER et al., 2001). Além disto, a ndo observacdo da diferenca entre os niveis do
hormonio 17a-OHP, nas diferentes idades, é justificado por sua atuagdo como precursor
de outros esteroides sexuais, como T, consequentemente E> (SENTHILKUMARAN et
al., 2004; DOMINGOS et al., 2012).

Os niveis plasmaticos dos hormonios esterdides, em teledsteos adultos durante a
estagdo reprodutiva, refletem o “status” gonadal, e elevados niveis de 11-KT nos peixes
de 48 meses esta sendo estimulado principalmente pelo LH, visto que injecdo de
gonadotropina purificada (contendo principalmente LH), em salmé&o, estimulou aumento
no volume de sémen e niveis plamaticos de esterdides sexuais (MIURA et al., 1992).

Além disso, inje¢Oes de 11-KT promove o aumento do volume de semen no gold
fish (Carassius auratus) (YAMAZAKI & DONALDSON 1969). Logo, podemos afirmar
através dos resultados, que a producdo de 11-KT, é regulada pelos niveis plasmaticos de
LH, pois este, estimula a elevacdo progressiva da 11-KT (SCHULZ & BLUM 1990;
SCHULZ, 1984).

Os niveis hormonais, observados nos peixes de 24 meses, estdo proximos dos
animais adultos, permitindo afirmar que, esta ocorrendo uma falca maturacdo sexual,
caracterizada por uma gametogénese incompleta, muito provavelmente, provocados pelas

condigdes do cultivo em cativeiro, ja que geralmente em ambiente natural, os machos de
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B. orbignyanus atingem a maturidade sexual aos dois anos (ZANIBONI-FILHO &
SCHULZ, 2003).

A partir dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que os hormodnios
esterdides estdo presentes durante todo desenvolvimento gonadal, em diferentes niveis.
Todavia, os niveis dos androgenos T e 11-KT, demonstram atuar de forma mais intensa
nos animais adultos aptos a reproducdo, caracterizado por uma espermatogénese final,
espermiacdo e regressdo, sendo a 11-KT necessaria para o inicio da espermatogénese e
da producéo de esperma, desempenhando papel fundamental na espermiacéo.

Ja a T, tem como papel fundamental atuar como precursor do E> e 11-KT.
Portanto, nos peixes de 12 meses, parte da T esta sendo aromatizada em E> que atua em
alguns aspectos na funcdo testicular, especialmente na proliferacdo por mitose das
espermatogonias, sendo indispensavel em machos imaturos. J& a 17a-OHP, é essencial,
como precursor da 17a, 20B-DHP, T e E> desempenhando um papel significativo na
mitose e na meiose, além de ser essencial para o estadgio final de maturacdo,
provavelmente participando da regulacdo no comportamento reprodutivo.
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Figura 1. Perfil plasmético dos esterdides sexuais em B. orbignyanus com diferentes
idades 12 (n=8), 24 (n=8) e 48 (n=4) meses no periodo reprodutivo. Os dados estdo

apresentados em média * erro padréo da média. A — Perfil plasmatico da 17a-OHP; B —

Perfil plasmatico de E; C — Perfil plasmatico da T; D — Perfil plasméatico da 11-KT.

Letras diferentes acima dos histogramas indicam diferencas estatisticamente pelo Teste
maultiplo de Tukey (P<0,05).
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Resumo: O objetivo foi descrever os niveis plasmaticos dos principais esteroides sexuais,
17p-Estradiol (E2), 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), Testosterona (T) e 11-
Ketotestosterona (11-KT), em fémeas de diferentes idades, na estacdo reprodutiva da
piracanjuba (Brycon orbignyanus). A coleta dos animais foi realizada em piscicultura
comercial, onde lotes de B. orbignyanus, eram mantidos em trés tanques separados por
diferentes idades. No periodo reprodutivo da espécie, foram coletados cinco peixes
adultos (48 meses), identificados através do dimorfismo sexual da espécie. Para as demais
idades, (12 e 24 meses), coletou-se, 20 peixes de cada idade, para determinacdo do sexo
através de histologia. Ja no laboratorio realizou-se a coleta de sangue, seguido do abate
por seccdo da medula, e coleta das gbnadas para posterior analise histoldgica. O sangue,
apos coleta foi centrifugado, e o plasma coletado, para quantificacdo do perfil plasmatico
de E2, 17a-OHP, T e 11-KT. O Ez apresentou maior nivel (P<0,05), nos peixes 48 meses
(50,60 ng mlIY), justificando sua importancia no processo da vitelogénese e final da
maturacdo. A T ndo foi observada nos peixes 12 e 24 meses, sugerindo que esteja sendo
convertida totalmente em E» durante este estadgio de desenvolvimento. Ja nos peixes de
48 meses, a T esta envolvida no mecanismo de manutencdo dos odcitos estimulando o
processo final de formacdo e aquisicdo da competéncia maturacional, assim como 0s
niveis de 11-KT que sugere estar relacionada com a deposicao de lipideos pelo odcito e
0 comportamento reprodutivo, dos peixes apto a desova (48 meses). Quanto aos
resultados da 17a-OHP, que ndo apresentou diferenca entre as idades, confirma sua
importancia como precursor da 17,20 dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a, 203-DHP),
que atua para induzir a proliferacdo das oogonias por divisdo meiotica no ovario e também
estimula o final da maturacgdo, induzindo a desova. Nos peixes mais jovens (12 e 24
meses) 0s niveis de 170-OHP, quando relacionado ao estigio de desenvolvimento,
permite sugerir, que esteja atuando como precursor dos demais esterdides sexuais, (E2 e

11-KT), que estdo atuando em menores niveis nos peixes de 12 e 24 meses.

Palavras chave: Oogénese, peixes teledsteos, gonadotrofinas, GnRH, reproducéo
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INTRODUCAO

Em seu sentido mais amplo, oogénese € o processo pelo qual as células
germinativas primordiais (PGCs), transformam-se em o00citos prontos para serem
fertilizados. A oogénese pode ser, descrita em cinco etapas principais: (1) transformacéo
de PGCs em oogonia (diferenciacdo do sexo), (2) transformacéo de oogonia em odcitos
(inicio da meiose), (3) crescimento de odcitos sob prisdo meidtica, (4) retomada da meiose
(maturacdo) e (5) expulsdo do odcito do foliculo (ovulacdo). Podemos ainda, dividir o
ciclo reprodutivo em duas fases distintas, sendo que, a primeira fase compreende, as
etapas 1 a 3 e a segunda fase 4 e 5. (Yaron & Levavi-Sivan, 2011; Zohar & Mylonas,
2001; Zaniboni Filho & Weingartner, 2007; Mylonas et al., 2010).

Todas as interagdes durante o crescimento, inicio da puberdade e reproducéo, séo
decorrente das interages enddcrinas, entre o eixo gonadotrdpico e o eixo somatotropico,
cujos Hormonios de Crescimento (GH) parecem desempenhar um papel especifico na
fisiologia da puberdade, gametogénese e fertilidade (LeGac et al., 1993). Somado a isto,
os hormonios gonadotréficos (GTHs), Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) e
Hormonio Luteinizante (LH), ao atuar na gbénada, estimulam a sintese dos horménios
esterdides sexuais (androgenos, estrogénios e progestagenos), considerados os principais
efetores do desenvolvimento gonadal (Mylonas et al., 2010).

Entre os hormonios esterdides, o 17p-Estradiol (E2) € o melhor conhecido,
produzido pelas células foliculares, sob estimulacdo dos GTHSs, atua na proliferagdo das
oogonias por mitose, porém. Porem, seu principal papel € induzir a sintese hepatica e a
secrecdo da vitelogenina (Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010). Outro esterdide sexual
considerado de grande importancia no desenvolvimento gonadal e reproducdo das

fémeas, é 17a-hidroxiprogesterona (170-OHP) precursor do horménio indutor da
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maturagdo final e da ovulagdo (MIS), e estaria relacionada com o inicio das divisdes
meidticas na maioria das espécies (Nagahama 1997; Lubzens et al., 2010). A 17a-OHP ¢
produzida na célula da teca do foliculo ovariano, transportada através da membrana basal,
na célula da granulosa e convertida a /70, 20p-dihidroxy-4-pregnen-3-one (17a, 20p-
DHP) ou 77a, 20p-21-trihidroxy-4-pregnen-3-one (17a, 20B3-21-DHP) pela enzima 20/4-
hidroxiesteroide-desidrogenase (208-HSD) (Nagahama, 1997; Nagahama & Yamashita,
2008; Lubzens et al., 2010).

Os andrdgenos, testosterona (T) e 11-ketotestosterona (11-KT), séo considerados
hormdnios masculinos, porém, tem sido, observados no plasma de inUmeras fémeas de
teledsteos. No entanto, a verdadeira funcdo neste género ainda permanece sendo
investigada (Matsubara et al., 2005; Amaral, 2009; Tosaka et al., 2010). Quanto a 11-KT
sugere-se que desempenha um papel importante na deposicao de lipideo nos odcitos em
crescimento priméario (Lokman et al.,2007). Jaa T, participa como substrato na sintese de
E> e de 11-KT (Matsubara et al., 2005; Norris, 2007). Além de, desempenhar um papel
muito importante no “feedback” do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas (Lokman et al.,
2002; Matsubara et al., 2003).

Contudo, os efeitos precisos dos esterdides sexuais, sobre as fases de
desenvolvimento gonadal, estdo longe de estarem totalmente compreendidos, e dados
divergentes sdo relatados em funcdo da espécie, estado fisioldgico, esterdide gonadal
examinado ou o0s parametros reprodutivos monitorados. Tendo em vista 0s pontos
abordados, o objetivo foi caracterizar os niveis plasmaticos dos principais esterdides
sexuais (Ez2, 17a-OHP, T e 11-KT), de B. orbignyanus em fémeas de diferentes idades,

no periodo reprodutivo.

MATERIAL E METODOS
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DESENHO EXPERIMENTAL E COLETA DOS ANIMAIS

A coleta dos peixes foi realizada em uma estacdo de piscicultura comercial,
localizada no municipio de Paulo Lopes (Santa Catarina, Brasil). Foram coletadas
piracanjubas (Brycon orbignyanus), de diferentes idades (12, 24 e 48 meses),
provenientes da reproducdo de matrizes capturadas na Bacia do Rio Uruguai, mantidas
na propria piscicultura. Estes peixes, estavam estocados em trés viveiros de
aproximadamente 200m? cada, densidade aproximada de 0,300 Kg/m?, separados por
lotes de diferentes idades.

Durante o periodo de criacdo dos peixes, 0s mesmos foram submetidos ao manejo
didrio da piscicultura. Recebiam alimentagdo diariamente “ad libitum”, com ragéo
comercial extrusada de 32% de PB, a qualidade de &gua dos viveiros eram mantidas,
através da renovacdo de agua, adubacéo e calagem, conforme as necessidades observadas
nas analises realizadas.

No periodo reprodutivo da espécie, foram selecionadas cinco fémeas de 48 meses,
com caracteristicas, reprodutivas secundarias: abdome abaulado e papila urogenital
saliente e avermelhada. Para as demais idades (12 e 24 meses), coletou-se 20 peixes de
cada idade, para determinacdo do sexo através de histologia.

Posteriormente, a coleta dos peixes nos viveiros foram transferidos para o
laboratdrio. Local onde foram anestesiados por imersdo em agua com benzocaina
anestésica (ethyl-p-aminobenzoate), previamente solubilizada em etanol, na proporcao de
1g/20L de agua, e os dados morfométricos foram mensurados. Na sequéncia, amostra de
sangue, foi coletada por puncéo da vasculatura caudal, com uso de seringa de cinco ml e

agulha descartavel previamente heparinizada. O sangue coletado foi transferido para
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tubos “falcon 15 ml” previamente heparinizados, centrifugados por 10 min/3000 rpm. O
plasma foi separado, acondicionado em criotubos congelados, armazenados em
Nitrogénio Liquido, até 0 momento das analises dos horménios esterodides E2, 17a-OHP,
T e 11-KT.

Imediatamente, apos a coleta do sangue os animais foram sacrificados por sec¢ao
da medula, e suas gbnadas rapidamente removidas e imersas em solucdo fixadora,
formaldeido 4% tamponado e ap6s 12 horas, transferidos para &lcool 70% para posterior
determinagdo do sexo dos animais de 12 e 24 meses (NAKATANI et al., 2001). Os
procedimentos de coleta foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), sob protocolo de

autorizacgdo n° 23841.

DETERMINACAO DOS ESTEROIDES SEXUAIS

O nivel plasmético de E», 170-OHP, T e 11-KT, foram quantificados por
elisaimunoensaio (Enzyme Linked Ummuno Sorbent Assay — ELISA). As anélises foram
realizadas em duplicada com “kit” comercial de teledsteo para 11-KT (Cayman) e
humanos para E2, 170-OHP e T (Interkit). Todos estes ensaios foram realizados de acordo
com especificagdes do fabricante. A leitura das placas foram realizadas em leitora de
microplaca (Molecular Devices, SpectraMax 250) com comprimento de onda de 450

nandmetros para E2, 170-OHP e T e 405 nanémetros para 11-KT.

ANALISES HISTOLOGICAS DAS GONADAS
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Os Fragmentos das gbnadas coletados e fixados foram desidratados em séries
alcoolicas (70, 80 e 95% cada uma das séries durante 24 horas), infiltradas e incluidas em
historesina Leica (metacrilato glicol). Seccdes de 3um foram obtidas em um micrétomo
Leica RM2245 com navalhas de vidro e coradas com Azul de Toluidina. As laminas
foram analisadas para determinacdo do sexo dos animais de 12 e 24 meses em

microscopio Nikon E200.

ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises de resultados, os valores foram expressos em média + erro padrao
da média (M = EPM). Valores medios de cada pardmetro foram comparados levando em
consideragdo as trés diferentes idades: 12, 24 e 48 meses. As diferencas estatisticas foram
determinadas utilizando-se teste de normalidade dos dados da ANOVA seguida do teste
de comparacdo de média Tukey para todas as analises. Em todas as analises, diferencas

significativas foram consideradas quando P<0,05.

RESULTADOS

DADOS MORFOMETRICOS
Os peixes utilizados com as diferentes idades 12, 24 e 48 meses apresentaram
peso médio de 156,58 + 26,02; 246,74 + 83,58 e 1410,80 £ 197,79 g, e comprimento

total médio 22,94 + 1,40; 26,88 + 2,83 e 50,15 £ 2,92 cm, respectivamente.

ESTEROIDES SEXUAIS
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Os niveis plasméticos de 170-OHP, E>, T e 11-KT estdo expostos na Figura 1.
Todos os dados foram expressos como médias + Erro Padrdo da Média (EPM). O nivel
plasmatico da 17a-OHP, ndo apresentou diferenca (P>0,05) entre as idades 12, 24 e 48
meses das fémeas de B orbignyanus (Figura 1 — A). Em relagdo ao E> 0 maior nivel
(P<0,05), foi observado nos peixes de 48 meses, enquanto que o0s peixes de 12 e 24 meses,
néo apresentou diferenga (P>0,05) entre si (Figura 1 — B).

Quanto aos androgenos, o nivel plasmético de T foi observado somente nos peixes
com idade de 48 meses (Figura 1 — C). Ja o nivel plasmético da 11-KT, apresentou
comportamento semelhante ao do Ez, sendo o maior nivel (P<0,05) nos peixes de 48
meses, em relacdo, aos niveis dos peixes de idade 12 e 24 meses, que nao apresentou

diferenga (P>0,05) entre si (Figura 1 — D).

DISCUSSAO

Os ovarios de B. orbignyanus podem ser classificados como do tipo
“cistovariano”, com desenvolvimento sincrénico em grupo, apresentando pelo menos
dois estagios de desenvolvimento dos odcitos na estacdo reprodutiva, conforme
classificacdo proposta por Wallace & Seman, (1981).

Durante o processo de desenvolvimento gonadal, o ovario passa por diferentes
fases de desenvolvimento, imaturo, desenvolvimento inicial, apto a desova, regresséo e
regeneracao de acordo com proposto por Brown-Peterson et al. (2011).

O avanco das fases de desenvolvimento com o decorrer da idade é consequéncia
dos niveis hormonais observados. Os niveis de E», apresentado pelos peixes de 12 e 24
meses, evidenciam sua importancia, durante a primeira fase de desenvolvimento, mesmo

em niveis menores comparado aos peixes de 48 meses. Baixos niveis de E> séo suficientes
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para estimular a proliferacdo mit6tica das oogbnias, que entram em meiose, dando origem
a o0cito primario, que mesmo preso na préfase da primeira divisdo meiética, comeca a
crescer durante a puberdade dos peixes (Yaron & Levave-Sivan, 2011; Quaguio-
Grassiotto et al., 2013).

A importancia das concentragdes observadas nos niveis plasmaticos de E» durante
0 crescimento primario, e odcitos pré vitelogénico, oocito vitelogénico e momentos que
antecedem a liberacdo dos odcitos, ja foram demonstrados em vérias espécies de
teledsteos (Patifio & Sullivan, 2002; Estay et al., 2003; Modesto & Canério, 2003; Onuma
et al., 2003; Lubzens et al., 2010).

Os resultados dos niveis plasmaticos de E2 dos peixes de 12 e 24 meses sugere que
este esterdide sexual é produzido no ovario desde o estdgio inicial da oogénese. Este
resultado é coerente, com a observagdo de Miura et al, (2007), que estudando o papel dos
esteroides sexuais in vitro no inicio da oogénese em duas espécie de peixe Japanese
huchen (Hucho perryi) e carpa comum (Cyprinus carpio), descobriu que 0,1 ng ml de
E> é suficiente para induzir atividade mit6tica nas oogonia de ambas espécies.

Por outro lado, a alta concentracdo plasmatica nos niveis de E2 nos peixes adultos
48 meses, sugere que esteja relacionado ao crescimento secundario (ou vitelogénico),
caracterizado pelo sequestro de precursor do vitelo (vitelogeninas) e proteinas coribnica
(coriogeninas), produzidas principalmente pelo figado, sob estimulacdo de Eo,
comprovado pelo estagio gonadal observado na histologia. O vitelo se acumula no oocito,
promovendo o aumento do tamanho, responsavel por auxiliar o correto desenvolvimento
a partir do reinicio da meiose, ou processo de maturacédo. (Yaron & Levavi-Sivan, 2011;
Lubzens et al., 2010).

O nivel plasmatico de E2 nos peixes de 48 meses (50,60 + 4,49 ng mIY), esta acima

dos maiores niveis encontrados antes da desova em Rhandia quelen (9,01 + 1,21 ng miI?)
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Barcellos et al. (2001) e Salmo salar aproximadamente (20 ng mIt), King & Pankhurst,
(2003). Isto sugere, que estd ocorrendo uma maior atividade da enzima oP450arm,
responsavel pela conversdo da T em E; visto que, os niveis de T observados neste estudo,
estdo bem abaixo, quando comparado aos resultados apresentados pelos trabalhos
supracitados.

Os resultados dos niveis hormonais plasméticos da 17a-OHP, ndo diferiram entre
as diferentes idades do B. Orbignyanus ficando entre, 0,81 + 0,14 e 1,03 + 0,11 ng mI?,
estando proximos aos maiores niveis encontrado para o jundia (R. quelen) (0,94 e 0,97 ng
ml?), nos meses que antecederam a desova (Barcelos et al., 2001).

O hormdnio 17a-OHP é produzido nas células da teca do foliculo ovariano, que,
estimulada pelos GTHs, é transportada as células da granulosa e convertida a 17a, 20B-
dihidroxy-4-pregnen-3-one (17a, 20B8-DHP), hormonio conhecido como o horménio
indutor da maturacéo final e da ovulagédo (Maturation-Inducing Steroid, MIS) na maioria
dos peixes (Nagahama, 1997; Nagahama & Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010).

Analise in vitro demonstrou que a concentragdo de 1 ng/ml™* de 170, 20p-DHP,
foi suficiente para promover a sintese de DNA em ceélulas germinativas de ovarios,
resultando no aumento da abundéncia de complexos sinaptonémicos e aumento da
expressao de Spoll, indicando que 17a, 203-DHP atua para induzir meiose das oogonias
no ovario de peixes teleosteos, estando relacionado no inicio das divisdes meidticas
(Miura et al., 2007). Além disto, a 17a-OHP também & precursor de outros esteroides
sexuais, como T, consequentemente E> (Senthilkumaran et al., 2004; Domingos et al.,
2012). Justificando assim, a ndo diferenca entre os niveis da 17a-OHP entre as idades.

O nivel plasmatico da T, ndo apresentou concentracdo suficiente para detecgéo
nos peixes de 12 e 24 meses. Isto sugere que, grande parte ou a totalidade da T esta sendo

convertida em E», pois, 0s niveis de E», apresentados pelos mesmos peixes, é derivado da
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T que a camada de células da teca produz, libera no meio, e é absorvida pelas células da
granulosa, e atraves da enzima oP450arom aromatiza em E» (Kagawa et al., 1982;
Nagahama 1987; Nagahama et al., 1994; Yaron & Levavi-Sivan, 2011). Todavia, 0o
resultado da T nos peixes de 48 meses, sinaliza que a vitelogénese estd completa, uma
vez que de acordo com Kime, (1993), a T esta envolvida nos mecanismos de manutencéao
dos odcitos, apos, completa vitelogénese.

A T tem importancia crucial, no processo final de formagdo e manutencdo dos
odcitos, para a aquisi¢do da competéncia maturacional, isto €, capacidade do odcito pos-
vitelogénico em retomar a maturacdo, quando estimulada pelo MIS, o que, requer a
manutencdo dos niveis de T acima de um certo limiar (Patifio & Thomas, 1990; Patifio et
al., 2001).

Este papel desempenhado pela T no desenvolvimento final, ja foi demonstrado em
outras espéceis. Por exemplo: em Cyprinus carpio, a T varia positivamente com a
gonadotropina, sugerindo ter uma atuacdo na maturacdo final dos odcitos (Aida, 1988).
Perca fluviatilis tem altas concentracfes de T na desova e caem logo apds (Noaksson et
al., 2005). Em Seriola lalandi lalandi, as concentracdes de T s&o maiores durante a
vitelogénese e maturacao final dos odcitos (Poortenaar, 2001). E em Morone saxatilis, 0
aumento ocorre somente na migracéo da vesicula germinativa (Mylonas, et al., 1998).

Embora, 0 11-KT, seja considerado andrégeno masculino, em B. Orbignyanus foi
detectado no plasma das fémeas de todas as idades, assim como em fémeas de
Oncorhyncus Kisutch (Fitzpatrick et al., 1986), O. tshawytsha (Slater et al., 1994),
Anguilla spp. (Lokman et al., 1998) e R. quelen (Barcellos et al., 2001). Os resultados
obtidos nos peixes de 12 e 24 meses, permite sugerir que a 11-KT, possa desempenhar
um papel importante, na deposi¢do de lipideos dos odcitos em crescimento primario,

como observado por Lokman et al. (2007) em Anguilla australis. Além de uma atuagéo
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mais intensa, nos peixes adultos de 48 meses, em estagio final de maturagdo, embora o
nivel encontrado (4,740 + 0,759 ng ml™?), esteja bem inferior, aos niveis observados no
R. quelen, (91,2 + 5,61 ng mIY), durante o periodo de reproducéo, (Barcellos et al., 2001).

Portanto, no periodo reprodutivo da espécie B orbignyanus, as fémas
apresentaram uma relagdo direta entre os hormonios esteroides, e as fases de
desenvolvimento gonadal, onde elevadas concentragcdes plasmaticas de E», T e 11-KT,
nos peixes maduros (48 meses), reforcam a necessidade de nivel hormonal acima do
linear, durante a maturacéo final, e a proximidade da desova, comparado as menores
expressdes nos peixes em desenvolvimento (12 e 24 meses). Ja a ndo observagdo de
diferenca, nos niveis da 17a-OHP entre as diferentes idades, reforca sua participagédo
como precursora dos demais esteroides sexuais, além da 17a, 20p-DHP.
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Figura 1. Perfil plasmatico dos esterdides sexuais em fémeas de B. orbignyanus em
diferentes idades 12 (n=10), 24 (n=12) e 48 (n=5) meses, no periodo reprodutivo da
espécies. Resultado expresso em M + EPM. A — Perfil plasmatico da 17a-OHP; B — Perfil
plasmético de E>. C — Perfil plasmaético da T; D — Perfil plasmatico da 11-KT. Letras
diferentes acima dos histogramas indicam diferencas estatisticamente pelo Teste multiplo

de Tukey’s (P<0,05). (nd = inferior ao limite de deteccéo).
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Resumo: O objetivo foi descrever o nivel plasmatico dos principais esterdides sexuais,
17p-Estradiol (E2), 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), Testosterona (T) e 11-
Ketotestosterona (11-KT), em fémeas de piracanjuba (Brycon orbignyanus) submetidas
a inducdo a reproducdo. A coleta dos animais, foi realizada em piscicultura comercial.
Foram selecionadas cinco fémeas, observando as caracteristicas sexuais secundarias
abdome abaulado e papila urogenital saliente e avermelhada. Os peixes foram transferidos
ao laboratorio, anestesiados, coletado sangue, momento Pré Inducdo (PI), seguido da
inducdo a reproducédo por EHC, dividido em duas aplicacdes. Sete horas apds a segunda
dose, os oocitos foram obtidos por extrusdo. Os animais foram anestesiados e coletados
sangue, momento pos-extrusdo (PE). O sangue apds coleta foi centrifugado, e o plasma
coletado para quantificacdo do nivel plasmatico de Ez, 17a-OHP, T e 11-KT. A inducéo
a reproducao artificial, através da terapia hormonal, estimulou o aumento da T, 11-KT e
17a-OHP. A T e 11-KT atuam na manutencdo e maturacdo final do odcito, além do
comportamento reprodutivo. Ja o aumento da 17a-OHP reforga a importancia deste como
precursor da 170,208 dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a, 20B-DHP), responséavel por
promover a maturacdo final e desova natural. Isto sugere que a indugdo hormonal,
certamente promove o aumento do LH fundamental para estimular a acdo da enzima 20p-
HSD, responsavel pela conversdo da 17a-OHP em 17a, 208-DHP demonstrando assim,

a importancia destes hormonios.

key words: Extrato de hipdfice de Carpa, oogénese, peixes teledsteos, gonadotrofinas,

GnRH, reproducéo
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INTRODUCAO

A Piracanjuba (Brycon orbignyanus) é nativa das bacias formadas pelos rios
Uruguai e Parana (Zaniboni-Filho et al., 2006). Todavia, consta no Livro Vermelho das
espécies ameacadas de extin¢do da fauna de Minas Gerais (Machado et al., 1998), além
de, ser considerada criticamente ameacada, pela lista das espécies da fauna ameacadas de
extin¢do no Rio Grande do Sul (Marques et al., 2002).

E uma espécie reofilica, assim como, a maioria das espécies nativas de interesse
comercial do Brasil. A migracdo desencadeia Varios processos essenciais para 0 preparo
da reproducdo. Entretanto, a privacdo desse comportamento migratério quando mantidas
em cativeiro (viveiros de piscicultura) impede que esses peixes atinjam o preparo
fisiologico para a reproducdo natural. Estas disfungdes reprodutivas que ndo permitem a
reproducdo natural sdo corrigidas através da manipulacdo ambiental e/ou hormonal, que
possibilita a reproducdo artificial em sistemas de cultivo comercial (Zohar & Mylonas,
2001; Mylonas et al., 2010).

A fisiologia do ciclo reprodutivo é mediada pelo eixo hipotalamo-hip&fise-
gbnada, onde os estimulos para a reproducédo iniciam-se pelo hipotadlamo secretando o
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Kim et al., 2006), chegando a hipofise
estimula a secrecdo dos horménios gonadotroficos que atuam como fatores-chaves para
a regulacdo da reproducdo (Nagahama & Yamashita, 2008).

Os horménios gonadotroficos, Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) e Hormonio
Luteinizante (LH), chegam as gdnadas atraves da corrente sanguinea, e promovem 0
desenvolvimento de celulas germinativas e a producdo dos horménios esteroides (Hafez
et al., 2004).

Estes apresentam funcgbes fisiologicas fundamentais no desenvolvimento

oocitario. Estudos apontam que estas substancias sdo responsaveis pela qualidade dos
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gametas (Bode & Labbé, 2010). Além de, ser considerados um dos indicadores do
bloqueio da reproducéo em cativeiro (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010).

Dentre os esterdides sexuais, 0 mais conhecido é o Estradiol (Ez2), descrito como
responsavel pela indugdo na sintese e secrecdo hepética de vitelogenina (Grier et al.,
2009; Lubzens et al., 2010). J& o progestageno, 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP) € 0
precursor do /7a, 20p-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a, 203-DHP), considerado como o
esterdide responsavel pela inducdo a maturacdo final e desova de peixes teledsteos
(Nagahama, 1997; Amaral et al., 2007).

Em fémeas a principal funcdo do andrdgeno, testosterona (T), é atuar como
precursor da biossintese dos estrogenos, além de substrato para sintese da 11-
cetotestosterona (11-KT), considerado o principal andrégeno masculino, mesmo ja
relatado no plasma de inimeras fémeas de teledsteos, onde sua verdadeira funcéo, ainda
permanece sendo investigada (Matsubara et al., 2005; Tosaka et al., 2010).

Contudo, para B. Orbignyanus informacdes quanto a fisiologia reprodutiva na
indugéo a reproducdo sdo inexistentes, havendo estudos apenas no ambito nutricional,
criopreservacao de semen, morfologia do desenvolvimento ovocitario durante o ciclo
reprodutivo. Portanto, a compreenséo, da interacdo dos aspectos relacionados a fisiologia
reprodutiva é particularmente necessaria para aprimorar o manejo reprodutivo da espécie,
de forma a minimizar os efeitos negativos do estresse do cultivo em cativeiro e a
reproducédo induzida, que leva muitas vezes a perdas de reprodutores e baixa qualidade
dos gametas (Ganeco & Nakaghi, 2003).

Sendo assim, 0 objetivo foi avaliar os niveis plasmaticos dos principais esteroides
sexuais (E2, 17a-OHP, T e 11-KT), em fémeas de B. orbignyanus submetidas a inducéo

a reproducéo artificial.
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MATERIAL E METODOS

DESENHO EXPERIMENTAL E COLETA DOS ANIMAIS

Sessenta piracanjubas, machos e fémeas com idade de 48 meses, provenientes de
parentais selvagens, oriundos do Rio Uruguai, foram selecionados em uma piscicultura
comercial. Os animais, foram mantidos em um viveiro de 200m?, alimentados
diariamente “ad libitum”, com ragdo comercial extrusada com teor de 32% de PB e
granulometria de 4-6 mm. Os parametros de qualidade da agua foram mantidos conforme
manejo da piscicultura, através de renovacao de 4gua, adubacdo e calagem.

No periodo reprodutivo, foram selecionadas cinco fémeas, identificadas com
“tags”, observando-se caracteristicas sexuais secundarias: abdome abaulado e papila
urogenital saliente e avermelhada. Posteriormente, os animais foram transferidos para o
laborat6rio, mantidos em caixas d"agua 2000 L, com entrada de &gua constante, de 7
L/min.

Os peixes foram anestesiados por imersdo em agua com benzocaina anestésica
(ethyl-p-aminobenzoate), solubilizado em etanol, na propor¢do de 1g/20L de &gua,
previamente a inducdo hormonal e os dados morfométricos foram mensurados. Na
sequéncia, uma amostra de sangue, momento pré-inducdo (PI), foi coletada por puncéao
da vasculatura caudal, com uso de seringa de 5 ml e agulha descartavel previamente
heparinizadas. O sangue coletado foi transferido para tubos “falcon 15 mI” heparinizados,
centrifugados por 10 min/3000 rpm. Em seguida o plasma foi separado, acondicionado
em criotubos, congelados e armazenados em Nitrogénio Liquido, até o momento das

analises dos horménios esterdides E», 17a-OHP, T e 11-KT.
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O extrato de hipofise de carpa (EHC) foi usado para obtencdo dos gametas, na
posologia de 5,5mg/kg, divididas em duas aplicacGes com intervalo de 12 horas, 10%
inicial e 90% restantes. A agua se manteve na temperatura de 24°C, sete horas apos a
segunda dose, 0s odcitos foram obtidos por extrusdo, e em seguida os animais foram
anestesiados novamente, seguindo o mesmo protocolo anteriormente reportado, e
coletou-se nova amostra de sangue. O intervalo de coleta entre Pl e P6s Extrusdo (PE) foi

de 19 h e 30min.

DETERMINACAO DOS ESTEROIDES SEXUAIS

O nivel plasmético de Ez, 170-OHP, T e 11-KT, foram quantificados por
elisaimunoensaio (Enzyme Linked Ummuno Sorbent Assay — ELISA). As analises foram
realizadas em duplicada através de “kit” comercial de teledsteo para 11-KT (Cayman) e
humanos para E», 17a-OHP e T (Interkit). Todos estes ensaios, foram realizados de
acordo com especificagdes do fabricante, a leitura das placas foram analisadas em leitora
de microplaca (Molecular Devices, SpectraMax 250) com comprimento de onda de 450

nandmetros para E2, 170-OHP e T e 405 nanémetros para 11-KT.

ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises dos resultados, os valores foram expressos em média + erro
padrdo da média (M + EPM). Valores médios de cada parametro foram comparados
levando em considerag&o dois momentos de coleta, Pré-Inducdo (PI) e Pés-Extruséo (PE).

As diferencas estatisticas foram determinadas utilizando-se teste T (pareado) para todas
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as anélises. Em todas as analises, diferencas significativas foram consideradas quando
P<0,05.

Os procedimentos de coleta foram autorizados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), sob protocolo

de autorizagdo n° 23841.

RESULTADOS

O protocolo de inducéo a reproducéo artificial promoveu a desova de quatro das
cinco fémeas, resultando em 80% de sucesso na inducdo artificial a reproducéo, sendo

que o peso total da massa oocitaria variou entre 163g e 198g (Tabela 1).

ESTEROIDES SEXUAIS

O nivel plasmatico da 17a-OHP, aumentou (P<0,05) no momento PE em
comparacdo com o instante Pl (Figura 1 — A). Em relacdo ao E», ndo houve diferenca

(P>0,05) no momento Pl em relag&o ao instante PE (Figura 1 — B).

Quanto aos andrégenos, tanto o nivel plasmatico de T quanto da 11-KT das fémeas
de B. orbignyanus, foram maiores (P<0,05) no momento PE comparado ao instante Pl

(Figural—Ce D).

DISCUSSAO
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A intervencdo hormonal com EHC nos B. orbignyanus foi decisiva para obtencéo
na taxa de desova de 80%. Este é um panorama recorrente para espécies de teleGsteos
reofilicos, que em sintese, ndo ovulam e por consequéncia ndo desovam espontaneamente
em cativeiro (Zohar & Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010). Porém, a dindmica dos
hormonios esterdides decorrente dos hormonios LH e FSH, presente no EHC, foi decisivo
para atingir a maturacdo final (migracdo nuclear ou quebra da vesicula germinativa em
direcdo a micrdpila) que ocorre apds o estagio de odcito vitelogénicos dos B. orbignyanus,
foi mais bem compreendida neste estudo.

A ndo liberacdo espontanea dos odcitos pelo B. orbignyanus em cativeiro era
esperado, por ser espécie reofilica. De acordo, com Patifio et al. (2001) a aquisicdo da
capacidade de atingir a maturacdo final dos odcitos e desova requer concentracoes
hormonais acima dos padrdes basais. Conforme Honji et al. (2009), esta disfungdo esta
relacionada a alteragdes na liberagdo dos progestagenos e/ou na enzima 20p3-HSD e/ou na
sintese/liberacdo de LH quando mantidas em cativeiro.

Neste estudo, o LH presente no EHC, indiretamente foi identificado pelo aumento
do nivel hormonal da 17a-OHP em 3,7 vezes PE, comparado com o nivel no plasma em
B. orbignyanus PI. Este fato foi decisivo para a maturagéo final e consequente desovas
dos B. orbignyanus, ja que de acordo com Urbatzka et al. (2011), o LH desencadeia a
sintese dos hormonios 17a-OHP e 20f-dihydroxy-4-pregnen-3-one (Hormonio indutor
de maturagdo-MIH). Cabe ressaltar que o MIH, tem como precursor o 17a-OHP, através
da conversdo realizada pela enzima 20B-hidroxiesteroide-desidrogenase (20B-HSD),
modulada pela acdo do LH (Nagahama & Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010).

A confirmacéo de que os odcitos de B. orbignyanus haviam passado pelo processo
de vitelogenese, e que a mesma estava completa, ocorreu a partir do baixo nivel de E:

observado em PE e ndo alteracdo significativa nos niveis plasmaticos. Sabe-se que a
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vitelogénese esta completa, e os odcitos prontos para maturagdo final, quando, ocorre a
diminuicdo do nivel de E2 que é essencial para a retomada da meiose durante a maturagao
final dos odcitos (Yaron & Levavei-Sivan, 2011). O nivel baixo de E2 no momento PI
observado em B. orbignyanus, é antagdnico ao jundid (Rhamdia quelen), que apresentou
seus maiores niveis no més que antecedeu e logo apés, a primeira desova, e 0 menor nivel
nos meses de inverno, julho e agosto (Barcelos et al., 2001), por exemplo.

O nivel da T apresentou aumento significativo nos momento Pl e PE, durante a
inducdo a reproducdo artificial do B. orbignyanus, ou seja, levou a aquisicdo da
competéncia maturacional do odcito. Neste caso, a capacidade do odcito pds-vitelogénico
em retomar a maturacdo, quando estimulada pelo MIS, requer a manutencéo dos niveis
de T acima de um certo limiar (Patifio & Thomas, 1990; Patifio et al., 2001).

A T esté possivelmente envolvida nos mecanismos de manutencdo dos odcitos
uma vez que a vitelogénese seja completada (Kime, 1993), ou aumento da sensibilidade
ao GnRH pela hipofise (Trudeau et al., 1993), em preparacdo para 0 aumento pré-
ovulatorio do LH plasmaético. Portanto, se os niveis de T forem inferiores ao 6timo, a agdo
desse hormonio ndo pode ser produzida adequadamente (Garcia-Lopez et al., 2006).

Embora, o 11-KT, seja considerado andrégeno masculino nos teledsteos, foi
detectado no plasma das fémeas, assim como, encontrado em fémeas de Oncorhyncus
Kisutch (Fitzpatrick et al., 1986), O. tshawytsha (Slater et al., 1994), Anguilla spp.
(Lokman et al., 1998) e R. quelen (Barcellos et al., 2001). Ainda que, ndo se tem um
conhecimento preciso da funcdo da 11-KT, na fisiologia reprodutiva de fémeas, o
aumento promovido pela inducdo hormonal, seja necessario para estimular o rompimento
dos foliculos e liberacdos dos odcitos, além da alteracdo no comportamento no momento

da desova (Yaron & Levavei-Sivan, 2011).
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Portanto, os resultados permitem concluir que a inducdo a reproducao artificial de
B. orbignyanus, através do uso de extrato de hipdfise de carpa, promoveu aumento na
concentracdo dos hormdnios esteroides, 17a-OHP, T e 11-KT nas fémeas. Este aumento
nos hormonios esteroides, demonstra sua importancia na maturacao final e desova da
espécie em questdo, além de, reforcar o sucesso na utilizagdo do EHC, na inducdo a

reproducdo de espécies reofilicas.
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Tabela 1 — Distribuicdo morfométrica, ponderal e peso da massa oocitaria de B.

orbignyanus apos inducdo hormonal reprodutiva com extrato de hipofise de carpa.

ID CT(cm)  PESO (kg) DOSE TOTAL DE EHC (mg) PO (g)
F-4629 47,90 1,500 8,25 0,168
F-3035 54,01 1,900 10,45 0,159
F-4081 48,10 1,517 8,34 0,163
F-2513 48,15 1,530 8,42 0,198
F-2732* 48,25 1,545 8,50 0

ID: Identificacdo de cada animal; CT: Comprimento Total; PO: Peso da Massa de Odcitos; EHC: Extrato
de Hipofise de Carpa.
* N&o desovou.
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Figura 1. Perfil plasmatico dos esterdides sexuais em Brycon orbignyanus pré inducao
hormonal (P1) e pos extruséo PE). A — Perfil plasmatico da 17a-OHP (P<0,05); B — Perfil
plasmatico de E> (P>0,05). C — Perfil plasmético da T (P<0,05); D — Perfil plasmatico da
11-KT (P<0,05). Dados séo apresentados em média + e erro padrdo da média.
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4. CONSIDERACOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos nestes estudos, podemos concluir, que 0s
horménios esteroides estdo presentes nas diferentes idades e sexos, em todas as fases do
desenvolvimento gonadal, com diferentes concentracfes. Todavia, 0s niveis dos
androgenos T e 11 KT, nos machos de B. orbignyanus, reforcam a atuacdo diretamente
durante a espermatogénese final, espermiacdo e regressao, sendo a 11-KT necessaria para
0 inicio da espermatogénese e da producdo de esperma, desempenhando papel
fundamental na espermiacdo. Mesmo que 0s animais de 24 meses apresentam, todas as
caracteristicas de peixes aptos a liberar esperma ndo realizam liberagdo caracterizando
uma falca puberdade, comprovando assim, a importancia da 11-KT durante a
espermiacdo, logo, foi o Gnico horménio, que apresentou niveis inferiores em relacdo aos
peixes de 48 meses. A T tem como papel fundamental atuar como precursor do Ez> e 11
KT, o que é comprovado através dos elevados niveis de E> nos peixes de 12 meses, isto
demonstra a importancia deste horménio nos machos, sendo indispensavel em alguns
aspectos da funcéo testicular, especialmente na proliferacdo das espermatogbnias por
mitose. Ja a 17a-OHP, é essencial, como precursor da 170, 20B-DHP, T e E:
desempenhando um papel significativo na mitose e na meiose, além de ser essencial para
o estagio final de maturacdo, provavelmente participando da regulacdo no
comportamento reprodutivo.

As fémeas de B orbignyanus na estacdo reprodutiva, apresentaram uma
relacdo direta entre 0s hormonios esteroides, e a fase de desenvolvimento gonadal, onde
elevadas concentracGes plasmaticas de Eo, T e 11-KT, nos peixes maduros (48 meses),
reforcam a necessidade de nivel hormonal acima do linear, durante a maturacdo final, e a
proximidade da desova, comparado as menores expressdOes nOs peixes em
desenvolvimento (12 e 24 meses). J& a nao observacdo de diferenga, nos niveis da 17a-
OHP entre as diferentes idades, reforca sua participagdo como precursora dos demais
esteroides sexuais, além da 170, 20p-DHP.

A pesar dos niveis hormonais apresentarem niveis superiores, nos peixes de
48 meses, ndo é o suficiente para promover a desova espontanea, de forma natural
necessitando assim, a inducdo a reproducdo articial. Os resultados nos niveis hormonais
durante a inducdo a reproducdo artificial em B. orbignyanus, atraves do uso de extrato de

hipofise de carpa, promoveu aumento na concentracdo dos hormdnios esteroides, 17a-
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OHP, T e 11-KT nas fémeas. O aumento da 17a-OHP promovido pela indu¢éo hormonal,
reforca a importancia deste como precursor da 17a, 208-DHP, responsavel por promover
a maturacdo final e desova espontamia. Isto sugere que a restricdo a migracdo em cativeiro
dos peixes, gera bloqueio na atividade da enzima 20B-hidroxiesterdide-desidrogenase
(20B-HSD), corrigido pela inducao hormonal, que promove aumento do LH fundamental
para estimular a acdo da enzima 20B-HSD, responsavel pela convergao da 17a-OHP em
17a, 20B-DHP demonstrando assim, a importancia destes horménios, além de, reforcar o

sucesso na utilizacdo do ECH, na inducéo a reproducao de espécies reofilicas.
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7. APENDICE

Author Guidelines

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS (Updated February 2018)

Thank you for your interest in the Journal of Fish Biology (JFB). We look
forward to handling your submission.

To allow swift consideration of the work, JFB has relaxed some aspects of
manuscript formatting until a manuscript is resubmitted following review and provisional
acceptance for publication. So, please carefully follow these instructions to avoid
unnecessary delay and possible rejection of your paper, especially as some instructions
are new. The review process itself remains unchanged.

Contents
. Aims and Scope
. Submission Process
. Preparing Your Submission
. Ethical Considerations
. Editorial Policies and Journal Styles
. Publication Process After Acceptance
. Editorial Office Contact Details

1. AIMS AND SCOPE

The aim of JFB is to publish exciting, high quality science that addresses
fundamental questions in fish biology. All submissions must be original and not
simultaneously submitted to another journal.

We publish four categories of papers:

An Original Research Article: This contains new biological insight into any
aspect of fish biology, particularly those that report results and ideas of interest and value
for our wide international readership. Hence, the novelty of the content of manuscripts
should have relevance beyond a particular species or place in which the work was carried
out.

~N oo~ W (|

A Brief Research Communication: This covers any subject within the scope
of JFB, but should be confined to a single topical point or issue of progress, such as an
unusual occurrence, an interesting observation, a timely finding or an important technical
advance. Again, relevance beyond the species or locality under consideration is needed.

A Review Article: This is a concise, critical and creative article that
synthesizes and integrates available knowledge, and that stimulates topical debate and
new research. Authors should submit a synopsis (two pages maximum) of their paper to
an Associate Editor for consideration.

A Comment to the Editor: A brief comment on a recently published research
paper in JFB may be submitted for publication to the Editor-in-Chief. If accepted, it will
be sent to the original authors to provide an opportunity for a Reply that will be published
along with the comment. The following topics are usually not considered for publication
in JFB:

- Commercial fishery stock assessment.

- Basic studies on diet, reproduction, aquaculture techniques, new aquaculture
species or toxicology for a single species or a narrow geographic area, unless they have
broader significance/interest.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8649/homepage/ForAuthors.html#aims
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8649/homepage/ForAuthors.html#submission
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8649/homepage/ForAuthors.html#preparing
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8649/homepage/ForAuthors.html#ethical
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8649/homepage/ForAuthors.html#editorialpolicies
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8649/homepage/ForAuthors.html#publicationprocess
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8649/homepage/ForAuthors.html#editorialoffice
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- New markers, unless they are accompanied by detailed work focusing on
their usage and addressing relevant biological questions (e.g. population structuring,
parentage and genetic mapping).

Special Issues of JFB are also published. These regular issues usually
comprise either submissions on emerging topics that are specially commissioned by the
Editorial Team, or key contributions presented at the FSBI Annual Symposium.

2. SUBMISSION PROCESS

A submission to JFB implies that the content has not been submitted for
publication elsewhere or previously published except as either a brief abstract in the
proceedings of a scientific meeting/symposium, or MSc/PhD thesis.

All categories of manuscripts are submitted online at http://jfb.edmgr.com,
where a user ID and password are assigned on the first visit. Full instructions and support
are available on this site. The manuscript text (with pagination, line numbering and a
legible 12 pt font size) is uploaded as a text file (not as a .pdf). Separate files for any
Tables (text files) and Figures (ESP files) are uploaded to the website independently.
During submission, authors must identify an appropriate subject area (‘Select
Section/Category section) to assign a handling editor and suggest potential referees
(‘Suggest Reviewers’ section). Suggested reviewers are expected to be established
experts in the field and be independent of the research under discussion, including the
source of funding and the authors’ institutions. We strongly recommend that authors use
an ORCID iD (a unique author identifier) to help distinguish your work from that of other
researchers (for more details visit:  https://authorservices.wiley.com/author-
resources/Journal-Authors/submission-peer-review /orcid.html). If you experience
difficulty with your submission, please contact the Managing Editor at:
journaloffishbiology@btconnect.com (See Section 7).

3. PREPARING YOUR SUBMISSION

Authors should consult recent issues of JFB for examples of content,
emphasis and presentation. Authors whose first language is not English are encouraged
to have their manuscript carefully checked before submission by an expert in English or
a native English speaker. Wiley Editing Services (wileyeditingservices.com/en/) offer
expert help in English language editing, translation, manuscript formatting and figure
preparation to ensure that a manuscript is ready for submission.

As JFB serves an international community of fish biologists, some
conventions are required (see Section 5).

3.1 Preparing an Original Research Article

Authors may submit a manuscript using either UK or North American English
spelling, with the exception of exact quotations that are placed in quotation marks.
Accepted papers will be converted to UK English (the standard is the Concise Oxford
English Dictionary) during the production process. Latin words, e.g., a genus and species,
appear in italics. A cover letter is not mandatory.

An Original Research Article consists of 12 essential parts:

Title page

Abstract

Significance Statement
Introduction

Materials and Methods
Results

Discussion
Acknowledgements
Contributions



http://jfb.edmgr.com/
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Submission/orcid.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Submission/orcid.html
mailto:journaloffishbiology@btconnect.com
http://wileyeditingservices.com/en/
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References
Tables
Figures

When appropriate, submissions may include Supporting Information.

Title page

The title page must contain the following information:

1. Title of the paper, which should be short, informative and avoid any
geographical or regional references, unless they are fundamental to the scientific thrust
of the paper. If a species name is used in the title, we require a common name (if available)
followed by the full scientific name. See Wiley's tips for search engine optimization:
https://authorservices.wiley.com /author-resources/Journal-Authors/Prepare/writing-for-
seo.html;

2. The family (or formal) name by which each author is known plus the
initials for their given or familiar names (see Section 6 for criteria on author eligibility);

3. The address in full of each author’s primary affiliation (university,
research institute, etc.) as a numbered list below the Author list;

4. The corresponding author, their telephone number and their email
address. Where necessary, a footnote can be added stating that certain authors ‘... made
an equal contribution to this work’. An author’s current address can be added to a footnote
when different from that at the head of the page.

Abstract

The Abstract must be a concise and accurate summary of the significant
findings of the paper without any introductory or contextual information. Methods can
be identified only as part of a result (e.g., Respirometry revealed that exercise
increased...; GWAS identified a significant number of SNPs...). If a species name is used
in the Abstract, we require a common name (whenever available) followed by the full
scientific name.

A list of up to 6 descriptive Key Words (maximum 100 characters) in
alphabetical order follow the Abstract. Specific geographical (e.g., Baffin Island, Amazon
Basin) or regional references (e.g., south-east Asia) can be included here.

Significance Statement

The Significance Statement (no more than 75 words) will be available for
reviewers as part of the peer review process. It should explain the significance and
relevance of the findings of the manuscript to a broad readership and will ultimately
appear directly below the online title within the online table of contents. Suggested
content includes: an introductory sentence and/or why a problem/unanswered question
was important to address; what has been shown/what does the manuscript do to fill a gap
in our knowledge; what it means to the field as a whole. A Significance Statement may
undergo editorial revision.

Introduction

The Introduction alerts readers to literature relevant to the research
discovery. The originality of the research cannot be easily assigned without a proper
description of the relevant literature. Also, the Introduction must state the intent of the
research in the form of a research question or hypothesis so that no confusion arises as to
what advance in fish biology is being sought. Footnotes to the text are not allowed; any
such material should appear in the text as parenthetical matter.

Examples of text citations of references

Text citations of references use the style “author, date” and multiple
references are list in chronological order.
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For example: “...as demonstrated by McKenzie (2001) and by McKenzie &
Farrell (2010)’; “...as suggested previously in some works (Sloman, 2010), but not others
(McKenzie & Farrell, 2010)’; ‘...consistent with earlier studies (Blaber, 1975, 1988;
Prodohl, 1988; Lujan, 2011a,b)’. Three or more authors are cited with the name of the
first author followed by et al. (in italics): e.g., (Sloman et al., 2002) or Sloman et al.
(2002). Authors sharing the same surname and year of publication are distinguished by
their initials: e.g., (Young, L., 2012; Young, T., 2012).

Materials and Methods

The Materials and Methods may contain up to two levels of sub-headings
and must provide sufficient detail so that the work can be replicated by others. Established
methods can be simply referenced, preferably acknowledging the original work (rather
than a recent user of that method), even if minor changes have been made (which should
be described). Materials and Methods must also include information on how observations
were analysed to derive the quantitative results. Statistics should be based on independent
biological samples. Technical replicates should be averaged before statistical treatment
and not used to calculate deviation parameters. In the case of multiple comparisons (e.g.,
microarray data), the probability of false positives should be considered in the analysis.

Results

This section, which may contain up to two levels of sub-headings, presents a
concise and accurate description of the results of the research. Figures and Tables, which
are numbered consecutively in order of their mention in the text, increase the clarity and
conciseness of the result presentation, but should not excessively duplicate material. All
statements concerning quantitative differences between experimental conditions require
quantitative data and adequate statistical treatment. The deviation parameter, the number
of biological samples and the statistical procedures should be provided for each dataset
either in the main text or as part of a Figure or Table.

Discussion

The Discussion, which may contain up to two levels of sub-headings, is
intended to place the results into the broader context of existing literature so that the
significance, quality and novelty of the work can be established. The Discussion should
return to and address the original research question or hypothesis, as stated in the
Introduction. Excessive repetition of results should be avoided. The potential for future
work or a brief perspective on the findings can be included in the Discussion.

Acknowledgements

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship
should be listed here with their initial only and without titles or honorifics, e.g., A. P.
Farrell, not Prof. Tony Farrell. Thanks to editors and anonymous reviewers are not
appropriate. All sources of financial and material support for individual authors
(identified by their initials) funding in support of the research described must be declared
here when submitting the manuscript. Authors are responsible for the accuracy of their
funder designation. If in doubt, please check the Open Funder Registry for the correct
nomenclature: https://www.crossref.org/services/funder-registry/

Contributions

The contributions of each author (their initials only, e.g., A. P. F.) must be
listed here. Contributions include ideas, data generation, data analysis, manuscript
preparation and funding.

References

All published citations mentioned in the text, tables or figures must be listed
in the reference list, which includes all key elements of each reference, including the
names of journals in full. A manuscript title must appear exactly as in the original



https://www.crossref.org/services/funder-registry/
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publication. However, manuscript submissions are not required to use JFB reference
formatting, which will be corrected during the publication process if the article is
accepted. Examples of reference content requirements are shown below.

Journal Article: Lacomme, C. & Santa Cruz, S. (1999) Bax-induced cell
death in tobacco is similar to the hypersensitive response. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the USA 96, 7956-7961. doi.org/10.1111 /rego.12074

Online Article Not Yet Published in an Issue: Lacomme, C. & Santa Cruz,
S. (1999) Bax-induced cell death in tobacco is similar to the hypersensitive response.
doi.org/10.1111/rego.12074 An online article is cited by its Digital Object Identifier
(DOI), which remains valid and allows article tracking even after its allocation to an issue.
It has no volume, issue or page numbers.

Book: Sambrook, J., Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning:
a Laboratory Manual 2nd edn. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory
Press.

Chapter in a Book: Shah, J. & Klessig, D.F. (1999) Salicylic acid: signal
perception and transduction. In Biochemistry and Molecular Biology of Plant Hormones
(Hooykaas, P. P. J., Hall, M. A. & Libbenga, K. R., eds), pp. 513-541. New York, NY:
Elsevier Science.

Doctoral Thesis: These must have a permanent record of where they are held
(e.g. thesis has been lodged at the individual’s University or Institution Library as a
permanent addition to the collection there), e.g., Lockwood, S. J. (1972). An ecological
survey of an 0-group plaice population, Filey Bay, Yorkshire. Ph.D. Thesis. University
of East Anglia, Norwich, U.K.

Master’s Thesis: These must be readily available electronically and the URL
provided, e.g., Cox, G. K. (2010). Anoxic survival and cardiovascular responses of the
Pacific hagfish, Eptatretus stoutii. https://open.library.ubc.ca/ UBC clRcle.

Electronic References: These include references not subject to peer review
and formal publication and can be set out as shown given below. ICES (2016). Report of
the Baltic salmon and trout assessment working group (WGBAST).

ICES CM 2016/ACOM:09. Available at:

http://ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Expert%20Group%20Report
/acom/2016/WGBAST /wgbast_2016.pdf

Marshall, A., Bennett, M. B., Kodja, G., Hinojosa-Alvarez, S., Galvan-
Magana, F., Harding, M., Stevens, G. & Kashiwagi, T. (2011). Manta birostris. In IUCN
Red List of Threatened Species  Version 2013.2.  Available at
http://www.iucnredlist.org/details/198921/0 (last accessed 9 December 2013).

Tables

Tables are submitted as a separate text files (not pasted as images) and without
vertical lines. They complement but do not duplicate information contained in the text.
Tables are numbered in order of appearance, are self-contained and include the full
scientific name(s) of the species to which the table relates. The table caption should be
concise and descriptive, and understandable without reference to the main text. Statistical
measures such as S.D. or S.E. should be identified in the caption. Dimensions for the units
should appear in parentheses in the column headings and not in the legend or body of the
table. All abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: ¥, 1, §, 9, should
be used (in that order) and *, **, *** should be reserved for P-values.

Figures

Preparing Figures

Figures complement information contained in the text, but without
unnecessary duplication. Figures are submitted in digital format and as separate files.



http://ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Expert%20Group%20Report/acom/2016/WGBAST/wgbast_2016.pdf
http://ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Expert%20Group%20Report/acom/2016/WGBAST/wgbast_2016.pdf
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Native file formats are not accepted. They are listed consecutively in order of
appearance in the text. Figures that contain data are intended to accurately, clearly and
concisely represent the research results, while other figures may better orientate the
reader. A wide variety of formats, sizes and resolutions of high quality figures are
accepted for initial peer review. Labelling on Figures should be a sans serif font like
Helvetica. Multi-panel Figures are identified by lower case letters [(a), (b), etc.].

More information IS found at:
https://authorservices.wiley.com/asset/photos/electronic_artwork_guidelines.pdf

Line artwork (vector graphics) should normally be prepared in black and
white with shades of grey, unless colour is essential for clarity. Error bars and the method
used to derive them must be included in the caption. Line artwork must be saved as
Encapsulated PostScript (EPS) file. Photographs should illustrate something that cannot
adequately be displayed in any other manner. Electron and light microscope photographs
must embed a magnification as a scale bar. Staining techniques should be described in
the caption. Photographs must be saved as bitmap files (half-tones or photographic
images) as Tagged Image Format (TIFF) file.

Maps and charts should be contained within a frame and show either a
latitude and longitude or a single co-ordinate (N, S, E or W). The JFB standard for
geographical names, countries, seas, rivers, etc. is The Times Concise Atlas of the World.
London: Times Books.

Figure captions Figure captions are submitted as a separate text file along
with the Figures. A Figure caption is a concise and self-contained description of the figure
that can be understood without reference to the main text. They begin with a short title
for the figure, which include the full scientific name(s) of the species to which the
illustration relates. Any lines fitted through data points in the figure must be statistically
significant and be supported by the mathematical equation and statistical information (P-
values and R2 or R values). Keys to the symbols, formulae and regression values may be
included in the figure itself. Otherwise, symbols and abbreviations appearing in the figure
must be explained in the figure caption. The minimum reduction for a figure may be
indicated. If material has previously been published, authors must obtain permission from
the copyright owner (usually the publisher) to use any figure. Such usage should cite the
author in the caption (or text), e.g., ‘Reproduced with permission from Craig (1975).
Note: This requirement also applies to the reproduction of a previously published Table
or an extended quotation from material.

Supporting Information

Two types are accepted in JFB: files containing videos and animations, and
long datasets. Supporting Information contains information that is not essential to the
article but is a valuable addition by providing greater depth and background. Supporting
Information will be reviewed and will appear without typesetting. It is only hosted online
and may include datasets, tables, figures, videos, datasets, etc. The availability of
Supporting Information is indicated in the main text after the Acknowledgements, headed
“Supporting Information”. Short captions list the titles of all supporting material.
Supporting Information should be supplied as separate files, and not incorporated into the
main manuscript text file. Wiley’s FAQs on Supporting Information is found at:
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/manuscript-
preparation-guidelines.html/supporting-information.html

3.2 Preparing a Brief Research Communication

A Brief Research Communication should be confined to a single point or
issue of progress, such as an unusual occurrence, an interesting observation, a
particularly topical and timely finding or an important technical advance. It must have



https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/manuscript-preparation-guidelines.html/supporting-information.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/manuscript-preparation-guidelines.html/supporting-information.html
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relevance beyond the species or locality under consideration. First records should adhere
to best practices proposed by Bello et al. (2014) and should strive to aggregate and report
regional historical records for the same species. (Bello, G., Causse, R., Lipej, L. & Dulcic,
J. (2014). A proposed best practice approach to overcome unverified and unverifiable
"first records" in ichthyology. Cybium 38, 9-14.) JFB no longer considers short technical
notes describing molecular markers (e.g. microsatellites). A Brief Research
Communication must be no more than 5 printed pages (c. 2500 words of text) and
normally include no more than one (multi-panel) figure and one table. While it is
written in freeform without any headings, it must follow the same format as Research
Articles with respect to the Title, Authors and Affiliations, Abstract, Key Words,
Statement of Significance, Acknowledgements and References (see Section 3.1). The
Abstract is no more than 90 words.

3.3 Preparing a Review Article

Prospective authors will submit a synopsis (two pages maximum) of their
article to an Associate Editor or the Editor-in-Chief. The synopsis should outline why the
review is topical, its main points and objectives, and how it will stimulate debate and
research. When the proposal has been accepted, the authors will submit a manuscript
within a mutually agreed upon time and page limit. Review papers must conform to the
JFB Instructions for Authors in all respects, except for the heading requirements.

3.4 Preparing a Comment to the Editor

Comments must be no more than c. 750 words of text and deal with single
significant finding or point for discussion concerning recent published papers in JFB that
needs rapid publication. The submission should include a Title page, Main Text and
References (maximum four). It contains no Abstract, Key Words, Tables or Figures. After
satisfactory peer review, it will be sent to the original corresponding author for a Reply.
The reply will take the same form and will be peer reviewed. Publication will end the
debate.

4. ETHICAL CONSIDERATIONS

Ethical considerations for the use of animals

The use and treatment of fishes in research is a critical consideration and
Ethical and/or Animal Welfare permits/approvals must be listed in the Materials and
Methods. Also, contributors must complete a questionnaire when submitting their paper
on the Editorial Manager (‘Attach files’ page; questionnaire located at
pdf/jfb/JFBEthicsquestionnaire.rtf). Ahead of submission, authors will benefit greatly
from reading our Editorials on animal welfare:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/].0022-1112.2006.01035.x/full (2006) and
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1095-8649.2010.02900.x/full (2011).

Publication Ethics

The Fisheries Society of the British Isles (FSBI) considers that scientists
should avoid research threatening the conservation status of any species of fish that is
already regarded as threatened according to the IUCN Red List of Threatened Species
and the  associated  current Red List  Categories and  Criteria
(http://www.iucnredlist.org/technical-documents/categories-and-criteria) or which is
listed as such in a Red Data Book appropriate to the country or geographical area
concerned. In accordance with this view, papers based on such research will not be
accepted, unless the work had clear conservation objectives.

The acceptance criteria for all papers are research quality and originality, and
their significance to our readership. Except where otherwise stated, manuscripts are
single-blind peer reviewed. All submissions will be considered by the Editorial Board to
determine whether they fall within the scope of the journal. Manuscripts deemed by the



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-1112.2006.01035.x/full
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1095-8649.2010.02900.x/full
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Editorial Team to be either an inappropriate subject area for JFB, or of inadequate
scientific quality, or poor quality of English, will be quickly returned to authors without
review. A cover letter will explain the decision. JFB is a member of the Committee on
Publication Ethics (https://publicationethics.org/) and uses iThenticate’s CrossCheck
software to detect instances of overlapping and similar text in submitted manuscripts. Top
10 Publishing Ethics Tips for Authors are found at:
https://authorservices.wiley.com/author-resources /Journal-Authors/Prepare/publishing-
ethics.ntml. ~ Wiley’s  Publication  Ethics  Guidelines are  found  at:
https://authorservices.wiley.com/ethics-guidelines/index.html.

Submissions that are sent out for full external review of the scientific quality
and the contribution to Fish Biology will be assessed typically by at least two experts;
however, in extenuating circumstances (e.g., a delay caused by an overdue reviewer), the
Handling Editor may make a decision based on the comments of only one reviewer, in
addition to their own assessment of the manuscript. Any requested revisions to the
manuscript will have a time line and must be completed to the satisfaction of the Handling
Editor, who may consult with the original referees.

If a previously rejected manuscript has been invited to be resubmitted, the
manuscript will typically be sent to the same reviewers who saw the original version,
providing those reviewers are available. However, in some cases, the Handling Editor
may decide that it is not appropriate to re-invite one or more of the original reviewers
and/or may judge that a fresh reviewer is needed. While there is no time line for such
resubmissions, authors must recognize that the impact of their work, and hence its
suitability for JFB, may be lessened as knowledge advances with time. Wiley's policy on
confidentiality of the review process is available at:
https://authorservices.wiley.com/Reviewers/journal-reviewers/how-to-perform-a-peer-
review/general-and-ethical-guidelines.html

Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work.
Any person listed as an author, by definition, will have contributed substantially to the
article’s conception and design, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data. All listed authors will be contacted by email after a manuscript is submitted to
confirm their contribution. Listed authors should meet the following criteria:

1. Have made substantial contributions to conception and design, or
acquisition of data, or analysis and interpretation of data; given final approval of the
version to be published and have participated sufficiently in the work to take public
responsibility for appropriate portions of the content;

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for
important intellectual content; and

3. Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that
questions related to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately
investigated and resolved. Contributions from anyone who does not meet the criteria for
authorship should be listed, with permission from the contributor, in an
Acknowledgments section (for example, to recognize contributions from people who
provided technical help, collation of data, writing assistance, acquisition of funding, or a
department chairperson who provided general support). Prior to submitting the article all
authors should agree on the order in which their names will be listed in the manuscript.
(https://www.crossref.org/services/funder-registry/).

How individual authors specifically contributed to the work is listed in the
Contributions statement.

Additional authorship options
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Joint first and/or senior authorship: In the case of a joint first authorship a
footnote should be added to the author listing, e.g., ‘X and Y should be considered joint
first author’ and/or ‘X and Y should be considered joint senior author.’

5. EDITORIAL POLICIES AND JOURNAL STYLE

Abbreviations and acronyms: All abbreviations and acronyms must be
given in the fully expanded form on first mention in the text and in all figure and table
captions except for the small number of abbreviations and acronyms that are scientifically
accepted, e.g., DNA. Authors will find the following two publications helpful:

BSI (1967). Recommendations for Letter Symbols, Signs and Abbreviations:
BS 1991, Part I. London: British Standards Institute.

Baron, D. N. (Ed.) (1977) Units, Symbols and Abbreviations. A Guide for
Biological and Medical Editors and Authors, 3rd edn. London: The Royal Society of
Medicine.

Units: Physical measurements only use metric units in accordance with the
Systeme International d’Unites (SI), e.g., m, mm3, s (h and day are acceptable), g, m s—1,
g -1, mg 1-1 (not ppm), J (not calories).

The 24-h clock is used for time of day, e.g., 1435 hours, not 2.35 p.m.
Calendar dates use day month year, e.g., 15 June 1998.

Salinity has no units; do not use psu, %o or similar.

Ship’s speed is given in km h—1; knots (nautical miles h—1) can follow in
parentheses.

Latitude and longitude can be given either as degrees minute seconds, or
decimal degrees, at a level of precision proportionate to the accuracy of the fix. (0.1
second of latitude is equivalent to 185 m, but this decreases for longitude by the cosine
latitude).

Statistics, equations & mathematical expressions: Authors will find the
following editorials useful.

Equations and mathematical expressions: Journal of Fish Biology 82, 1771-
1772 DOI: 10.1111/jfb.12146 (2013); Reporting statistics: Journal of Fish Biology 78,
697-699 DOI: 10.1111/j.1095-8649.2011.02914.x (2011)

Where decimal values are given, the number of decimal places should be
proportional to the accuracy of the work. Thus, means and error (S.D., S.E., 95% C.L.,
etc.), should be to the same number of decimal places, e.g., 15.1 + 0.2 and not 15.1 +
0.19. In mathematical expressions, single letters (italic) are used for dimensions, qualified
by subscripts (roman) as required, e.g., mass (not weight) M, wet mass (Mw), length L,
fork length Lr (not FL), standard length Ls, index I, gonadosomatic index lg,
hepatosomatic index I, etc.

Statistics are presented as follows: name of test, test statistic with associated
degrees of freedom (d.f.; N.B. an F distribution has two d.f. values) and probability level
(P). Although ANOVA and regression are robust, the real P-values are likely to be
different from the precise values provided by the statistics program, because of violations
of the assumptions. If the manuscript clearly states that data conform fully to all the
assumptions of the statistical method used, then precise P-values can be cited with three
decimal places. Otherwise, P-values are normally limited to: > 0.05, 0.05, 0.01 and 0.001.
Confidence intervals (95% C.l.) can be provided for parameters estimated by ANOVA
and regression analysis. Where numerical resampling (e.g. bootstrapping) is used to
assess the statistical significance of a given parameter (e.g. Fsr), in addition to resulting
confidence intervals, the number of replicates should be also provided (e.g. 1000
bootstrap replicates).
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Species nomenclature, authority and nomenclature: The plural of more
than one individual of a single species is ‘fish’, but it is ‘fishes’ if there is more than one
species. First use of species names in the Title and Abstract must include common (if
available) and scientific names without describing the authority and date of authorship.
First mention of a fish species in the main text must include the common name (if
available) the binomial scientific name (in italics) and the describing authority and
date of authorship, e.g., rainbow trout Oncorhynchus mykiss (Walbaum 1792), not
(Walbaum, 1792). Naming authorities must appear in full except Linnaeus, 1758 e.g.,
Atlantic salmon Salmo salar L. No commas are necessary to separate either the common
name from the species, or the authority from the date. After this first mention, the
species should then ONLY be referred to by its scientific name. There should then be
no further reference to the common name, describing author or date. The genus name can
be abbreviated to a single letter (e.g., C. carpio and O. mykiss), except either at the start
of a sentence, or where confusion arises from multiple genera with the same first letter,
when genus is given in full or the first three letters of the genus provides a clear
distinction.

The use or absence of parentheses around the naming authority’s name
and date is covered by strict scientific rules. If the current accepted genus and species
name is the same as that given by the original naming author, the name appears without
parentheses, e.g., Pleuronectes platessa L. 1758, but if the current accepted scientific
name differs from that given by the original naming author, the original author’s name
appears within parentheses, e.g., Platichthys flesus (L. 1758).

Please see for correct scientific names and formatting of naming author:
Eschmeyer, W. N. (Ed.) Catalog of Fishes electronic version (15 November 2013).
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatmain.asp

Please see for accepted common names of fishes:

Wheeler, A. (1992). A list of the common and scientific names of fishes of
the British Isles. Journal of Fish Biology 41(Suppl. A), 17-26. doi: 10.1111/j.1095-
8649.1992.th05644.

Wheeler, A. C., Merrett, N. R. & Quigley, D. T. G. (2004). Additional records
and notes for Wheeler’s (1992) List of the Common and Scientific Names of Fishes of
the British Isles. Journal of Fish Biology 65(Suppl. B), 1-40. doi: 10.1111/j.0022-
1112.2004.00583.x

Nelson, J. S., Crossman, E. J., Espinosa-Perez, H., Findley, L. T., Gilbert, C.
R., Lea, R. N. & Williams, J. D. (2004). Common and scientific names of fishes from the
United States, Canada, and Mexico, 6th edn. Special Publication 29. Bethesda, MD:
American Fisheries Society.

Froese, R. & Pauly, D. (Eds) (2013). FishBase. World Wide Web electronic
publication. Available at http://www.fishbase.org/Search.php

FAO (2013). ASFIS List of Species for Fishery Statistics Purposes. Rome:
Fisheries & Aquaculture Department, FAO. Available at
http://www.fao.org/fishery/collection/asfis/en

Synonyms for a species require the following style: Eptatretus cirrhatus
(Forster 1801) Homea banksii Fleming 1822: 375 (original description; type locality:
South Seas; holotype: unknown); Bdellostoma heptatrema Muller 1836: 79 (original
description; type locality: South seas; holotype: unknown); Bdellostoma forsteri Muller
1836: 80 (original description; type locality: Queen Charlotte Sound, New Zealand,;
holotype: unknown). Conel, 1931: 76 Bdellostoma forsteri var. heptatrema. Muller, 1838:
174 (new combination); Bdellostoma cirrhatum. G unther, 1870: 511 (in part). Hutton,
1872: 87 (in part). Putnam, 1874: 160 (in part); Gunther, 1880: 27. (Note that species
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names that are modifications of an existing binomial, rather than an original description,
are separated from the author name by a full stop, Bdellostoma cirrhatum. Gunther, 1870:
511 (in part). [based in part on: Mincarone, M. M. & Fernholm, B. (2010). Review of the
Australian hagfishes with description of two new species of Eptatretus (Myxinidae),
Journal of Fish Biology 77, 779-801. doi: 10.1111/j.1095-8649.2010. 02661.x]

New species: The International Code of Zoological Nomenclature (Article
8.5, amendment) requires that a work bearing a new taxonomic name, issued and
distributed electronically must be registered in the Official Register of Zoological
Nomenclature (ZooBank) and contain evidence in the work itself of such registration.
Any manuscript dealing with the description of new species, genera, or family submitted
to JFB must be registered in ZooBank and the name of each new taxonomic name (e.g.,
new family, genus or species) should be added to ZooBank. Read http://zoobank.org/ and
associated video tutorials (http://zoobank.org/VideoGuide) and the Editorial on this
subject in JFB 90, 1167-1169.

Curation of taxonomic specimens: Name-bearing type specimens of taxa
that are described in the Journal of Fish Biology as new to science must be deposited in
recognized national or international institutions that can meet ICZN (2012) criteria for
Recommendations 72F.1-5 into the foreseeable future: ICZN (2012). The International
Code of Zoological Nomenclature, 4th edn. London: The International Trust for
Zoological Nomenclature 1999.

Other specimens used for taxonomic analyses should, wherever possible, be
deposited in appropriate scientific collections (e.g. museums and university collections,
or private collections when there is good evidence that these are adequately maintained),
with identifying catalogue numbers, so that they are accessible to the scientific
community for subsequent examination and taxonomic revision
http://iczn.org/iczn/index.jsp.

Distribution of paratype series among more than one recognized national or
international institution is at the discretion of the authors, but is encouraged for paratype
series whenever the paratype series can be split into two or more representative samples
for deposit at different institutions. Institutions and their official abbreviations are listed
in Eschmeyer’s Catalog of Fishes Online:
https://www.calacademy.org/scientists/projects/catalog-of-fishes and in Poss, S. G. &
Collette, B. B. (1995). Second survey of fish collections in the United States and Canada.
Copeia 1995, 48-70. http://www.jstor.org/stable/1446799

Genetic nomenclature: Authors are responsible for ensuring correct style for
naming genes, etc. to avoid delay publication at the final proofreading stage. To
differentiate genes, proteins etc., by fish origin, JFB uses the zebrafish system:
https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines.  On
first mention, the name of a gene, etc. should be given in full (roman) with its abbreviated
form immediately after in parentheses. Thereafter, an abbreviated format should be used,
as shown below.
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Full name Abbreviated form

Heat-specific protein-I gene hspl (all lower case italic)

Heat-specific protein-I Hspl (all roman, capital first letter)

Xxx-x microsatellite locus Gsp-1 (all roman, capital first letter of genus, followed

by: two first initials of species name and the clone
number; e.g. Gmo-1 for Gadus morhua)

ZZZ exon zzz-ex] (all lower case italic followed by -ex also italics
and a number for the exon number)
aaa intron aaa-inl (cf. exon)
Enhanced fluorescent green protein-N3 pEGFP-N3 (all roman capitals preceded by roman
plasmid lowercase p)
Bbb-x primer Gsp-1 (all italic, capital first letter of genus, followed

by: two first initials of species name and the clone
number; e.g. Gmo-1 for Gadus morhua)

Plasmids All roman
Mammalian heat-specific protein-I gene ~ HSP/ (all capital italic)
Mammalian heat-specific protein-I HSPI (all capital roman)

Sequence data: Descriptions of novel amino-acid sequences of proteins or
novel nucleotide sequences (e.g., primer sequences) are only be accepted if they carry a
statement that all the data have been deposited with an appropriate data bank, e.g., the
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) or GenBank Data Libraries, and the
database accession number must be given in the Materials and Methods. Data deposited
in genetic data banks should include: specimen catalogue numbers (for specimens
preserved in collections); a note identifying sequences that are derived from type
specimens; and the collection locality data. For taxonomic papers that refer to sequences
derived from specimens preserved in collections, authors should include a Table that
clearly links each sequence accession number with the specimen from which it was
derived. Sequences from type specimens should be clearly identified by bold text in this
table and the significance of the bold text explained as a table footnote. For appropriate
nomenclature for genetic sequences for type specimens please see: Chakrabarty, P.
(2010). Genetypes: a concept to help integrate molecular phylogenetics and taxonomy.
Zootaxa 2632, 67-68. http://www.mapress.com/zootaxa/2010/f/zt02632p068.pdf.
Sequences from holotypes are identified as hologenetypes, those from topotypes are
topogenetypes, and the genetic marker(s) used are incorporated into the nomenclature
(e.g. paragenetype ND2). Lengthy nucleotide sequences will only be published in the text
if, in the judgement of the Editorial Team, these results are of general interest and
importance. Where sequences are already published, reference to the original source will
suffice.

RAPD —randomly amplified polymorphic DNA: Papers submitted to JFB
must not include data generated by RAPD technology because conclusions derived from
them may be unreliable.

6. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE

Author Licensing

If a paper is accepted for publication, the author identified as the formal
corresponding author will receive an email prompting them to log in to Author Services,
where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be required to complete
a copyright license agreement on behalf of all authors of the paper. Authors may choose
to publish under the terms of the journal’s standard copyright agreement, or OnlineOpen
under the terms of a Creative Commons License. General information regarding licensing
and copyright is available here. To review the Creative Commons License options offered
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https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/licensing-open-access/open-access/onlineopen.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/licensing-open-access/licensing/licensing-info-faqs.html
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under OnlineOpen, please click here. (Note that certain funders mandate a particular type
of CC license be used; to check this please click here)

Self-Archiving Definitions and Policies: Note that the journal’s standard
copyright agreement allows for self-archiving of different versions of the article under
specific conditions. Please click here for more detailed information about self-archiving
definitions and policies.

Open Access fees: Authors who choose to publish using OnlineOpen will be
charged a fee. A list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s
compliance with specific Funder Open Access Policies.

Accepted Articles

The journal offers Wiley’s Accepted Articles service for all manuscripts. This
service ensures that accepted ‘in press’ manuscripts are published online shortly after
acceptance, prior to copy-editing or typesetting. Accepted Articles are published online a
few days after final acceptance, appear in PDF format only, and are given a Digital Object
Identifier (DOI), which allows them to be cited and tracked. After publication of the final
version article (the article of record), the DOI remains valid and can still be used to cite
and access the article.

Proofs

Once the paper is typeset, the author will receive an email notification with
full instructions on how to provide proof corrections. Please note that the author is
responsible for all statements made in their work, including changes made during the
editorial process — authors should check proofs carefully. Note that proofs should be
returned within 48 hours from receipt of first proof.

Colour figures

Please provide colour figures only when the colour provides additional
clarity. Otherwise figures should be in black and white. Colour figures will be published
free of charge.

Early View

The journal offers rapid publication via Wiley’s Early View service. Early
View (Online Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before
inclusion in an issue. Note there may be a delay after corrections are received before the
article appears online, as Editors also need to review proofs. Once the article is published
on Early View, no further changes to the article are possible. The Early View article is
fully citable and carries an online publication date and DOI for citations.

Access and Sharing

When the article is published online:

* The author receives an email alert (if requested).

* The link to the published article can be shared through social media.

* The author will have free access to the paper (after accepting the Terms &
Conditions of use, they can view the article).

* For non-open access articles, the corresponding author and co-authors can
nominate up to ten colleagues to receive a publication alert and free online access to the
article.

Measuring the Impact of an Article

To find out how to best promote an article, click here. Wiley also helps
authors measure the impact of their research through specialist partnerships with Kudos
and Altmetric.

7. EDITORIAL OFFICE CONTACT DETAILS

Managing Editor: Hilary Craig.
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