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Resumo

Estudos recentes realizados em tilapia Mogambicana (Oreochromis mossambicus)
sugerem a importincia da comunicagio quimica nas suas interagdes sociais, como o
comportamento de corte ¢ o estabelecimento de hierarquias sociais. Para estudar o efeito
da auséncia de detec¢io de estimulos quimicos na fungio reprodutora em machos desta
espécie, mediu-se em peixes andsmicos, sham e controlo o nivel de esterdides no
plasma, testou-se a poténcia olfactiva da sua urina, observou-se a morfologia interna dos
testiculos e contou-se o mimero de células somaticas ¢ germinais. A medigiio dos niveis
de testosterona (T) e 11-cetotestosterona (11-CT) no plasma foi efectuada atrevés de
radioimunoensaios, a observagio da morfologia interna e contagem de células nos
testiculos foi feita através da realizagiio de sec¢des histoldégicas com posterior coloragio
com Hematoxilina-Eosina ¢ a poténcia olfactiva da urina dos machos foi testada através
de electro-olfactogramas (EOG) em machos conspecificos. Apos uma semana, os niveis
de T e 11-CT diminuiram nos peixes andsmicos ¢ sham (machos em que foi simulada a
operagiio para inducio de anosmia). Nos testiculos dos peixes andsmicos houve um
retrocesso na espermatogénese, acompanhado por uma diminuigdo do nimero de
células germinais, apos duas semanas de anosmia, efeito este que persistiu até pelo
menos 30 dias apos a operagio. Efeitos semelhantes foram observados nos machos
sham. No entanto, a diminuigdo significativa na poténcia olfactiva da urina observada
em machos andsmicos, ndo ocorreu nos machos sham. Estes resultados sugerem a
existéncia de uma ligagio reguladora entre o olfacto e o desenvolvimento testicular nos
machos ¢ que a continua detecgio de estimulos quimicos sociais através do sistema
olfactivo é importante para a manutencio da fungio do sistema reprodutor — incluindo a

produgio de feromonas na urina — nos machos desta espécie.

Palavras-chave: Tilapia;, Oreochromis mossambicus;, olfacto; anosmia; feromona;

comunicagio quimica; endocrinologia; esterdides; testiculos; gametogénese.
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Abstract

Recent evidence suggests the importance of chemical communication in social
interactions, such as courtship behaviour and the establishment of social hierarchies, in
tilapia (Oreochromis mossambicus). To investigate the effect of the absence of chemical
stimuli on the regulation of reproductive function in males, we assessed plasma
androgen levels, the olfactory potency of the urine and the morphology, including
numbers of germ and somatic cells, of the testes of anosmic, sham-operated and control
males. The plasma levels of testosterone (1), 11-ketotestosterone (11-K'T) and cortisol
were measured by radioimmunoassays, the morphology and the germ and somatic cell
counts were assessed by histological sectioning with Haematoxilin-Eosin staining, and
the olfactory potency of the urine was assessed by recording the electro-olfactograms
(EOG) in conspecific males. After one week, the plasma levels of T and 11-KT
decreased in both anosmic and sham-operated fish. The testes of anosmic fish showed a
reduction in spermatogenesis accompanied by a decrease of the numbers of germ and
somatic cells after two weeks of anosmia, which persisted up to at least 30 days. Similar
trends were also seen in sham-operated males. However, a significant decrease in the
olfactory potency of the urine from anosmic males was seen which did not occur in
sham-operated males. These results suggest the existence of a regulatory link between
olfaction and testicular function in males; the continued detection of social chemical
stimuli via the olfactory system is important for the maintenance of reproductive system
function - including the production of the urinary pheromone - in the males of this

species.

Key-words: Tilapia, Oreochromis mossambicus;, olfaction, anosmia; pheromone;

chemical communication; endocrinology; steroids; testes; gametogenesis.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAOQO

Os peixes sflo o grupo mais ancestral dos vertebrados ¢ os mais abundantes em
termos de espécies e biomassa, tendo ja sido identificadas mais de 30 000 espécies
(Froese ¢ Pauly, 2008). Estes animais podem viver em lagos, rios, estuarios a mares ¢
oceanos, encontrando-se em quase todos os habitats aquaticos concebiveis, desde
nascentes que excedem os 40°C a aguas antarticas a menos de 0°C, e desde elevados
lagos nas montanhas até ao oceano profundo (Jobling, 1995).

Ao estarem num nivel inferior da escala evolutiva quando comparados com os
mamiferos, t&ém funcdes que sio normalmente menos complexas e mais faceis de
estudar, permitindo entender mecanismos para a mesma fungio que sdo mais complexos
em mamiferos (Fabacher e Little, 2000). Devido a isto e ao facto de, ao longo da sua
historia de vida, sofrerem adaptagSes comportamentais, bioquimicas, fisiologicas e
mofologicas, os peixes tém sido muito utilizados como modelo de estudos em diversas
areas como morfologia (Very e Sheridan, 2002), toxicologia, patologia, imunologia
(Villena, 2003) e genética (Gerlai, 2003), entre outras. Além das caracterisiticas acima
mencionadas, também muitas espécies estio bem adaptadas a condigdes de cativeiro
(Fabacher e Little, 2000), facilitando deste modo o seu estudo em laboratério.

A sua diversidade reflecte-se também numa ampla gama de processos e
estratégias reprodutivas (Redding e Patifio, 2000), que diferem entre espécies na forma
como 0s animais atraem parceiros sexuais, procedem a fecundagiio, asseguram e cuidam
das posturas. Em geral, o processo de reprodugio é ciclico e envolve a formagio e
maturagio dos gimetas, que culmina nas posturas e fecundagio dos ovos. Estes eventos
ciclicos sio mediados por alteragdes endodcrinas que controlam cada fase do ciclo
reprodutivo (Jobling, 1995).

Os sistemas olfactivo e gustativo nos peixes compreendem as principais vias
sensoriais para detec¢do e identificagio de estimulos quimicos no ambiente (Hara,
2000a) sendo cada vez mais utilizados no estudo da comunicagiio quimica. O sentido do
olfacto estd muito bem desenvolvido nos peixes e permite a deteccio de uma enorme
diversidade de compostos quimicos que sfo libertados para a agua através da urina,
fluidos gonadais, fezes, pele e brinquias (Liley e Stacey, 1983). Destes compostos
destacam-se algumas hormonas sexuais, incluindo esterdides, prostaglandinas e
respectivos metabolitos, que sio excretados para a dgua e detectados olfactivamente por

conspecificos influenciando por esta via o seu comportamento e/ou fisiologia da
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INTRODUCAO

reprodugiio actuando como feromonas hormonais (Stacey e Sorensen, 2002). O sistema
olfactivo participa ainda em diversos processos vitais como a detecgio e
reconhecimento de fontes de alimento, reconhecimento de rotas de migragio ¢
regulagio do sistema enddcrino e modelagdo do comportamento durante a reprodugio
(Hara, 2000b), sendo cada wvez mais utilizados como modelos de estudo de

comportamento relacionados com o olfacto (DeBose e Nevitt, 2008).

1.1. Reproducgio

1.1.1. Morfologia das géonadas e espermatogénese

Os peixes teledsteos sdo o grupe mais diverso de entre os vertebrados,
apresentande uma grande variedade de padrdes de reprodugio, desde espécies
gonocdricas (sexos separados) a hermafroditas sequenciais (protandricas ¢ protoginicas)
¢ hermafroditas simultineos. Também pode ocorrer reprodugio assexuada em espécies
partenogénicas, como ¢é o caso da Poecilia formosa (Oliveira, 2006). Esta complexidade
de estratégias da reprodugio nos teledsteos & reflectida na grande variedade na
morfologia das estruturas gonadais (testiculos e ovarios). No entanto, a nivel celular, os
peixes apresentam as mesmas estruturas fundamentais que os restantes grupos de
vertebrados (Redding e Patifio, 2000).

Nos machos, os orgdos envolvidos na reprodugio sio os testiculos que, nos
teleosteos, sdo geralmente orgios pares alongados (diferenciados por vezes em testiculo
anterior e posterior), adjacentes a bexiga gasosa que se estendem dorsalmente por quase
todo o comprimento da cavidade peritoneal. Os testiculos comunicam com o ducto
espermatico principal (vaso deferente) que termina na cloaca ou dnus (Billard, 1990;
Lahnsteirner, 2003). Os testiculos estdo circundados e suspensos por uma fina camada
de tecido conjuntivo denominada mesorquium. Apesar de poderem variar de espécie
para espécie, distinguem-se dois tipos basicos principais de estrutura testicular: tubular
¢ lobular, definidas com base na distribuigio e diferenciaciio das células germinais
(Grier, 1981; Billard et al., 1982).

Os testiculos tubulares (Fig. 1A) encontram-se apenas no grupo dos
Ateriniformes (e.g. Poecilia reticulata). Nestes peixes, os tibulos seminiferos estfio
orientados para uma cavidade/limen central, onde os espermatozdides sfio libertados.

As células germinais primarias estio localizadas no terminal cego dos tiibulos, enquanto
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que as células em estados mais desenvolvidos se encontram ao longo do tibulo em
direcgiio ao ducto espermatico (Nagahama, 1993).

Os testiculos do tipo lobular (Fig. 1B) sfo os mais comuns nos teledsteos e sdo
compostos por numerosos 1obulos, separados entre si por uma camada fina de tecido
conjuntivo fibroso e por compartimentos intersticiais. Estes compartimentos contém

células de Leydig, fibroblastos e vasos sanguineos e linfaticos (Nagahama, 1983).

Espermatogbénia

l

Espermatécito

l

Espermatidio

l

Espermatozdide

Célula de Sertoli

Ducto espermatico

>
w

Fig. 1. Diagrama representativo dos dois tipos de estrutura dos testiculos de peixes teleosteos. A)
tipo lobular. B) tipo tubular. (Adaptado de Nagahama, 1983). Para mais detalhaes, ver texto.

Os 16bulos contém células germinais em diferentes estados de desenvolvimento
(que produzem gimetas) ¢ células somaticas. A produgio de gdmetas masculinos &
denominada espermatogénese e inclui processos de proliferagio mitdtica, divisio
meidtica e diferenciagfio de células germinais, desde as células primarias diploides
(espermatogdnias), até aos gimetas maduros haploides (espermatozéides) (Redding e
Patino, 1993).

Durante o processo de proliferagio mitética, as espermatogdnias primarias

(SpgA) sofrem divisio mitdtica, passando a espermatogonias B (SpgB) que, por sua
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vez, se diferenciam em espermatdcitos primarios (Spel). (Fig. 2). Estes, por divisio

meidtica, originam duas células filhas, os espermatocitos secundarios (Spc 1I). Uma

segunda divisdo meidtica converte estes em espermatideos (Spd) que, por sua vez, se

vio diferenciar em espermatozdides, (Spz) através de um processo denominado

espermiogénese, no qual ha uma reorganizagio dos nicleos e citoplasma dos

espermatideos e também o desenvolvimento de flagelos (Nagahama, 1983; Nobrega et

al., 2008). Os espermatozodides maduros siio libertados no lumen central e, apods

espermiagdo - processo de remogido do citoplasma e organelos desnecessarios aos

espermatozoides - sdo conduzidos aos ductos deferentes que terminam na abertura

urogenital (Billard, 1990).

Fase de
Multiplicacéio

Fase de
Crescimento

Fase de
Maturagéio

LY 4

-

Y

Espermatogénia A (2n)
(Spg A)

!

Espermatogénia B (2n)
(Spg B)

!

Espermatécito | (2n)
(Spc )

{

Espermatécito Il (n)
(Spc i)

Espermatidio (n)
(Spd)
g Espermiogénese (n)
Espermatozéide (n)
(Sp2)

|

Fig. 2. Gametogénese em machos tilapia Mocambicana. Setas a preto indicam mitoses, a amarelo
indicam meiose e a azul espermiogénese. 2n, células diploides; n, células haploides. Barra de escala

=10pm.
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As células somaticas consistem em células de Sertoli (intralobulares) ¢ células
de Levdig (intersticiais) ¢ tém diferentes distribuigdes, consoante a espécie (Blazer,
2002). As células de Sertoli estfo directamente associadas as células germinais, as quais
sustentam fisicamente e alimentam, através da modificagiio do micro-ambiente quimico
(Redding e Patifio, 1993) e também participam na fagocitose e transporte de metabolitos
(Nagahama, 1983). As células de Leydig podem estar isoladas ou em pequenos grupos
nos intersticios dos lobulos e tém como fungdo produzir esterdides sexuais (como a
testosterona e 11-cetotestosterona). Este facto estd demonstrado por estudos
histoquimicos que mostram que a 17B-hidroxiesterdide desidrogenase (17B-HSD), é
uma enzima envolvida na sintese de hormonas esteroides, nestas células, em
vertebrados (Jasra ef al., 2007; Nobrega e Quagio-Grassiotto, 2007). Estes esterdides
sexuais activam a gametogénese e expressio de caracteres sexuais secundarios (Redding

e Patifio, 1993).

1.1.2. Regulacio endocrina da gametogénese

Nos teledsteos, o eixo hipotalamo-pituitiria-gonada (eixo HPG) regula o
desenvolvimento endocrino e a fungio reprodutora das gonadas durante todas as fases
de vida dos peixes (Fig. 3) (Weltzien et al., 2004). A detecgiio de estimulos sensoriais
externos ou internos induz neurdnios especializados no hipotalamo a libertarem pulsos
de hormona libertadora de gonadotropinas, GnRH, que, por sua vez, vai induzir a
secre¢do de gonadotropinas da glandula pituitaria, FSH - hormona estimuladora do
foliculo - ¢ LH — hormona luteinizante (anteriormente denominadas gonadotropinas [ e
Il - GTH I e GTH 1II) (Schulz ¢ Miura, 2002). Estas, por sua vez, estimulam a secrecio
de hormonas esterdides a nivel das gonadas e promovem a espermatogénese (Liley,

1969; Swanson ef al., 2003).
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Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Gonada

- Estimulo sensorial (visual, olfactivo, alimentar...) ou relégio interno:

oy b
[ HIPOTALAMO
| ek

[ PITUITARIA

JE:

/”— TESTiCULOS
Espermatogénese
Células de Células de Espermatogonia
Sertoli Leydig | Mitose
Regulacdo Sintese Espermatocito
da de @
Espermato- | [ Androgénios Mei
génese l elose

Maturacdo final

[ oW
Esperma

Fig. 3. Regulacio endicrina da espermatogénese pelo eixo hipotilamo-pituitaria-gonada (eixo
HPG). GnRH - hormona libertadora de gonadotropinas; FSH — hormona estimuladora do foliculo;
LH — hormona luteinizante; 17, 20B-P - 17¢, 20B-dihidroxi-4-pregnene-3-ona (cortesia de Huertas,
2008).

Os esteroides sexuais sfo responsaveis pela coordenagdo da produgio de
gimetas, comportamento sexual, fertilizagio e, por vezes, cuidado parental (Liley e
Stacey, 1983).

Nos machos, as principais hormonas esteréides envolvidas na reprodugiio sio
androgénios, que sio sintetizados nas células de Levdig (Yaron, 1995). A sua sintese
pode ainda ocorrer em células de Sertoli, que podem aumentar ou mesmo substituir a
sintese de esterdides por parte das células de Leydig (Pudney e Callard, 1984).

Os principais androgénios variam de espécie para espécie e do estado de
desenvolvimento das gonadas mas incluem, normalmente, a testosterona, 11-
cetotestosterona (11-CT) ¢ androstenediona (AD) (Borg, 1994). A testosterona promove
a diferenciagiio de células germinais {(Garcia-Lopez ef al., 2006), influencia a secrecéo
de FSH e LH em ambos os sexos (Dubois ef al., 1998) e também induz a formagéo de

caracteres sexuais masculinos (Liley, 1969). Este androgénio, apesar de ser funcional
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em muitas espécies, em outras funciona apenas como percursor da sintese de 11-
cetotestosterona (Liley e Stacey, 1983).

A 1l-cetotestosterona ¢ um potente androgénio nos peixes ¢ regula a
diferenciacgiio sexual das gonadas (Nakamura, 1981; Piferrer ef a/., 1993), o dimorfismo
sexual masculino (Borg, 1994), secrecio de gonadotropinas (Antonopoulou ef al., 1999)
¢ espermatogénese (Miura et al, 1996). Os peixes, podem ainda produzir nos testiculos
outro tipo de hormonas esterdides como estrogénios e progesteronas (17P - 17a-
hidroxi-4-pregnene-3-ona ¢ 17.20B-P -170,20B-dihidroxi-4-pregnene-3-ona) estando
estas Ultimas implicadas na maturagio dos gimetas (Fostier et al., 1983, Barry ef al.,
1993).

A clara correlagiio entre ciclos gonadais, niveis de esterdides gonadais e a
manifestaciio de comportamento reprodutor sugerem que as hormonas gonadais t&ém um
papel fundamental no aparecimento ¢ desenvolvimento do mesmo (Liley e Stacey,
1983). A relagdo temporal entre os androgénios do plasma e a desova/espermiagio
sugerem que estes regulam a expressdo de comportamentos reprodutores nos peixes.
Durante a época nio reprodutora, anterior a recrudescéncia testicular, os niveis de
testosterona e 11-cetotestosterona s3o baixos ou mesmo indetectaveis. Depois,
comegam a aumentar com o crescimento dos testiculos, espermatogénese e
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios masculinos, alcangando niveis
maximos antes ou durante a época de postura, apés a qual comegam a diminuir ¢ a
17,20B-P comega a aumentar (Borg, 1994).

Este padrio geral pode tornar-se mais complexo devido ao facto de estas
hormonas serem fortemente influenciadas por estimulos sécio-sexuais como interacgdes
sexuais com outros machos (Cardwell e Liley, 1991; Dijkstra et al., 2007), a presenga
de uma fémea activa reprodutora (Oliveira et al., 1996, Borges et al., 1998) e factores
associados a nesfing e cuidado parental (Detrich ef al, 2005, Rodgers et al., 2000;
Desjardins et al, 2008).

1.2. Comunicacio quimica
A comunicagdo ¢ definida como sendo a “interacc¢dio entre um sinalizador, que
produz um estimulo sensorial ou sinal, e um receptor, que adquire o sinal e toma uma

decisdio comportamental consequente” (Rosenthal e Lobel, 2003).
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Nos peixes, a comunicagiio pode ser visual (Gongalves et al., 2000), eléctrica,
sendo os Gnicos animais a utiliza-la (Armegard e Hopkins, 2003), acustica (Webb ef al.,
2008) mecanica (Sargent ef al., 1998), quimica (Hara, 1992), ou utilizagfio conjunta das
mesmas (Moller, 2002).

O conhecimento completo dos mecanismos envolvidos na comunicagdo quimica
implica o estudo, descricdo e compreensio de quatro aspectos principais: o sinalizador,
o estimulo quimico utilizado em questio, o receptor do estimulo quimico ¢ a resposta

derivada a deteccio deste (Fig. 4).
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Fig. 4. Exemplo de comunicacio quimica em peixes. O sinalizador emite um estimulo quimico (ex.
urina) que, ao ser detectado pelo receptor, provoca neste uma resposta, manifestada pela alteracio
da sua coloracio.

E dificil saber quando ¢ que os estimulos quimicos produzidos pelos peixes sio
sinais quimicos que evoluiram no contexto da comunicagio quimica entre individuos
(feromonas) ou simplesmente sfio bioproductos resultantes dos processos fisiologicos.
(Rosenthal e Lobel, 2005). O conhecimento e compreensio dos mecanismos envolvidos
na comunicaciio quimica comegou com Darwin (1887), que foi o primeiro a reconhecer
que odores libertados pelos organismos exerciam efeitos especificos nos conspecificos.
Desde entdo, a experiéncia pratica na determinagiio de respostas de organismos a
libertagiio de determinadas substincias por conspecificos, levou a definigio conceptual
de “feromonas”™ que, apesar de ter sofrido controvérsias ao longo dos anos, sfio definidas
actualmente como sendo “substincias libertadas por conspecificos provocando uma
resposta fisioldgica e/ou comportamental inata no receptor” (Stacey e Sorensen, 2002).

Nos peixes, além de células club, que libertam feromonas de alarme (Smith,
1992), existem alguns grupos, como os caracideos, que t&m tecido epidérmico glandular
de ambos os lados do pediunculo caudal coberto com escamas modificadas na barbatana

caudal que formam uma “bomba feromonal” (Bushmann e Burns, 1994). Em blenideos
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macho, a glandula anal liberta feromonas que sfio atractivas para as fémeas (Barata ef
al., 2002). Os peixes podem ainda libertar as feromonas via urina (Oliveira ef al., 1996;
Rocha e Reis-Henriques, 1996; Yambe et al., 2006), bilis (Truscott, 1983; Labadie ¢
Buzinski, 2006), fluidos gonadais (Lambert ef al, 1986) ou branquias (Vermeirssen ¢
Scott, 1996). A urina pode ser libertada em pulsos (Curtis ¢ Wood, 1991; Almeida et
al., 2005) e conter concentragdes elevadas de compostos feromonais (Barata ef al.,

2007).

1.2.1. Estimulos quimicos

Os estimulos quimicos utilizados pelos animais aquaticos sio normalmente
substincias solaveis que sfo libertadas directamente na agua. A sua difusio e
transmissdo € 10 000 vezes menor na agua que em terra, reduzindo dramaticamente o
espaco activo de recepgiio do sinal por parte do receptor, apoiando-se os peixes nas
correntes da agua, movimento do corpo, ventilagio das brinquias, para que o composto
se propague melhor (Rosenthal e Lobel ,2005).

As substincias identificadas até agora utilizadas na comunicagio quimica,
detectadas pelos peixes sdo aminoacidos livres, esterdides sexuais, acidos biliares e
prostaglandinas (Laberge ¢ Hara, 2001). A ac¢lo feromonal de esterdides,
prostaglandinas e seus metabolitos (feromonas hormonais) estd descrita para diversas
espécies de peixes, como gobideos, ciprinideos e salmonideos (Stacey, 2003), estando
envolvidas na sincronizagdo da reproducio dos peixes (Stacey e Sorensen, 2002). No
entanto, a sua fungfio feromonal sexual (desde a identificagio da feromona, acgio,
quantidade e via de excrec¢iio) apenas esta amplamente estudada principalmente em duas
espécies: o peixe-vermelho (Sorensen et al., 2005) e a lampreia (Li et al., 2003; Yun et
al., 2003). Contudo, também se t&m realizado ao longo do tempo estudos em outras
espécies de peixes como peixe zebra, carpa e tilapia (Souza et al., 1998; Kobayashi ¢

Nakanishi, 1999; Gerlach, 2006).

1.2.2. Recepgio dos estimulos quimicos

Estando imersos no seu ambiente fisico e quimico, os peixes detectam estimulos
quimicos através de dois canais principais de quimiorrecepgio, o paladar e o olfacto
(Bardach e Villars, 1974), sendo as feromonas detectadas exclusivamente pelo sistema

olfactivo (Handani e Doving, 2007). Nos teledsteos, os oOrglos olfactivos estio
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colocados normalmente na regifo dorsal da cabega, entre a boca e os olhos (Bardach ¢
Villars, 1974), ndo havendo contacto directo entre o sistema olfactivo e o respiratorio
(Hara, 2000b). A agua, contendo o estimulo quimico, forma uma corrente que passa
pelos orgios olfactivos, circulando na camara olfactiva, através das narinas de entrada ¢
saida de agua (Zeiske ef al., 1992).

O sistema olfactivo contém trés componentes neuroanatomicos: o epiltélio
olfactivo, os bolbos olfactivos ¢ os terminais olfactivos no telencéfalo ¢ hipotalamo. O
epitélio olfactivo cobre a superficie da roseta olfactiva, localizada no par de capsulas
nasais, que contém células de suporte nfio sensoriais ¢ neuronios primarios sensoriais,
também designados neurénios do receptor olfactivo (ORNs) (Valentincic e Koce,
2000). Estes dividem-se em tr8s classes, ciliados (forma alongada, compridos),
microvilosos (forma alongada, curtos) e crypr (forma ovoide), e respondem a
informagio de odores exteriores detectados pelo epitélio olfactivo (Morita e Finger,
1998; Hansen e Zielinski, 2005). Estes neurdnios possuem finos axonios que terminam
no bolbo olfactivo em estruturas sinapticas especificas, designadas glomérulos. Nestas
estruturas, milhares de axonios fazem contacto com alguns neurdnios secundarios
(células mitrais) que, por sua vez, sio projectados para regides mais centrais do cérebro,
no telencéfalo e hipotialamo, através do tracto olfactivo medial (medial olfactory tract -
MOT) e do tracto olfactivo lateral (lateral olfactory tract - LOT) (Fig. 5) (Hamdani e
Doving, 2007). Pouco se sabe acerca do processamento da informagio proveniente de
odores, no entanto, acredita-se que o glomérulo olfactivo processa a identidade do odor
através de um sistema de mapeamento espacial, suplementado por um esquema de
codificagio temporal (temporal coding scheme), como ja observado em insectos
(Laurent 1999). Existe também a possibilidade de odores com especial significado,
como as feromonas, serem discriminados por receptores especializados e vias neuronais

agsociadas (Stacey ¢ Sorensen, 2002).
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Fig. 5. Sistema olfactivo periférico e organizacic neuronal no bolbo olfactivo de um teledsteo.
Células do receptor olfactivo (OR) estiio distribuidas ao acaso no epitélio olfactive. As ORs
convergem no glomérulo olfactivo (GL) localizado em regides segregadas do bolbo olfactivo e
transmitem informaciio através das células mitrais (MI). GR, células granulares (Adaptado de
Hara, 2000a).

A natureza e fungiio das feromonas hormonais sido conhecidas devido a
utilizagio do Electro-olfactograma (EOG), que é a técnica mais utilizada para
monitorizar respostas olfactivas a estimulos (Hara, 2000b). Esta técnica extracelular,
mede alteragdes de voltagem transepitelial que representam a resposta total a todos os
potenciais criados pelos varios receptores epiteliais (Fig. 6) (Hara, 1994; Scott e Scott-

Jonhson, 2002).
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Fig. 6. Registo de um EOG num macho de tilapia. O peixe permanece anestesiado com MS222
dissolvido em agua, que lhe irriga constantemente as branquias. O estimulo é adicionado através de
um tubo colocado perto do epitélio olfactivo. A mudanga na voltagem do epitélio olfactivo ¢ medida
pelos registos do eléctrodo colocado junto do epitélio (eléctrodo de registo) e do eléctrodo colocado
na pele junto & narina (eléctrodo de referéncia). A voltagem é amplificada e filtrada e o sinal
gravado digitalmente.

Adrian e Ludwig (1938), foram os pioneiros em trabalhos de electrofisiologia no
sistema olfactivo e, desde entio, os peixes t&ém sido organismos modelo em estudos de
quimiorrecepgdo em geral (Silver et al., 1976; Schneider et al., 1999; Barata et al.,
2007).

Estudos electrofisiologicos mostram que esta técnica reflecte de forma exacta a
sensibilidade e especificidade olfactiva do sistema olfactivo a diferentes odores
(Hubbard ef al., 2003; Sietkes e Li, 2004; Miranda ef al., 2005). Existem também
estudos de ablacio olfactiva (anosmia) que comprovam que o sistema olfactivo medeia
as respostas a feromonas sexuais, sendo extremamente sensivel a estas (Pottinger e
Moore, 1997; Kobayashi et al., 2002; Saether ef al., 2007). No entanto, nio se sabe se
outros sistemas quimiossensoriais também detectam feromonas (Sorensen, 1992).

Esta técnica é bastante importante no estudo de feromonas hormonais pois
permite determinar a sensibilidade ¢ especificidade do orgiio olfactivo de uma espécie a
uma ampla gama de odores e, quando combinada com estudos quantitativos de
libertagio de feromonas, permite a previsdo do espago activo de uma feromona no local

onde é langada (Sorensen et al., 2000).
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1.2.3. Resposta aos estimulos

A detecgiio de estimulos quimicos evoca nos receptores respostas, incluindo
procura de alimento (Derby e Sorensen, 2008), sinais de alarme (Smith, 1992; Speedie e
Gerlai, 2008), percep¢io do tamanho dos individuos (Giaquinto e Volpato, 2005),
migragio (Sorensen et al., 2003), predagio (Brown e Godin, 1999) e reprodugiio (Barata
et al., 2008a). Na reprodugio, a comunicagio quimica permite o reconhecimento de
conspecificos (Moller e Serrier, 1986; Magurran ¢ Ramnarine, 2004), reconhecimento
da prole (Vives, 1988; Russock, 1990), percepgio do estado reprodutivo (Souza et al.,
1998; Miranda et al., 2005), sincronizagfio fisica e fisiologica entre machos e fémeas
(Liley e Stacey, 1983) e ainda estabelecimento de hierarquias sociais e agregagio entre

machos (Cubitt ef al., 2008; Gongalves-de-Freitas ef al., 2008).

1.3. Tilapia mocambicana

1.3.1. Biologia de Oreochromis mossambicus

A tilapia Mogambicana (Fig. 7), Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) é um
ciclideo da ordem Perciformes, divisdo Teleostei (Trewavas, 1983) originario de lagos ¢
rios da costa Este de Africa (Bruton e Bolt, 1975), no entanto, apés a sua introdugiio na
aquacultura, evadiu-se para outros locais e estabeleceu-se noutros paises da Asia e

América do Sul (Lowe-McConnell, 1991).

Fig. 7: Macho adulto de Oreochrontis mossambicius (© Aldin Ekenberg, 2005).
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Esta espécie é eurihalina e tolera temperaturas entre 8-42 °C, baixos niveis de
oxigénio dissolvido na agua e elevados niveis de didoxido de carbono, o que lhe permite
viver numa ampla gama de habitats, desde rios equatoriais ¢ subtropicais a pantanos,
lagos, lagoas e estudrios, estando limitada apenas pela profundidade da agua, vivendo os
adultos até 12m de profundidade (Bruton e Bolt, 1975).

A sua alimentacio ¢é essencialmente a base algas e fitoplancton mas pode ser
detritivora, herbivora, carnivora e, em espécimes de maiores dimensdes, existem
registos de canibalismo (De Silva ef al., 1984).

Os adultos tém normalmente 15-20 cm de comprimento, sendo o seu maximo
registado de 39 cm (Wohlfarth e Hulata, 1983). O seu crescimento 6ptimo ocorre aos
30°C de temperatura (Price et al., 1985) e existe um acentuado dimorfismo sexual,
tendo os machos um crescimento mais rapido que o das fémeas (Bruton e Bolt, 1975) e
atingindo maiores dimensdes para a mesma idade. Os machos possuem ainda as
barbatanas anal e dorsal de maiores dimensdes e maxilas mais robustas que as fémeas
(Oliveira e Almada, 1995).

Tal como na alimentagio, esta espécie tem uma grande plasticidade na sua
biologia reprodutiva. A maturidade sexual ¢é atingida aos 15 cm de comprimento ou 4-6
meses de idade, mas peixes em cativeiro podem colocar posturas com apenas 6-7 cm ou
2 meses de idade (Cnaani ¢ Hulata, 2008) e, acima de 22°C, podem-se reproduzir
durante todo o ano. Durante a época de reprodugiio, os machos agregam-se em arenas,
sobre substratos arenosos e fazem covas pouco profundas, denominadas areas de desova
ou leks, as quais defendem de eventuais intrusos (De Silva e Sirisena, 1988). As fémeas
por sua vez, escolhem um ou mais parceiros e desovam na(s) area(s) protegida(s) por
este (s), recolhendo posteriormente os ovos fertilizados na boca para os incubar numa
area separada dos leks (Barlow, 1991). Com o aproximar das fémeas, os machos
realizam comportamentos bastante caracteristicos, como escavar o substrato, tremer ou
circundar a fémea (Baerends e Baerends van Roon, 1950).

E uma espécie de elevada importincia comercial, tanto na pesca como na
aquacultura, sendo conhecida devido ao seu sabor e facilidade de cultivo como a
“galinha aquatica” (Coward e Little, 2001). E também utilizada em aquariofilia ¢ pesca
desportiva (Froese e Pauly, 2008).

A sua facilidade de cultivo devido & sua capacidade de adaptagiio a diversos
ambientes e elevada reproducio fazem com que seja um importante modelo

experimental, sendo cada vez mais utilizada em investigacdo cientifica em areas como a
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genética (Wang e Tsai, 2006), comportamento (Oliveira e Candrio, 2000), reprodugio

(Coward e Bromage, 2000) e comunicagio quimica (Almeida et al., 2005).

1.3.2. Comportamento reprodutor e comunicacio quimica em Oreochromis
mossambicus

Segundo Liley e Stacey (1983), a terminologia “comportamento reprodutor”
abrange todas as actividades envolvidas na reproducio. Em peixes teledsteos, os
padrdes de comportamento reprodutor vio desde a simples libertagio de gimetas na
proximidade de conspecificos, até interacgdes sociais complexas, que incluem defesa e
preparagiio de ninhos ou territdrios (Desjardins et al., 2008), hierarquias, formacio de
pares (Sogabe e Yanigisawa, 2008), desova (Carolsfeld et al., 1997) e cuidado parental
(Bender et al., 2008).

Em espécies com fertilizagio externa, podem-se distinguir dois tipos de
comportamento: pré-desova e desova (Liley e Stacey, 1983). Comportamentos de pré-
desova incluem actividades de corte, procura, atracgio e excitagio de um potencial
parceiro sexual (Middaugh et af, 1981). Podem ainda incluir respostas ndo sexuais
como a preparagiio ¢ defesa de um local de ninho ou territério. Na desova, machos e
fémeas sincronizam directamente o seu comportamento para poderem coordenar a
libertagiio dos gametas, seja na deposicio dos ovos ou na libertacio do esperma (Ripley
¢ Lobel, 2005; Frisch ef al, 2007).

Em O. mossambicus, os machos estabelecem uma hierarquia social, em que os
dominantes desenvolvem uma coloragiio escura e defendem agressivamente o seu lek
(Miranda ef al, 2005). Em cativeiro, esta hierarquia pode ficar estabilizada durante
varios dias (Turner, 1986; Oliveira e Almada, 1998). A existéncia desta hierarquia tem
um efeito no seu sucesso reprodutivo, ocupando os machos territoriais locais mais
centrais da arena, que sfio preferenciais das fémeas (McKaye ef al., 1990)

Esta estrutura esta positivamente correlacionada com os niveis de esterdides
sexuais contidos na urina dos machos (Oliveira et al., 1996; Oliveira ¢ Almada, 1998),
tendo os machos territoriais niveis mais elevados de esterdides sexuais, aumentando a
sua taxa de libertacio de urina quando se envolvem em disputas agressivas (Barata et
al., 2007). A urina dos machos dominantes (territoriais) constitui um odor mais potente
para o sistema olfactivo, que a urina de machos subordinados (nfo territoriais) (Frade et

al.,2003) sabendo-se também que os machos dominantes armazenam mais urina na
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bexiga que os subordinados. Verifica-se, deste modo, que a urina constitui um veiculo
de sinalizagio do seu sfafus na hierarquia social (Oliveira ¢ Almada, 1996). Por outro
lado, os machos conseguem avaliar o estado reprodutivo das fémeas através da detecgio
de substancias libertadas na urina destas, e do auxilio de informacéo visual (Miranda et
al., 2005).

As fémeas, por sua vez, t&m uma grande sensibilidade olfactiva a substancias
libertadas na urina dos machos (Frade ef al., 2002) podendo assim avaliar a sua posi¢io
na hierarquia { Almeida et al., 2005). Um estudo recente revela que as fémeas té&m uma
clevada sensibilidade olfactiva a um composto aminoesterol sultafatado (sulfated
aminosterol-like), presente em maior abundincia na urina de machos territoriais que em
ndo-territoriais (Barata et al, 2008b). A urina contém, portanto, substincias que
funcionam como feromonas, permitindo aos machos sinalizar o seu sfafus social, e
aceder ao estado reprodutivo das fémeas, sendo a sua detecco fundamental para o

sucesso reprodutivo desta espécie.

1.4. Objectivo do trabalho

Os estudos realizados na espécie (J. mossambicus indicam que a detecgiio de
estimulos quimicos veiculados particularmente pela urina de conspecificos pode ser
fundamental para o seu sucesso reprodutivo. A hipoétese subjacente a este trabalho é que
a anosmia (perda de olfacto) e consequente auséncia de detecgiio de estimulos quimicos,
podera induzir efeitos a nivel reprodutor nos machos. Assim, o objectivo deste trabalho
¢ avaliar o efeito da anosmia: 1) nos niveis de esterdides sexuais no plasma, 2) na

maturagio das gonadas e 3) na poténcia olfactiva da urina produzida pelos machos.
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2. MATERIAL E METOQODOS

2.1. Obtencao dos espécimes

Para este estudo foram utilizados machos adultos de ). mossambicus (Peters
1852), com cerca de 20 cm de comprimento, mantidos em familias em laboratorio (um
macho para quatro fémeas) para se tornarem e manterem territoriais. Os individuos
foram colocados em aquarios com aproximadamente 2001 de dgua, a 27°C, arejamento
continuo, com uma janela de vidro e substrato de areia, fotoperiodo de 12h e
alimentagiio com ragio comercial para ciclideos (Nutrafin basix®; Rolf C. Hagen, Inc.,

Montreal, Canada).

2.2. Indugio de anosmia

Os machos foram anestesiados em agua contendo 100mg.1™" de éster etilico de
acido 3-aminobenzodico (MS222), colocados num suporte almofadado em forma de V,
enrolados em papel absorvente himido de modo a cobrir todo o corpo a excepgio da
cabega e opérculos. Durante a operagio, os peixes foram anestesiados por via oral, com
dgua contendo 100mg.1™ de MS222, através de um tubo de silicone colocado na boca,
que mantinha as branquias irrigadas. Com o auxilio de um bisturi, removeram-se os
anéis cartilagineos circundantes das narinas e os dois epitélios olfactivos foram
queimados com um cauterizador de ponta fina (modelo AAll, Aaron Medical
Industries, Inc., St Petersburg F1, USA). Aos peixes foi aplicado posteriormente um
anti-séptico local (Betadine®, ASTA Medica Produtos Farmacéuticos, Lda, Lisboa,
Portugal) nas narinas. Nos machos sham, o procedimento aplicado foi semelhante, no
entanto, em vez de se cauterizar o epitélio olfactivo, fez-se a cauterizagio da pele a

volta da narina, deixando o epitélio olfactivo intacto.

2.3. Recolha de urina e plasma

Para a recolha de fluidos corporais os machos foram ligeiramente anestesiados
com MS222. A urina foi recolhida apertando gentilmente a area imediatamente acima e
anterior a cavidade urogenital. O sangue foi retirado com o auxilio de uma seringa

heparinizada por pungio da veia caudal. As amostras de sangue foram centrifugadas a
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3000 rotagdes por minuto (rpm), durante 5 min para separar o plasma, ¢ colocadas
individualmente em frascos de vidro e congeladas a -20°C. Nos machos controlo, as
recolhas foram efectuadas na semana anterior 4 operagdo para se tornarem andsmicos ou
sham. Nos machos tornados anosmicos ou sham, as recolhas foram efectuadas uma
semana apos as operagdes. No total, foram recolhidas 16 amostras de machos controlo,

12 amostras de machos andsmicos e 13 amostras de machos sham.

2.4. Quantificacdo de esteroides livres no plasma

2.4.1. Extraccao de esteroides

A extracgio de esterdides livres no plasma para posterior realizagio de
Radioimunoensaios (RIAs) foi baseada no protocolo de Scott ¢ Candrio (1992). Para tal,
foram utilizadas aliquotas de 100ul de plasma, recolhidas de machos controlo,
andsmicos e sham, como anteriormente descrito. Os 100ul de plasma foram colocados
em tubos de extracgio, aos quais foram se adicionaram 3ml de éter dietilico e procedeu-
se 4 sua agitagio em vortéx durante 5 minutos. Os tubos foram posteriormente
centrifugados a 200 rota¢Ses por minuto (rpm), 5°C, durante 5minutos. Neste passo,
formaram-se 2 fracgdes: uma orginica, que continha os esterdides livres, ¢ uma aquosa,
com os restantes componentes do plasma. Para a separag¢io das duas fracgdes, os tubos
foram colocados em azoto liquido durante 10 segundos (congelando deste modo a fase
aquosa) e o sobrenadante (com a fase organica) transferido para novos tubos de ensaio
de vidro de 3ml que foram colocados em banho-seco, a 42°C, para evaporagio do éter.
Aos tubos de extracgiio, adicionaram-se novamente 3ml de éter dietilico, repetindo
todos os passos até a evaporagdo a 42°C. Apds a evaporagio, ressuspenderam-se os
esterdides livres em 1ml de tampio gelatina (0,5g gelatina, 0,50ml tampio fosfato,
500ml agua desionizada), para posterior realizagiio de RIAs para a testosterona (1), 11-

cetotestosterona (11-CT) e cortisol (F).

2.4.2. Quantificacio dos esterdides
A quantificagio de esterdides livres no plasma foi feita através da técnica de
Radioimunoensaio (RIA). Esta técnica envolve a ligagio competitiva entre um antigénio
nio marcado radioactivamente - hormona que se quer quantificar, previamente existente

na amostra - com um antigénio marcado radioactivamente - hormona marcada que &
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adicionada a amostra em estudo - a um anticorpo de elevada afinidade, também ele
adicionado & amostra. Quanto maior for a concentragio de antigénio na amostra, menor
a concentragiio de antigénio marcado que se liga ao anticorpo, menor a radioactividade
medida no fim do ensaio (Fig. &).

Para a realizagfio desta técnica, numeraram-se tubos de plastico (Sarstedt Ref*
73.1055) em duplicado e estes foram colocados num suporte metalico (Sarstedt Ref®
95.1012) da seguinte forma: PadrSes: S1-S12; Branco: B; Maximo: M; Total: T;
Controlol: C1; Amostras: 1-79; Controlo2: C2. Para a obtencio das concentragdes de
esteroides, realizou-se uma curva padriio obtida a partir de uma solugdo Stock da
hormona a determinar, de 0,5mg/ml etanol. A partir desta solugio, realizaram-se
diversas diluigdes com tampéio gelatina de modo a que os tubos S1-812 ficassem com as
concentragdes finais de: 500, 250, 125, 100, 50, 25, 10, 5, 2.5, 2, 1 e 0.5 pg/tubo num
volume total de 100ul. Também aos tubos B, M e T foram adicionados 100ul de tampio
gelatina. Aos tubos 1-79, adicionaram-se 100pl das diferentes amostras de hormonas
esteroides préviamente extraidas do plasma. Aos tubos C1 e C2 adicionou-se¢ a mesma
composigio que o padrio S6, para verificar que nio ocorriam alteragdes nas
concentragdes ao longo do tempo, aquando da adigiio de carvdo activado as amostras.
Preparou-se uma solugio com hormona marcada - T, 11-CT ou F (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), de modo a que em 100ul da
solugdo marcadora tivessem pelo menos 1500 contagens por minuto (cpm) no contador
de cintilagdes. Adicionaram-se 100pl desta solugiio aos tubos B. Posteriormente,
adicionou-se a solugfio o anticorpo correspondente a hormona em questio, de modo a
que a sua concentragio ficasse na diluigdo a qual se verifica 50% de ligagio maxima
(Max. Binding 50%). Adicionaram-se 100l desta solugdo a todos os tubos, excepto aos
tubos B. Deixaram-se as placas com os tubos a incubar durante a noite no frigorifico.
Preparou-se uma solugio de carvio activado com (),0825g de dextrano e 0.825g de
carvao activado em 55ml de tampiio gelatina. Também esta solugio ficou durante a
noite no frigorifico. Adicionaram-se posteriormente 250ul de solugiio de carvio
activado a todos os tubos, excepto aos tubos T aos quais se adicionou 250ul de tampio
gelatina. 12 minutos apos se ter iniciado a adigio do carvio activado, centrifugaram-se
os tubos durante 12 minutos, a 2000rpm, a 4°C. Apos a centrifugaciio, transferiu-se o
liquido contido nos tubos do ensaio para tubos de cintilagio (Sarstedt 73.680 HD-PE) e

adicionaram-se 4ml de liquido cintilante (Ecolite, ICN Biochemicals, Costa Mesa) a
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cada um. Os tubos foram posteriormente levados para o contador de cintilagSes
Beckman (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA), onde cada tubo foi posto a contar
durante 3minutos, na gama de radiagio f, sendo o resultado obtido em contagens por

minuto e posteriormente convertido para ng/ml através de uma folha de calculo.
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Fig. 8. Exemplo de uma curva padriio de um RIA, mostrando percentagem de ligaciio da hormona
ao anticorpo (% Ligacio) em funcio da concentracio de hormona dos tubos padrio (pg/tubo).

Nos tubos, o antigénio marcado (Ag*) compete com o antigénio ndo marcado
(Ag) da amostra pelos locais de ligagiio no anticorpo (A¢). Quanto maior a quantidade
de Ag na amostra, maior a quantidade de Ag* que fica livre nos tubos. Ao se adicionar
carvio activado as amostras, este vai ligar-se ao Ag* livre e deste modo separar-se do
complexo Ag*-Ac em suspensio. Assim, quando se leva as amostras para o contador de
cintilagdes, as amostras com maior quantidade de Ag vio ter menor cintilagdo, devido
ao Ag* ter ficado aderido ao carvio activado e ser este o causador da cintilagdo nos

tubos.

2.5. Recolha e histologia das gonadas

Para as analises histologicas, sacrificaram-se 13 machos controlo (ndo
operados), 13 andsmicos e 9 sham e removeram-se os testiculos, fazendo uma incisio
na regifio ventral, desde a cloaca até a regido do opéreulo e retirando, com o auxilio de
um bisturi, os 6rgios em questio. No caso dos machos andsmicos e sham retiraram-se
as gonadas dos machos 15 e 30 dias apods a operagio. Os testiculos foram divididos nas

regides anterior e posterior, sendo estas guardadas separadamente em cassetes, fixadas
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em solugdo de Bouin e, apos 24h, colocadas em etanol 70%. As cassetes contendo os
testiculos foram colocadas num copo metalico, colocadas num processador de tecidos
no qual foram sujeitas ao seguinte programa de desidratagdo e impregnagfio: 1-etanol
70%, 10 min; 2- etanol 95%, 30 min; 3- etanol 95%, 30 min; 4- etanol 100%, 1h; 5-
etanol 100%, 1h; 6- 50%Xilol/50% Etanol, 1h; 7- Xilol 100%, 1h; 8- Xilol 100%, 1,5h;
9- 50%Parafina/50% Xilol, 2h; 10- Parafina 100%, 2h. Apods terem passado pelo
processador de tecidos, incluiram-se as amostras em blocos de parafina, e com o auxilio
de um micrétomo, efectuaram-se secgdes de 7um, sendo estas posteriormente colocadas
em ladminas. A desparafinacio, rehidratagio, coloragio com Hematoxilina-Eosina,
desidratagdo e montagem foram feitas da seguinte forma: 1- Xilol 1, 15 min; 2- Xilol II,
15 min; 3- Etanol 100%, 5 min; 4- Etanol 95%, 5 min; 5- Etanol 70%, 5 min; 6- Agua
destilada, 5 min; 7- Hematoxilina de Harris, 30 segundos; 8- Agua corrente da torneira,
10 min; 9- Agua destilada, 5 min; 10- Eosina, 30 segundos; 11- Agua destilada/2gotas
acido acético, 2 min; 12- Etanol 70%, 5 min; 13-Etanol 95%, 5 min; 14- Etanol 100%, 5
min; 15- K-Clear I, 10 min; 16- K-Clear II, 10 min. Procedeu-se entio & montagem das
laminas com DPX (resina) e estas foram deixadas a secar o/n. Os tecidos foram
posteriormente analisados ao microscopio optico procedendo-se a identificagio e
contagem do numero de células germinais existentes em cada lobulo, contabilizando as
células existentes em seis lobulos por campo de visio, num total de 3 campos
diferentes. Baseado no estudo de Schulz et al (2005) foram identificados os seguintes
tipos de células: Espermatogonia A (Spg A), Espermatogénia B (Spg B), Espermatocito
I (Spc I), Espermatocito II (Spc II), Espermatidio (Spd), Espermatozoide (Spz) e ainda
se identificaram e contabilizaram as células somaticas de Sertoli e de Levdig, bem como

o nimero de grupos (clusters) de células de Leydig.

2.6. Medicdo da poténcia olfactiva da urina

A poténcia olfactiva da urina foi medida através de EOGs realizados em machos
de O. mossambicus com cerca de 20cm de comprimento, provenientes de um sfock em

laboratorio.

2.6.1. Preparacio dos estimulos de urina
Os estimulos foram preparados no dia da experiéncia, utilizando frascos de vidro

lavados previamente com agua acidificada, sendo as amostras de urina descongeladas ¢
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diluidas em agua da torneira desclorada e filtrada por carvio, de modo a que a sua

concentragio final fosse de 1:10 000 (viv).

2.6.2. Registo dos EOGs

Para a mediciio da poténcia olfactiva da urina de machos de tilapia, procedeu-se
a gravagio de EOGs segundo o método utilizado por Hubbard et af (2002). Os machos
controlo foram anestesiados por imersdo em dgua contendo 150mg.I" de anestesiante
MS222 ¢ imobilizados com uma injecgo intramuscular de galamina (3mgkg™ em 0,9%
solugdo salina), um bloqueador neuromuscular. Os peixes foram envolvidos em papel
absorvente hiimido e colocados num suporte almofadado em forma de V, e as branquias
irrigadas com agua contendo MS-222 50mg.l”", através de um tubo de silicone colocado
na boca. Com o auxilio de um bisturi, removeu-se um dos anéis cartilagineos
circundante de uma das narinas. O epitélio olfactivo foi continuamente irrigado com
agua desclorada da torneira filtrada por carviio, via um sistema de gravidade (6ml.min’
" que terminava num pequeno tubo de vidro, colocado perto da roseta olfactiva. A
irrigacdo foi mantida até ao final da experiéncia. O sinal da voltagem foi amplificado
através de um pré-amplificador DC e head-stage (NL102, Digitimer Ltd, Welwyn
Garden City, UK) e subsequentemente filtrado acima de 50 Hz (NL125, Digitimer Ltd)
e amplificado (NL106, Digitimer Ltd, Welwyn Garden City, UK: amplificagdo final
1000x). O sinal foi entio digitalizado (DigiData 1322A, Molecular Devices Litd.,
Wokingham, Berkshire, UK) e gravado no computador, pelo sofiware AXOSCOPE
versdo 9.2 (Molecular Devices Ltd., Wokingham, Berkshire, UK.) Os eléctrodos foram
feitos a partir de pipetas de vidro de borossilicato, preenchidas com 0.9% NaCl/4% agar
(didmetro da ponta 80-100um) e introduzidas num suporte de microeléctrodos, cheio
com KCI 3M, que fez a ligagiio a uma ponte salina de Ag/AgCl. O eléctrodo gravador
foi colocado perto do epitélio olfactivo na regifio central enquanto que o eléctrodo de
referéncia foi suavemente colocado na pele junto a narina e ligado a terra através da

sonda do amplificador.

2.6.3. Adicdo dos estimulos
As solugdes que continham os estimulos foram introduzidas na corrente de agua
que irrigava o epitélio olfactivo do peixe, através de uma valvula de 3 vias por um

periodo de 4s. Os estimulos foram dados com pelo menos um intervalo de um minuto,
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para que houvesse lavagem completa da cavidade nasal de modo a evitar possiveis
efeitos de acomodagio aos estimulos. Estimulos de branco (solugio que continha
apenas a agua que irrigava o epitélio durante a experiéncia) e solugiio padrio de L-
serina 10°-M foram dados em intervalos regulares (a cada 6 amostras) durante o
periodo de registos para verificar que o peixe ndo perdia a sensibilidade olfactiva ao
longo da experiéncia. O EOG resultante foi gravado num computador contendo o
software apropriado {Axoscope 1.1, Axon Instruments, Inc., Foster City, CA, USA).

Cada amostra foi testada trés vezes, em trés peixes diferentes.

2.6.4. Normalizacao das respostas olfactivas

A amplitude do pico da fase inicial de cada EOG foi medida em milivolts. A
média da 1% e 2° respostas ao branco foi subtraida as respostas de cada estimulo, e
também 2 resposta a L-serina 10”°-M. Apos isso, os valores obtidos para cada estimulo
foram divididos pela resposta a L-serina 107°-M (ja subtraida pelo valor do branco),
obtendo-se deste modo a resposta normalizada. Apds a normalizagio das respostas,

procedeu-se a realizagiio da média dos trés valores obtidos para cada amostra.

2.7. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = SEM (erro padriio). Sempre que
necessario, os dados foram transformados (LLog) de forma a obter homogeneidade de
varidncias e distribuigiio normal. Aplicou-se o teste ANOVA unifactorial, seguido dos
testes de Tukey e Dunnett para comparagio post-hoc entre grupos. O nivel de
significdncia considerado foi de 5% (P< 0,05). Para todos os testes estatisticos foi

utilizado o sofiware Sigma Stat 3.1 (Systat Software, Inc.).
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3. RESULTADOS

3.1. Niveis de esteroides no plasma

Nos niveis de esterdides no plasma verificou-se uma diminuicio significativa na
concentragdo de T (Fig. 9A) nos machos andésmicos e sham 7 dias apos terem sido
operados, 2,71 £ 0,40 ng/ml e 2,84 + 0,30 ng/ml, respectivamente, quando comparados
com os machos controlo, 4,41 + 0,30 ng/ml.

Para a hormona 11-CT (Fig. 9B), o padréo foi semelhante, havendo também uma
diminuigio significativa da sua concentragio nos machos andésmicos (2,30 + 0,52ng/ml)

¢ sham (3,4 £ 0,57 ng/ml) em comparagio com os machos controlo (3,50 £+ 0,57 ng/ml).

Concentragéo 11-CT (ng/ml)

Cirl Anosm 7 Sham 7 Ctrl Anosm 7 Sham 7
Tratamento Tratamento

Fig. 9. Concentracdes de testosterona e 11-cetotestosterona no plasma de machos controlo,
anosmicos e sham 7 dias apos tratamento. Dados expressos em MédiatSEM. Asteriscos indicam
diferencas significativas (ANOVA, P<0,05).

E possivel observar (Fig. 10) um aumento significativo dos niveis de cortisol nos
machos andésmicos (46,30 + 6,60 ng/ml) comparativamente aos machos controlo (20,90
t+ 3,84 ng/ml). Nos machos sham também houve um aumento dos niveis de cortisol

(35,30 + 6,39 ng/ml), no entanto, estatisticamente, esta diferenga nio foi significativa.
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Fig. 10. Concentracio de cortisol no plasma de machos de tilipia controlo, e anésmicos e sham 7
dias apoés tratamento. Dados expressos em MédiatSEM. Asterisco indica diferenca significativa
(ANOVA, P<0,05).

3.2. Histologia das gonadas

3.2.1. Morfologia interna

Na figura 11A , podem-se observar 1ébulos do testiculo de um macho controlo,
onde existem células germinais em diferentes estados de desenvolvimento. O 16bulo em
maior ampliagio (Fig. 11B) apresenta os diferentes tipos de células germinais, desde
espermatogonias até espermatidios na periferia ¢ espermatozdides no interior. Nesta
figura é possivel observar um célula de Sertoli (S¢) e clusters com células de Levdig.

Nos testiculos de machos andésmicos, € nos sham, em menor escala, verifica-se
um retrocesso na espermatogénese, com progressiva perda de células germinais ¢
somaticas. Nas figuras 11C e D, observam-se diversos 1dbulos de machos sham, 15 e 30
dias apos terem sido operados, respectivamente. E possivel observar uma separagio das
células germinais da periferia dos 16bulos, havendo a criagio de um espaco entre a
membrana do 1dbulo e os cistos que contém os diferentes tipos de células. Observa-se
ainda a existéncia de matriz fibrosa (Mf) na regiio que contém espermatozoéides. Nos
lobulos de testiculos de machos andsmicos 15 dias apds operagio (Fig. 11E), ha
igualmente uma separagio das células da periferia dos 16bulos, sendo esta ainda mais

acentuada. E possivel observar mais uma vez a matriz fibrosa na regido que contém

25



RESULTADOS

espermatozoides ¢ um estreitamento do tecido conjuntivo presente entre os 16bulos. 30
dias apds a operagio o padrio mantém-se, continuando a existir matriz fibrosa no
interior dos 1obulos e, em alguns casos (Fig. 11F), estes encontram-se pouco definidos,
sem células germinais no interior, existindo apenas células de leydig na regido

intersticial.
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Fig. 11. Seccoes transversais de testiculos de . mossambicus, evidenciando os seus lobulos. A) Lobulos de um macho
controlo. B) Lobulo de um macho controle contendo cistos com células germinais em diferentes estados de desenvolvimento e
células somaticas. C) e D) Machos shamn, 15 ¢ 30 dias apés a operagio, respectivamente; evidéncia de um espaco intra-lobular
(Eli) entre os cistos ¢ a membrana dos l6bulos e matriz fibrosa (Mf) no limen central. E) Macho andsmico, 15 dias apos a
operag¢io. F) Macho anésmico 30 dias apds operaciio; lI6bulos quase indistintos e auséncia de células germinais. Lob-Lébulo;
Te- tecido conjuntivo; SpgA- espermatogénia A; Spg B- espermatogonia B; Spc I- espermatacite primario; Spe TI-
espermatocito secundario; Spd- espermatidio; Spz- espermatozodide; Sc- célula de Sertoli; Lc- célula de Leydig. Barra de
escala= S0um.
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3.2.2. Contagem de células som:ticas e germinais nos testiculos

3.2.2.1. Regido anterior

Na regido anterior dos testiculos (Fig. 12) verifica-se uma diminuigdo (nfo
significativa) no nimero de 1o6bulos 15 e 30 dias apds os individuos terem sido
operados, com cerca de 12 16bulos por campo de visdo, quando comparados com o
grupo controlo, com uma média de 16 16bulos. Quanto aos clusters de células de Leydig
também se observa uma diminuicdo nos grupos operados, no entanto sé os grupos
controlo e andsmico 15 sio estatisticamente diferentes. No nlimero de células de Leydig
por cluster, verifica-se um aumento significativo nos sham 15, com 15 células/cluster,
tendo-se mantido relativamente constante nos restantes grupos, com cerca de 10 células.
Nas células de Sertoli, ha uma diminuicio estatisticamente significativa nos grupos
Sham quando comparados com o grupo controlo, de (0,6 células para 0,1. Nos andésmicos

ha uma ligeira diminuigio, mas esta nio é significativa.

20
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a
ghbad

Lob/camp  Cluster Leydig Leydig/ cluster  Sertoli/Lob
Tipo de célula

Fig. 12. Numero de lébules e clusters de Leydig por campo de visio, e células somaticas de
Leydig/cluster e de Sertoli/lobulo na regiio anterior dos testiculos de O. mossanbicus. Dados
expressos em MédiazSEM. Letras indicam diferencas significativas (ANOVA, P<0,05). CTRL -
machos controlo; SHAM 15/30 — machos sham 15/30 dias apds a operacio; ANOSM 1530 —
machos anésmicos 15/30 dias apos a operacio.
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Na figura 13, referente ao nimero médio de células germinais por lobulo,
verifica-se um numero reduzido de Spg A e Spg B em todos os grupos, em comparagio
com as restantes células germinais. Quanto aos Spc I, hd uma tendéncia para o aumento
do niimero de células nos individuos tratados. em relagio ao grupo controlo, que &
significativa apenas no grupo shaml35, de 19 para 28 células por 16bulo. Para os Spc 11,
verifica-se uma diminuigio generalizada destas, do grupo controlo para os restantes,
especialmente nos andsmicos, apesar de nfo serem estatisticamente diferentes. Nas Spd,
o mesmo padrio é visivel, a excepgio do grupo sham 15, onde o mimero aumentou. Nos
Spz, ha um aumento do nimero de células nos shaml5 e andsmicos 30 e uma
diminuigio nos sham 30, mantendo-se o niimero nos andosmicos15. Apesar de existirem

estas variagdes, elas ndo sdo estatisticamente significativas.
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Fig. 13. Células germinais por lébulo, na regiio anterior dos testiculos de . mossambicus. Dados
expressos em MédiatSEM. Letras indicam diferencas significativas (ANOVA, P<0,05). Ver legenda
na figura 12.
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3.2.2.2. Regido posterior

Na regido posterior dos testiculos, hd uma diminuigio significativa no numero
de lobulos por campo de visdo (Fig. 14), de 25 no grupo controlo, para 10 a 15, nos
grupos operados, sendo este nimero mais baixo nos andésmicos 30. O nimero de
clusters de células de Leydig nio varia muito do grupo controlo para os restantes, mas
verifica-se uma diminuigio generalizada ao longo do tempo. E possivel observar uma
redugdio no nimero de células de Leydig/cluster nos andésmicos, principalemente no dia
30. Relativamente as células de Sertoli/lobulo, ha uma diminuig¢do significativa do

grupo controlo, para os restantes, de 1 para 0,2 células por 1obulo.

26 A B Ctrl

SHAM 15
SHAM 30
ANOSM 15
ANOSM 30

Numero
-

Lob/camp  Cluster Leydig Leydig/ cluster  Sertoli/Lob

Tipo de célula

Fig. 14. Numero de lébulos e clusters de Leydig por campo de visdo, e células somiticas de
Leydig/cluster e de Sertoli/lobulo na regiio anterior do testiculo de O. mossambicus. Dados
expressos em MédiatSEM. Letras indicam diferencas significativas (ANOVA, P<0,03). Ver legenda
na figura 12.

A figura 15 apresenta o nimero médio de células germinais contadas na regido
posterior dos testiculos. Observa-se uma diminuigio significativa das Spg A do grupo

controlo para o grupo andésmico 30. Nas Spg B ha uma diminui¢cio generalizada do
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grupo controlo para os restantes, de 1,4 células para 0,4. Para as Spc [, ¢ possivel
observar um ligeiro aumento no mimero de células nos grupos tratados, especialmente
nos Sham, no entanto, este aumento nio ¢ significativo. Nas Spc II, ndo se verificam
altera¢gdes em nenhum dos grupos, tendo-se mantido uma média de 20 células/ 16bulo.
Apesar de nfio serem estatisticamente diferentes, verifica-se uma diminuigdo no nimero
médio de Spd, que varia entre 60 no grupo controlo e 40 células/Iébulo no grupo
anosmico 30. Quantos aos Spz, nfio ha diferengas significativas estatisticamente entre o
grupo controlo e os restantes, mas é possivel observar uma diminui¢iio no nimero de

células entre os dias 15 e 30, para os grupos operados.
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Fig. 15. Células germinais por lobulo, na regiio posterior do testiculo de . mossambicus. Dados
expressos em MédiatSEM. Letras indicam diferencas significativas (ANOVA, P<0,05). Ver legenda
na figura 12.

3.3. Respostas olfactivas a urina de machos
As respostas olfactivas a urina de machos de tilapia tiveram a forma tipica de
EOGs em peixes (Fig.16): uma deflexio negativa acentuada no inicio do estimulo

aquando da sua chegada ao epitélio olfactivo seguida de um periodo onde a amplitude
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diminuiu para cerca de 50% e foi diminuindo posteriormente enquanto o estimulo foi

aplicado até voltar a linha de base quando o estimulo cessou.

Ctrl Anosm 7 Sham 7

2mv

3s
Fig. 16. Respostas tipicas de EOGs de machos de tilapia a estimulos de urina 1:10 000 (v/v) de
machos controlo, anésmicos e sham 7 dias apos a operacio, aplicados ao mesmo peixe.
Os estimulos de urina provocaram EOGs de amplitudes normalizadas variadas

(entre 0,21 ¢ 2,51), mas o padriio manteve-se constante de macho para macho. Verifica-

se que a média de respostas olfactivas normalizadas (Fig. 17) as amostras de urina de
machos andésmicos a uma diluigio de 1:10 000 (0,63 = 0,1, N=16, P<0,05) ¢
estatisticamente diferente das respostas a urina de machos controlo (0,94 £ 0,09, N =30,
P<0,05). Nos machos sham (1,13 £ 0,14, N = 15, P<0,05), verifica-se um aumento na

média da poténcia olfactiva, no entanto, este nio & significativo.

14 4

Amplitude normalizada do EOG

Ctrl Anosm 7 Sham 7

Tratamento
Fig. 17. Respostas olfactivas de machos de tilapia a estimulos de urina (1:10 000 v/v) de machos
controlo, andsmicos e sham 7 dias apés tratamento. Dados corrigidos com branco e normalizados
para amplitude de resposta a 1:10° L-serina, expressos em MédiatSEM. Asterisco indica
diferencas significativas (ANOVA, P<0,05).

32



DISCUSSAO

4. DISCUSSAO

A auséncia da detecgio de estimulos quimicos devido a anosmia permitiu
verificar efeitos a nivel endodcrino, a nivel da gametogénese ¢ na poténcia olfactiva da
urina de machos de tilapia Mocambicana.

Em relagio aos niveis de androgénios no plasma, verificou-se que os valores
obtidos para T wvariaram entre 2,7 ng/ml (machos andésmicos) ¢ 4,4 ng/ml (machos
controlo) sendo mais baixos que os reportados para esta espécie em cativeiro, que
variam entre 6-13 ng/ml (Rocha e Reis-Henriques, 1996), no entanto, os valores obtidos
encontram-se dentro dos valores conhecidos para a espécie em ambiente natural, que
variam entre 1 ¢ 12 ng/ml (Cornish, 1998). Para a 11-CT, os valores determinados
variaram entre 2,3 ¢ 5,5 ng/ml encontrando-se dentro da gama dos valores conhecidos
para a espécie, entre (0,5 e 6,7 ng/ml (Ros et al., 2004).

Em ambos os esterdides, verifica-se uma diminuigdo significativa da sua
concentragdo no plasma, do grupo controlo para os grupos andésmico e sham 7 dias apds
a operagdo. Uma explicagio para esta diminui¢io pode ser a interferéncia no
funcionamento do eixo HPG devido a auséncia da detecgio de estimulos quimicos
através do olfacto pois, deste modo, niio ha inducio no hipotidlamo da produgio de
GnRH para posterior libertagio de FSH e LLH na pituitaria que por sua vez irdo
promover a producio de esterdides nas gonadas (Weltzien et al, 2004). Tal fendomeno
também ja foi verificado na espécie Salmo trutfa, onde houve uma diminuigio da
concentragio de esterdides no plasma de machos 24 horas apds se terem tornado
andsmicos (Olsén et al, 1998).

Enquanto que a diminuicdo nos niveis de androgénios nos machos ¢é
interpretavel, nos machos sham essa diminuigio parece ser menos compreensivel. O
facto de ter havido também uma diminuig¢io dos niveis de T e 11-CT nos machos sham
indica que, de algum modo o seu epitélio olfactivo ficou comprometido, provavelmente
devido a uma cauterizagio deficiente, que deve ter danificado parcialmente o epitélio
olfactivo, levando a um perda parcial ou total do olfacto nos peixes deste grupo. A
cauterizagdo da pele circundante da narina feita aos machos sham apenas tinha como
objectivo comprovar que a anosmia se devia ao facto de o epitélio olfactivo ter sido
destruido e nio 4 operacdo em si.

Os niveis de cortisol variaram entre 20 ¢ 60 ng/ml nos trés grupos, encontrando-

se dentro da gama de valores de cortisol para esta espécie, que variam entre 25 e
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100ng/ml (Vijayan et ai., 1997; Dean et al., 2003), sendo de 45ng/ml & temperatura de
28°C (Fiess et al., 2007). Nos machos anosmicos, o valor médio foi significativamente
mais elevado quando comparado com o grupo controlo e nos machos sham foi também
superior mas nio estatisticamente diferente. O cortisol é o indicador mais utilizado para
verificar a existéncia de stress em peixes (Wendelaar Bonga, 1997). A sua regulagio
faz-se pelo eixo hipotalamo-pitiutaria-interrenal — eixo HPI (Mommsen ef al., 1999) e ¢
considerado um processo que acopla a percepgio pelo peixe do agente stressante, bem
como a memodria de experiéncias anteriores no processo que organiza a resposta ao
stress (Chandroo et af., 2004). Uma vez que os peixes anosmicos foram amostrados no
dia da operaciio e 7 dias depois para recolha do plasma, o aumento dos seus niveis de
cortisol pode ter reflectido uma situagdo aguda de stress originada pelo processo de
manuseamento dos animais e nio uma situagio de stress devido a operacio realizada
nos peixes. Este facto é suportado pelo facto de os machos sham também terem sido
submetidos a uma cauterizagio e nio terem aumentado significativamente os seus niveis
de cortisol. No entanto, os dados existentes nfo permitem comprovar estas hipodteses
uma vez que so se realizou uma medigio da concentragio de cortisol e sabe-se que nio
¢ suficiente para aceder a condigio dos peixes em relagio ao stress (Mormede ef al.,
2007). A interpretagiio do possivel efeito stressante da operagio e/ou do manuseamento
dos animais aquando da recolha de sangue poderia ser esclarecida se se tivessem
realizado recolhas de plasma para analise de cortisol logo apds a operagio e em
intervalos regulares e durante um periodo de tempo mais alargado em todos os grupos
experimentais incluindo o grupo controlo. Poder-se-ia também utilizar um método nio
invasivo de mediciio de esterdides, como por exemplo medir a sua concentracio na agua
em que os peixes se encontravam durante a experiéncia (Scott e Ellis, 2007), evitando
deste modo a possibilidade de ocorréncia de stress devido a amostragem pelo
manuseamento dos animais.

O aumento dos niveis de cortisol pode ter efeitos negativos na reprodugio dos
peixes, nomeadamente no desenvolvimento das gonadas (Pankhurst ¢ Van der Kraak,
2000) e também na producio de androgénios pelas mesmas, levando a diminuicido da
sua concentragio em apenas 48h (Consten et al., 2002). Ainda que os peixes nio se
encontrassem stressados, poderia-se colocar a hipdtese de o aumento nos niveis de
cortisol ter contribuido também para a diminui¢do da produgiio dos esterdides e sua
consequente diminui¢io no plasma. No entanto, para esta espécie, os niveis de cortisol

considerados indicadores de uma situacgéio de stress sfo bastante superiores aos obtidos
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neste estudo (Vijayan et al., 1997), por isso, é muito pouco provavel que o aumento dos
niveis de cortisol tenha contribuido para os efeitos reportados neste trabalho.

Na morfologia interna das gonadas verifica-se que tanto nos peixes andsmicos
como nos peixes sham ao fim de 15 dias da operagiio, ha diferengas nos tecidos quando
comparados com 0o grupo controlo. O espago criado entre os cistos que contém as
células germinais e o tecido conjuntivo dos lobulos bem como a presenga de matriz
conjuntiva na regiio dos espermatozodides sugerem que houve um efeito na
espermatogénese que levou a atrofia dos tecidos. Estes efeitos podem ter-se devido a
apoptose das células de Sertoli, que se encontram normalmente na periferia dos lobulos,
levando a quebra na adesio dos cistos a membrana dos 16bulos, fenomeno ja observado
em ratos (Suzuki ef al., 2004). A 11-CT tem um papel fundamental no desenvolvimento
das gonadas e na espermatogénese (Miura ef al., 1996), por isso, a sua diminuigdo pode
também estar na origem da alteragiio do estado as génadas. Ao fim de 30 dias, o padrio
mantém-se, tendo-se verificado inclusive, uma atrofia total das gonadas num dos
machos andsmicos, mostrando que ao fim de um més ainda persistia o efeito da
anosmia. Também a nivel do desenvolvimento das gonadas os efeitos semelhantes
observados nos peixes andésmicos ¢ sham apontam para o facto de os peixes sham terem
provavelmente o epitélio olfactivo alterado/danificado e, consequentemente, alteragdes
na capacidade de detecgiio dos estimulos quimicos importantes para o desenvolvimento
normal da espermatogénese. Para melhor compreender estes resultados, poder-se-ia
recolher amostras de plasma para aceder a concentragiio dos esterdides ao fim de 15 ¢
30 dias e apds esse periodo e aumentar o nimero de peixes por tratamento para garantir
resultados mais robustos em termos estatisticos.

Os efeitos nas gonadas nfio se verificam apenas a nivel qualitativo. As contagens
realizadas nas secgdes histologicas mostram uma diminuicdo em ambas as regides dos
testiculos do nimero de lobulosicampo, clusters de Levdig ¢ no numero de
Leydig/cluster nos machos andésmicos e sham, 15 e 30 dias apds a operagio mostrando
mais uma vez um efeito nas génadas derivado a anosmia. Estes resultados associados
aos efeitos ja observados nas gonadas sugerem que devido a anosmia houve um
retrocesso na espermatogénese, tendo sido eriado um estado de hipogonadismo nas
mesmas. Suzuki ef al. (2004) verificaram que em ratos com hipogonadismo, ocorria
uma diminui¢do no seu niimero de células de Levdig, tendo isto sido verificado também
no presente estudo. Esta diminuigio pode explicar a redugio na concentragio dos

androgénios no plasma, uma vez que sdo produzidos nestas células (Yaron, 1995) ¢
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estas ficaram comprometidas devido a interrupgiio do normal funcionamento do eixo
HPG. Esta ligagio entre o olfacto e a espermatogénese também se verifica em humanos,
onde existe uma sindrome, denominada sindrome de Kallmann, que associa o
hipogonadismo hipogonadotrdpico a anosmia e cujos efeitos sio semelhantes a alguns
dos reportados neste estudo (Rugarli, 1999), nomeadamente a atrofia das gonadas ¢ a
diminuicdo da concentragiio de esterdides sexuais. Esta sindrome & derivada de uma
anomalia citogenética (Bergstrom et al., 1987) ¢ faz com que haja uma deficiéncia no
bolbo olfactivo que impede a continuacio da resposta olfactiva até ao hipotalamo,
comprometendo deste modo o funcionamento do eixo HPG e culminando no
desenvolvimento deficiente das gdnadas (Isidori et al., 2008).

Tal como nas células de Leydig, nas células de Sertoli das tilapias houve uma
diminuigdo do seu numero por lébulo, dos machos controlo para machos operados na
regiio posterior do testiculo. Neste estudo, o numero de células de Sertoli
contabilizadas foi bastante reduzido (entre 0,1 e 1 células/Iébulo) quando comparado
com um estudo de Shulz ef al. (2005) para tilapias pertencentes ao mesmo género, onde
existiam entre 1-7 células de Sertoli por cisto, podendo-se depreender que o seu nimero
por lobulo seria superior. Este nimero reduzido mesmo no grupo controlo deveu-se a
dificuldade em identificar estas células nos lébulos uma vez que se encontravam na
periferia dos 16bulos, perto da membrana que continha outras células, e especialmente
nos machos tratados, os tecidos e as células encontravam-se atrofiados, niio sendo
possivel por vezes distingui-los de outras células que se encontravam nessa regifo. Para
uma melhor detecgio destas células poder-se-ia utilizar a técnica imunocitoquimica
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling) que
marca células de Sertoli em apoptose, permitindo uma melhor identificagiio destas
(Otsuki et al., 2003; Suzuki et al, 2004). De qualquer modo, sabendo-se que estas
células também tém fungdes no suporte dos tecidos gonadais (Redding e Patifio, 1993),
a sua diminuigio provavelmente também contribiu para as alteragdes verificadas nestes.

Nas células germinais, verifica-se uma diminuigio significativa do nimero de
Spg A e B do grupo controlo para os restantes, especialmente nos peixes andésmicos. O
mesmo padrio se verifica para os restantes tipos de células, apesar de nfio serem
estatisticamente diferentes devido a grande wvariabilidade no ntimero de células
germinais dentro do mesmo grupo. Tal como para as células somaticas, a mesma
consequéncia derivada da anosmia se verifica para as células germinais, comprovando o

seu efeito na reducio/retrocesso da espermatogénese. Estes resultados também estédo de

36



DISCUSSAO

acordo com os de Suzuki er al (2004) onde, devido ao hipogonadismo, ha uma
diminuigio no nimero de células germinais.

Verifica-se que a diminuigio no niimero de células ¢ mais significativa na regifo
posterior dos testiculos, podendo isto significar que esta regiio tem uma maior
participagdo na espermatogénese, pelo menos nesta espécie. Para complementar esta
informagio poderia medir-se as concentragdes de esterdides sexuais nas gonadas e
comprovar possiveis diferencas entre as duas regides dos testiculos.

As diferengas entre o grupo controlo e os restantes acentua-se, de modo geral,
dos peixes sham para os andosmicos ¢ de 15 para 30 dias apds a operagiio, querendo isto
significar que, até pelo menos um més apos a operacgio, existiram efeitos nas gonadas
devido & auséncia de detecgiio de estimulos quimicos. Este padriio reforga a ideia de que
a anosmia tem efeitos a nivel da regulagio e desenvolvimento reprodutor.

O epitélio olfactivo dos peixes andsmicos comeca a regenerar ao fim de 2-3
semanas (Almeida ef al., 2005). Os dados deste estudo mostram que o efeito da anosmia
nas gonadas se estende até pelo menos um més apos a operagdo. Infelizmente nio
existem dados histologicos do epitélio olfactivo nos peixes utilizados neste estudo, que
permitam dizer quando é que o seu epitélio comecgou a regenerar € se recuperou as suas
fungSes como antes de ser cauterizado. Sugere-se a realizagio de secgles histologicas
em peixes desde a operacio para se tornarem andsmicos até o seu epitélio estar
completamente regenerado e também a recolha de testiculos num periodo superior a 30
dias para verificar se a nivel das gonadas ha também uma reversio do efeito da anosmia.

Os efeitos da anosmia também se verificaram na poténcia olfactiva da urina dos
espécimes utilizados. A poténcia olfactiva normalizada variou entre 0,6 nos machos
andosmicos € 1,3 nos machos sham, tendo sido estatisticamente diferente do grupo
controlo apenas nos machos andsmicos. Nio slo conhecidos valores de respostas
olfactivas de estimulos de urina de machos em machos, apenas se sabendo que em
fémeas, os estimulos de urina de machos territoriais induzem respostas olfactivas de
cerca de 1,6 (Barata et al., 2008b), estando os valores deste estudo abaixo destes. No
entanto deve ter-se em atengio que podem haver variagdes entre machos e fémeas.

Nos machos andsmicos, as respostas olfactivas a estimulos de urina mostram
que houve uma diminuigio significativa da sua poténcia olfactiva, significando isto que
houve uma diminui¢do da concentragdo de alguns compostos que contribuem para a
poténcia olfactiva do seu odor. Nos machos sham, nio se verificaram alteragdes

significativas da poténcia olfactiva da sua urina em comparag¢do com o grupo controlo,

37



DISCUSSAO

ou seja, nio houve alteragdes a nivel da concentragdo dos seus constituintes. Sendo a
urina uma das substincias onde se excretam esterdides nesta espécie (Scott e Elis,
2007), é de esperar que, ao haver uma diminui¢do da produgio de esterdides, a sua
concentragdo na urina também diminua, podendo levar a uma diminui¢do da poténcia
do seu odor. No entanto, sabe-se que esta espécie nfo detecta olfactivamente esterdides
presentes na urina de conspecificos (Frade et al., 2002), por isso, a diminuicdo de T e
11-CT ndo pode ser considerada a causa para a diminuicio da poténcia olfactiva da
urina dos machos andsmicos. Segundo Barata et al. (2007), a poténcia olfactiva da urina
esta positivamente relacionada com o estatuto social dos machos, emitindo os machos
territoriais urina com um odor mais potente que a dos niio territoriais (Oliveira ef al.,
1996), sugerindo isto que eles advertem o seu estado dominante através de compostos
feromonais presentes na urina. Existe um composto com provavel funcio feromonal
nesta espécie que ¢ um amino-esterol sulfatado cuja origem de produgio ainda nio é
conhecida, sabendo-se no entanto, que esta presente em maiores concentragdes na urina
de machos territoriais que na de nio territoriais e que provoca nas fémeas maiores
respostas olfactivas (Barata et al., 2008b), sendo considerado um sinal feromonal de
domindncia e indugio da desova das fémeas. Recentemente também se descobriu uma
proteina especifica de machos (male-specific protein - MSP) que é produzida no figado
¢ que ¢ secretada na corrente sanguinea, encontrando-se também no fluido seminal,
urina e muco (Machnes et al., 2008). Apesar de ndo se saber se esta proteina é detectada
pelo sistema olfactivo, sabe-se que esta positivamente correlacionada com o estatuto
social dos machos e como também estid presente na urina, pode contribuir para a sua
poténcia olfactiva.

Os machos desta espécie sinalizam o seu estatuto social através da urina ¢
utilizam o olfacto para detectar substincias presentes nesta que permitem aceder ao
estatuto dos conspecificos (Oliveira ¢ Almada, 1996). Tendo este estudo sido realizado
em machos territoriais, nos machos andésmicos, o facto de nio detectarem estimulos
quimicos, além de ter provocado efeitos a nivel da produgio de esterdides e das
gonadas, provavelmente levou a que perdessem o seu estatuto social, levando isso a
diminuigiio da produgiio de substincias feromonais existentes na urina, diminuindo esta
a sua poténcia olfactiva. Nos machos sham, apesar do seu epitélio olfactivo ter sido
provavelmente afectado (total ou parcialmente) durante a operagiio, o que contribuiu
para induzir efeitos semelhantes aos dos machos andsmicos efeitos nos niveis de

esteroides e nas gdénadas, provavelmente ndo afectou por completo a detecgdo de
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compostos como os acima referidos e deste modo nfo perderam o seu estatuto
territorial, mantendo a poténcia olfactiva da sua urina. Estes resultados sugerem um

feedback entre a sintese de feromonas presentes na urina ¢ o sistema olfactivo nos

machos desta espécie.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A importincia da comunicagio quimica nas interac¢des sociais da tilapia,
particularmente no comportamento reprodutor, tem vindo a ser comprovada em varios
estudos recentes efectuados nesta espécie.

Este trabalho permitiu verificar que a incapacidade de detecgio de estimulos
quimicos através do epitélio olfactivo (anosmia) em machos de tilapia tem efeitos a
nivel da esteroidogénese, provocando um decréscimo nos niveis dos principais
androgénios (testosterona e 11-cetotestosterona), e a nivel da maturacio das gonadas
provocando um retrocesso na espermatogénese.

Adicionalmente, a anosmia provoca ainda uma diminuigdo na poténcia olfactiva
da urina, devido provavelmente a uma diminuicdo na produgio de compostos
feromonais.

Pode-se entio concluir que ha uma liga¢do entre o olfacto e a regulacio
endocrina da reprodugiio nos machos e que provavelmente a detecgio de pistas quimicas
sociais através do sistema olfactivo é necessaria para a manutengio do sistema

reprodutor nos machos desta espécie.
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