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Resumo

O congro, Conger conger (L.), € uma espécie abundante na costa Atlantica de
Portugal, sendo largamente consumido, principalmente nas zonas piscatérias. Mas, €
apesar da sua importancia econémica, ¢ ainda muito pouco conhecido o seu ciclo completo
de vida, nomeadamente o desenvolvimento das génadas e local de postura.

Este trabalho teve como objectivo o conhecimento da biologia da reprodugdo de
fémeas desta espécie, para o qual foram utilizados 24 espécimes com IGS entre 0,20 e
6,0% capturados em Vila Praia D’ Ancora, Madeira ¢ Agores e Vigo, em Espanha.

Pela analise histologica dos ovarios foi possivel observar apenas odcitos em
crescimento primdrio, com didmetro médio compreendido entre 20 e 60 um, e em
vitelogénese, com didmetro médio até 150 um. Com o desenvolvimento dos odcitos
verifica-se no ovario um maior numero de células adiposas que contribuem para o aumento
do IGS, e por isso este ndo sera um indicador seguro da fase do ciclo reprodutivo, como
acontece nas espécies ja estudadas.

Por RIA foram quantificadas duas hormonas esterdides no sangue, T e E2, que se
verificou aumentarem com o desenvolvimento sexual, sendo a T o esteréide sempre em
maior quantidade. A VTG encontra-se presente no sangue mas em niveis baixos (8-10
ugPi/ml plasma), e sem qualquer correlagdo com a fase do ciclo do animal.

A partir de incubagdes in vitro de fragmentos de ovario tratados com colagenase
especifica para adipocitos, de forma a obter uma frac¢do mais rica em odcitos, verificou-se
que estes tém a capacidade de sintetizarem T (285,8 pg/g ovario) e E2 (86,4 pg/g ovario),
sendo superiores os niveis de T produzidos, indicando reduzida actividade da aromatase,
sendo a produgdo de T (407,8 pg/g ovario) e de E2 (107,0 pg/g ovario) superior na
presenca de um precursor exdgeno, a 17P. Pela adi¢cdo ao meio de incubagido, de uma
suspensdo de hipéfise de truta em fase vitelogénica, ndo se observou qualquer aumento na
producdo de T (406,1 pg/g ovario) e de E2 (96,8 pg/g ovario).

O ovirio desta espécie, quando mais desenvolvido, apresenta maior quantidade de
celulas adiposas, que podem ocupar até 80% do ovario. Os lipidos presentes sdo ricos em
acidos gordos de cadeia longa, C16:0, C16:1 ¢ C18:0, tal como se verifica em outras

espécies. Esta espécie podera ter a capacidade de alongar e¢ desnaturar 4cidos gordos em
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EPA ¢ em DHA, dois 4cidos gordos importantes para .a qualidade dos ovos, e
consequentemente para a sobrevivéncia das larvas.

O tratamento hormonal com LHRHa associada ao PIM ¢ a 17P como precursor,
levou a activagdo do eixo hipotdlamo-hip6fise-gonada. O didmetro dos odcitos foi superior
(230 um) ao observado para animais selvagens. Os niveis no sangue de A, de T e de E2,
aumentaram, com a T e o E2 até um maximo de 62 e 64 %, respectivamente. O ester6ide
maturativo, 17,20BP, foi detectado em baixas quantidades por HPLC, apenas com o
primeiro sistema de elui¢do. Os niveis de VTG mantiveram-se baixos, aumentando 80 %
apds administragdo de E2 ao animal.

A incubacdo de fragmentos de ovario do animal tratado com LHRHa, PIM e 17P
mostrou um aumento de A, T e E2, no meio de incubagdo, quando comparado com o

controlo.
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Abstract

The conger eel, Conger conger (L.), is a common species off the Atlantic coast of
Portugal, and supports commercial food fisheries. Despite its economic relevance, aspects
of its life cycle are still unknown, namely the gonadal development and spawning area.

The aim of this work was to contribute to the knowledge of reproductive biology in
female conger. Twenty-four specimens were used with gonadalsomatic indices (GSI)
between 0,20 and 6,0 %, captured in Vila Praia D’Ancora, Madeira and the Azores,
Portugal and Vigo, Spain.

By the histological analysis of the ovaries it was possible to observe oocytes in
primary growth, with diameters that ranged from 20 to 60 um, and in a vitellogenic stage,
measuring up to 150 um. With the development of the oocytes we observed more adipose
cells in the ovary that increased the GSI, indicating that this is not a good indicator of the
reproductive stage like in other species.

The levels of two steroids were measured in the blood, testosterone (T) and 17§-
estradiol (E2). The levels of T and E2 increased with sexual development, with the T levels
higher than E2. The vitellogenin (VTG) is present in the blood but only in low levels (8-10
pgPi/ml plasma), and with no correlation with the sexual status.

Follicles were incubated in vitro after treatment with collagenase specific for
adipocytes, and retained their ability to synthesise T (285,8 pg/g ovary) and E2 (86,4 pg/g
ovary). The higher levels of T suggest reduced activity of aromatase, and in the presence of
an exogenous precursor, 17P, the synthesis of T (407,8 pg/g ovary) and E2 (107,0 pg/g
ovary) was higher. The introduction to the incubation media, of a suspension of
vitellogenic trout pituitary caused no increase of T (406,1 pg/g ovary) and E2 (96,8 pg/g
ovary) levels.

The ovary of this species, when more developed, showed adipose tissue that
occupied up to 80 % of the ovary. The lipids present were rich in long chain fatty acids like
C16:0, C16:1 and C18:0, as in other species. This species could have the ability to elongate
and to denaturate these fatty acids in to EPA and DHA, two fatty acids important to egg
quality, and consequent larval survival.

The hormonal treatment of conger with LHRHa in association with PIM, and 17P
activated the hypothalamus-pituitary-gonadal axis. The oocyte diameter was higher (230

um) than in untreated animals. The levels of A, T and E2 in the blood increased with T and
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E2 levels increasing up to 62 and 64%, respectively. The maturative steroid, 17,20BP, was
detected in low levels by HPLC, but only in the first elution system in the hormonally
treated animals. The VTG levels increased (80 %) only after the administration of E2 to the
animal.

The incubation of ovary fragments from the conger treated with LHRHa, PIM and
17P resulted in an increase of A, T and E2 in the incubation medium when compared to the

control.
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Capitulo I — Introdugio Geral

CAPITULO I - Introducdo Geral

O congro, Conger conger (L.), ¢ uma espécie abundante na costa Atlantica de
Portugal, com desembarques que tém atingido entre as 700 e as 3000 toneladas nos tltimos
anos (Villalonga, 1999), sendo de 1681 toneladas no ano de 2000 (Direc¢do Geral das
Pescas), e largamente consumido, principalmente nas zonas piscatdrias. Mas, e apesar da
sua importancia econdmica, ainda ndo é totalmente conhecido o seu ciclo completo de

vida, nomeadamente o desenvolvimento das gonadas ¢ local de postura.

Esta espécie pertence a ordem dos anguiliformes, familia congridae. Segundo
Bauchot e Saldanha (1986), apresenta corpo alongado, tipo cobra, ligeiramente
comprimido anteriormente, € mais comprimido apés o poro urogenital. A sua colorago é
cinzento escuro, apresentando uma linha lateral branca. As barbatanas dorsal e anal sdo
negras nas margens. Podem medir até 3 m, sendo os machos de menores dimensdes que as
fémeas. Os individuos desta espécie habitam fundos rochosos ou arenosos da plataforma
continental, e alimentam-se essencialmente de peixes dsseos, crustaceos e cefalopodes.
Distribuem-se no Atlantico Este desde o Senegal até & Noruega, Mar Mediterraneo € Mar

Negro Ocidental (fig. 1).

Figura 1: Desenho de um espécimen de C. conger e mapa de distribuigdo
da espécie (Bauchot e Saldanha, 1986), zonas escuras indicam
locais de distribuigio.




Capitulo I — Introduciao Geral

Quanto ao local de postura do congro, foram formuladas varias hipoteses. Assim em
1931, Schmidt pde a hipétese desta espécie apresentar um comportamento migratorio
idéntico ao da enguia (Anguilla anguilla), que desova no Mar dos Sargagos, ao capturar
larvas de C. conger no Mar dos Sargacos, em Aaguas no Nordeste do Atlantico € no
Mediterrdneo. No entanto, larvas de C. conger sdo raras no Mar dos Sargagos tendo sido
descritas larvas de Conger triporiceps a oeste do Atlantico por McCleave e Miller (1994).
Assim, as larvas capturadas e classificadas como C. conger, por Schmidt, eram na
realidade C. friporiceps. Uma segunda hipdtese sugere que a postura ocorre a grandes
profundidades entre Gibraltar € os Acores, durante o Verdo, sendo os ovos e larvas
transportados pela acgdo das correntes (Wheeler, 1969). Actualmente é aceite que o local
de postura do C. conger é na Bacia Central-Este do Mediterrineo (Cau e Manconi, 1983),
entre Julho e Setembro, iniciando as larvas, em Novembro, uma migragio na direcgio NW,
para o sul de Portugal e Espanha, estendendo-se a toda a zona Este e Central do Atlantico.

Apesar ser frequente encontrar congros de grandes dimensdes, no entanto s6 muito
esporadicamente se capturam fémeas maduras. Fannon (1990), descreveu uma fémea com
54,1 Kg, € 2,0 m de comprimento que apresentava a cavidade corporal cheia e distendida;
0 seu estbmago encontrava-se vazio e o ovario pesava 3,17 Kg, com odcitos visiveis a otho
nu.

Em Conger oceanicus (Hood et al., 1990), um estudo da morfologia das gonadas
descreveu apenas oocitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos para além das oogoénias, nio
encontrando odcitos maduros. Para o Conger myriaster, Okamura et al., (2000), descreveu
as mesmas fases de desenvolvimento, ndo tendo encontrado fémeas maduras desta espécie,
que efectuam uma migragdo reprodutiva. Em C. conger, pela andlise da histologia das
génadas de animais capturados na Bacia Central-Este do Mediterrineo, observaram-se
oocitos com acumulagdo de vesiculas de vitelo e, alguns animais com o ovario mais vazio

apresentando alguns odcitos em atresia caracteristico da desova (Cau e Manconi, 1984).

O congro ¢ uma espécie da qual se conhece pouco acerca da reprodugdo. Alguns
dados podem fornecer indicagdes, se bem que nem sempre correctas, relativamente ao seu
estado de desenvolvimento sexual. O Indice Gonadossomatico (IGS)' ¢ uma medida que
tem sido usada para definir o estado de desenvolvimento da génada, mas que nesta espécie,

e sobretudo nas fémeas, pode levar a um resultado que nem sempre esta de acordo com a

'IGS = Peso gonada/Peso total*100
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fase do ciclo reprodutivo. Por isso, a caracterizagdo da morfologia do ovario ¢ a
concentragdo de alguns esterdides plasmaticos também nos permitem estabelecer melhor o

padrdo de reprodugdo desta espécie.
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CAPITULO II - Endocrinologia da Reproducido em Fémeas de

Congro, Conger conger

Introducio

A reprodugdo impde aos peixes um grande esfor¢o metabolico sendo uma das fases
mais importantes do seu ciclo de vida, pois dela esta dependente a propagacido da espécie.

O conhecimento do ciclo reprodutivo das espécies e o seu local de postura sdo
factores importantes para a melhor compreensio do seu estilo de vida e, se possivel, tentar
uma introdugdo da espécie para fins de cultivo, numa altura em que nos deparamos com
varias situagdes de esgotamento dos stocks, e mesmo espécies em vias de extingdo.

Poucas referéncias existem a estudos feitos na biologia da reprodugéo desta espécie.
A endocrinologia da reprodugdo aparenta ser desconhecida, ndo sendo possivel descrever

aspectos da espécie em estudo, mas sim dos teledsteos em geral.

O ciclo reprodutivo dos teledsteos é, como em todos os vertebrados,
regulado pelo eixo hipotalamo-hipofise-gonada (fig. 2). O hipotalamo secreta a hormona
libertadora das gonadotropinas (GnRH), um decapéptido que regula a sintese de
gonadotropinas (GTH) pela hipéfise, que por sua vez, controlam a sintese de esterdides

pelas génadas (Yoshikuni, 1991).
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ESTIMULOS AMBIENTAIS

!l

CEREBRO

Conexdes neuronais

HlPOTALAMO@

Factores libertadores ou inibidores
das gonadotropinas

Q HIPOFISE

Gonadotropinas

GONADAS ;

Hormonas Sexuais

!

MATURACAO E LIBERTACAO DOS GAMETAS

Figura 2: Representa¢do esquematica do mecanismo que controla a
fungdo reprodutora nos teledsteos.

A secre¢do de GTH nos teledsteos ¢ regulada por dois sistemas neuroenddcrinos, a
GnRH que estimula a sua sintese e o factor inibidor que limita a sua secre¢do (Chang,
1983). A GnRH ¢ um neuropéptido envolvido no controlo da reprodu¢do em teledsteos. Na
enguia japonesa a expressdo do receptor para GnRH na hipofise indica que o receptor da
GnRH esté presente na hipdfise e que a GnRH libertada pelo hipotalamo estimula a sintese
e libertagdo de gonadotropina quando se liga ao receptor (Okuba, 2000).

Todas as espécies de vertebrados tem a caracteristica de possuirem a hipdfise que
sintetiza e secreta as gonadotropinas. Nos vertebrados terrestres a hipdfise secreta dois
tipos distintos de gonadotropinas, a hormona luteinizante (LH) e a hormona estimuladora
dos foliculos (FSH), mas nos peixes, e apesar de se encontrarem duas gonadotropinas
(GTH 1 e GTH II) em alguns teledsteos, nenhuma delas é estruturalmente idéntica & LH ou
FSH. Estes péptidos sdo compostos por duas subunidades: a subunidade-o, que é comum a
todas as gonadotropinas, e a subunidade-3 que é especifica e que determina a actividade

biolégica da hormona (Suzuki, 1988a, 1988b). Como as gonadotropinas sdo péptidos de

5
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grandes dimensdes € ndo atravessam a membrana plasmética, o seu efeito na sintese
enzimatica ¢ mediado pelo AMPciclico, que actua como mensageiro entre o receptor
localizado na membrana celular e o sistema enzimatico. A maior parte destas enzimas
requer a presenca de co-factores como o NAD ou NADPH.

O papel das duas GTHs no controlo da reprodug@o nos peixes tem sido estudado,
principalmente nos salmonideos. Nos teledsteos primitivos, tal como as enguias, apenas
uma gonadotropina, a GTH II, foi isolada e caracterizada. No entanto na enguia japonesa,
Anguilla japonica, foi possivel provar a existéncia das duas gonadotropinas, sintetizadas
em duas fases distintas do ciclo sexual - a GTH I em animais imaturos ¢ a GTH II em
animais maduros (Yoshiura, 1999).

Os esteroides fazem parte dos lipidos totais ¢ actuam como mensageiros quimicos
numa grande variedade de tecidos, influenciando varios aspectos da biologia do animal. A
partir do colesterol (C27), considerado o precursor das hormonas esteroides, sdo
sintetizados os progestagénios (C21) e os corticosterdides (C21), os androgénios (C19) e

os estrogénios (C18).

1. Desenvolvimento do ovario

A génada nos teledsteos € uma estrutura dupla localizada na cavidade corporal.
Esta estrutura foi descrita por Hood, e al. (1988) em C. oceanicus, onde as gbénadas sio
estruturas pares, achatadas, brancas e pregueadas que se encontram ao longo da cavidade
corporal estendendo-se para além do poro urogenital, sendo mais pregueadas nas fémeas.

Estruturalmente o ovario dos teledsteos é constituido por oogdnias, oocitos, células
foliculares e tecido conjuntivo. As células foliculares multiplicam-se formando uma
camada a volta do odcito, a granulosa. Da mesma forma, as células do tecido conjuntivo
circundante formam uma segunda camada distinta ¢ exterior, a teca. Assim, os foliculos
sdo constituidos por uma célula germinativa - o odcito, os tecidos somaticos envolventes, a
camada de células interiores - a granulosa, a camada mais exterior - a teca, e o epitélio
superficial (Tyler € Sumpter, 1996).

Em todos os teledsteos estudados o desenvolvimento dos odcitos sofre um padrio

comum de crescimento, ao qual podem ser atribuidas seis fases, ou periodos, de acordo




Capitulo II — Introdugio

com o estado de crescimento do odcito: oogénese, crescimento primario, fase cortico-

-alveolar, vitelogénese, maturagdo e ovulagdo.

Uma fase fundamental dos vertebrados ndo mamiferos é a acumulagio de reservas
nutritivas no citoplasma dos oécitos. Este processo, denominado de vitelogénese, envolve a
sintese e a captagdo de vitelogenina (VTG), proteina sintetizada no figado pela ac¢do do
17B-estradiol (E2) e incorporada no odcito por pinocitose (Tyler € Sumpter, 1996). A
caracterizagdo bioquimica da VTG mostrou que é uma glicolipofosfoproteina, de elevado
peso molecular, 340 KDa na enguia, Anguilla anguilla, (Burzawa-Gerard e Dumas-Vidal,
1991), e 550 KDa na truta arco iris, Oncorhynchus mykiss (Shibata, et al., 1993). Nos
teledsteos, tal como em outros vertebrados oviparos, a VTG ¢ sequestrada selectivamente
para o ooplasma, por endocitose mediada por receptores (Tyler e Lancaster, 1993); estes
receptores aumentam em numero durante a fase vitelogénica diminuindo imediatamente
antes da ovulagdo (Lancaster e Tyler, 1994). Nos peixes que desovam apenas uma vez,
morrendo de seguida, toda a VTG disponivel é captada pelo ovario antes da desova (Dye et
al., 1986). A VTG uma vez incorporada nos o6citos ¢ hidrolisada em duas outras proteinas
de peso molecular inferior, a lipovitelina ¢ a fosfovitina (Tyler € Sumpter, 1996), que
constituem a fonte de reservas nutritivas para a primeira fase de crescimento das larvas.
Julga-se que esta proteina, além do seu elevado valor nutritivo, funciona também como

molécula transportadora de ides, minerais e vitaminas (Specker ¢ Sullivan, 1994).

2. Hormonas esteroides

Os esterdides sdo sintetizados nas génadas e tém um papel muito importante na
diferenciacdo, desenvolvimento sexual, osmorregulagio e metabolismo.

A biossintese das hormonas esterdides esta descrita para os mamiferos: o acetato é
convertido em colesterol ap6s um numero elevado de reacgdes, € a partir do colesterol sdo
entdo sintetizadas todas as hormonas esterdides através de desidrogenases e enzimas
dependentes do citocromo P450, que catalisam reacgles de hidroxilagdo e oxidagdo-
-reducgdo. A localizagdo celular das enzimas situa-se maioritariamente na mitocondria e no

reticulo endoplasmatico das células da gonada (Kime, 1987). A estrutura base de um
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esterdide compreende quatro anéis, a qual pode ser adicionado oxigénio e diferentes
substituintes de carbono em vdrias posi¢des. A actividade biologica da hormona esterdide
depende da sua estrutura e da ligagdo aos receptores, dai estes compostos possuirem
estruturas bastante estaveis.

Na figura 3 estdo representados os principais esterdides envolvidos na reprodugido

dos teledsteos.

1 - Liase
2 -HSD
3 — Isomerase

HO 4 — Hidroxilase

5 - Liase
Colesterol 6 — HSD
7 — Aromatase
1 8- HSD
0 (@)
2 4
R _—
3
HO 0
Pregnenolona Progesterona 170-Hidroxiprogesterona
5
OH OH 0
@(Sjﬁ : Qéjﬁ 6
- e
HO O
17B-Estradiol Testosterona Androstenediona

Figura 3: Representacdo esquematica da sintese de algumas hormonas esterdides.
HSD: hidroxiesterdide desidrogenase .
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2.1. Estrogénios e fase vitelogénica

Os estrogenios sdo esterdides em C18 e caracteristicos pelo seu anel aromatico. Nos
teledsteos, tal como em outros vertebrados, o estrogénio mais activo é o E2, sendo o
principal indutor da sintese de VTG no figado. A estrona e o estriol, juntamente com o E2,
actuam sobre a indugdo da formagdo das vesiculas vitelinas no peixe dourado, Carassius
auratus; no robalo, Dicentrarchus labrax, o estriol existe em quantidade elevada na mesma
fase (Rocha, 1996). As fases iniciais da oogénese requerem a presenga de gonadotropinas
para iniciar a sintese de estrogénios, que por sua vez, estimulam a sintese de VTG e a sua
captacdo pelos o6citos.

A vitelogénese nos teledsteos € promovida por um processo em duas fases, uma em
que a GTH I estimula a secre¢do de E2 pelas células da granulosa, que por sua vez vai
estimular a sintese e secrecdo de VTG pelo figado; é responsavel pelo crescimento do
o6cito em todos os peixes ¢ a ela se deve cerca de 95% do peso final do odcito (Tyler et
al., 1991).

O E2 vai estimular a transcri¢do do gene da VTG no figado e a sintese da proteina
que vai ser incorporada pelos o6citos. A proteina atravessa as camadas foliculares em volta
do odcito em crescimento, liga-se a um receptor especifico altamente selectivo, localizado
na superficie do odcito, e ¢ entdo captada por um processo de endocitose (fig. 4). A VTG
acumula-se em vesiculas que migram em direcgdo ao nucleo e se fundem para formar uma
massa continua que confere aos odcitos uma transparéncia que lhes é caracteristica.

A fase vitelogénica pode ser divida em duas fases, a vitelogénese endogena € a

exdgena, atendendo a origem do vitelo, reservas produzidas no oécito ou incorporagio de

VTG (Tyler ¢ Sumpter, 1996).

2.2. Progestagénios e maturagio

Os progestagénios sdo esterdides em C21 que actuam na fase final da maturagéo
imediatamente antes da ovulagdo. O 170,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,20BP), é o
esterdide com acgdo maturativa mais descrito em teledsteos, nas fases finais da maturagéo

(Fostier, e al., 1981; Scott et al., 1982, 1983).




Capitulo Il — Introdugio

A maturagdo do odcito € regulada por trés mediadores, nomeadamente: a
gonadotropina, o esterdide indutor da matura¢do (EIM) ¢ o factor indutor da maturagio
(FIM). Nos salmonideos observou-se que o sinal que promove o inicio de todo o processo
maturativo € ovulatorio € a descida acentuada dos niveis plasmaticos de E2 (Young ef al.,
1983), seguido da sintese de 17,20BP pela ligagdo de GTH aos receptores localizados nas
células da granulosa e activagdo do sistema adenilciclase/AMPc, que leva a sintese de 20f3-
dihidroxiesteréide desidrogenase (20B-HSD), a enzima responsavel pela conversdo de

170-hidroxiprogesterona (17P), produzida na teca, em 17,20BP na granulosa (fig. 4).

Oogénese ¥»  Maturagio

Oogonia
Foliculo

Foliculo Vitelogénico
‘ Primario

Foliculo
Maduro

Cortico Alveolar

GTHI GTHII

Vitelogenina

17,208P

17B-Estradiol
GnRH

. Hipotilamo |
E Factores

Ambientais

¢ Citoplasma Receptores

Figura 4: Esquema representativo do desenvolvimento dos odcitos. GnRH: Hormona Libertadora
da Gonadotropina; GTH: Gonadotropina; FIMi: Factor Indutor da Maturacdo inactivo;
FIMa: Factor Indutor da Maturagdo activo. Adaptado de Brooks ef al., 1997.
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Na época da maturacdo a produgdo de androgénios e, principalmente de
estrogénios, desce e os esterdides mais produzidos sdo os progestagénios, 17P e 17,208P,
podendo também nesta fase verificar-se um aumento de esterdides conjugados. O esteroide
maturativo vai actuar no odcito activando o factor indutor da maturagdo, constituido por
duas proteinas de baixo peso molecular, uma quinase e uma ciclina, pela sintese de novo da

ciclina (Yoshikuni e Nagahama, 1991).

2.3. Androgénios

Sdo esterdides em C19, tal como a testosterona e a 11-cetotestosterona. Enquanto
que nos mamiferos a testosterona plasmatica das fémeas ¢ inferior & dos machos, nos
teledsteos pode ter valores superiores a dos machos. O papel da testosterona nas fémeas
ainda ndo ¢ completamente claro, mas pode ter um papel muito importante na maturagdo

do od6cito (Kime, 1987).

3. Acidos gordos no ovario

Os acidos gordos (AG) estdo ligados a processos fisioldgicos e bioquimicos,
assumindo grande importancia para o funcionamento dos ecossistemas. Os AG que nio sio
sintetizados pelos animais sdo considerados acidos gordos essenciais (Essential Fatty
Acids, EFA), e encontram-se muito conservados na cadeia alimentar aquatica (Arts et al.,
2001). Os acidos gordos podem ser agrupados em saturados e insaturados, de acordo com a
presenca de ligagOes duplas entre os 4tomos de carbono. Por sua vez, os insaturados podem
ser subdivididos em MUFA (MonoUnsaturated Fatty Acids), acidos gordos com apenas
uma ligacdo dupla, e em PUFA (PolyUnsaturated Fatty Acids), 4cidos gordos com duas ou
mais ligagdes duplas. Para além do numero de ligagdes duplas, podem também ser
agrupados em trés familias, n-9, n-6 e n-3, designagdo relacionada com a posigdo da
ligagdo dupla a contar do terminal metilo. Os AG saturados € os MUFA mais comuns
(C16:1 e C18:1) podem ser sintetizados pela maioria dos animais, enquanto que os PUFA
(ex: C18:2 e C18:3) sdo os unicos conservados pelos animais em todas os niveis tréficos,

sendo componentes dos fosfolipidos das membranas, dos transmissores neurais, cruciais
11
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para a visdo, e no controlo do balango idnico, incluindo o funcionamento das branquias
(Arts et al., 2001). Os peixes possuem acidos gordos de cadeia longa (mais de 20 4tomos
de carbono) e com cinco, ou mais, ligagdo duplas, que sdo denominados HUFA
(HighlyUnsaturated Fatty Acids) sendo de salientar o 4cido eicosapentaendico (EPA),
C20:5 n-3, e o 4cido docosahexaendico (DHA), C22:6 n-3. O DHA esta localizado na
posi¢do central dos fosfolipidos, com grande parte do EPA e algum DHA em circulagdo
sanguinea, especialmente apos uma refeigdo (Arts et al., 2001).

O teor em matéria gorda varia em fungdo da espécie, da época do ano e da idade do
animal. No proprio animal hé locais em que a quantidade de lipidos é superior, existindo
em maior quantidade na pele ¢ na zona abdominal (Ackman, 1994).

As reservas de lipidos nos ovos de peixes sdo usadas para o desenvolvimento das
larvas, como forma de reserva energética ¢ como componente estrutural das membranas
(Almansa et al., 1999). O desenvolvimento embrionario ¢ das larvas necessita de niveis
elevados de HUFA n-3 (Rodriguez et al., 1998).

Uma alimentagdo deficiente em 4cidos gordos afecta a desova em truta arco-iris
(Oncorhynchus mikiss), e tem grande importancia na fisiologia reprodutiva (Watanabe,
1992). As fémeas de truta com alimentagdo deficiente em acidos gordos produzem ovos
com pouca viabilidade, enquanto que com suplementos de HUFA n-3 a inviabilidade dos

ovos diminui.

Objectivos

Pouco se sabe acerca da reprodugdo de Conger conger. Para contribuir para o seu
conhecimento, visamos responder a algumas questdes relacionadas com esta fase,

importante em qualquer espécie. Assim, o trabalho foi orientado para:

e Analisar morfologicamente o ovario e classificar, sob o ponto de vista histologico,
as fases de desenvolvimento dos odcitos.
e Observar as variagdes de duas hormonas esterdides, T e E2, de acordo com o estado

de desenvolvimento dos gdmetas.

12
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Observar a variagdo da proteina- vitelogénica no sangue e relacionar com as fases de
desenvolvimento dos o6citos.

Avaliar a capacidade esteroidogénica dos foliculos, doseando a T ¢ o E2
produzidos in vitro.

Quantificar os lipidos presentes no ovario e analisar os acidos gordos presentes

nesses lipidos.

13
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Material e Métodos

1. Material biologico

As fémeas adultas de congro foram capturadas na costa norte portuguesa (Vila
Praia de Ancora) e espanhola (Vigo), e 4guas costeiras dos Agores, entre Fevereiro de 1999
€ Margo de 2000. Em Julho de 2000 efectuou-se uma amostragem na Ilha da Madeira
(Funchal). A captura efectuou-se em barcos de pesca, a profundidades entre os 200 ¢ os
600 m. Os animais foram medidos, do focinho & barbatana caudal, e pesados. O sangue foi
recolhido, com seringa heparinizada, da veia caudal para tubos heparinizados, centrifugado
a 130 g, durante 20 min, e recolheu-se o plasma, que foi conservado a —80°C, até
quantificagdo de hormonas esterdides ¢ VTG. Um pequeno fragmento do ovério foi
utilizado para andlise morfoldgica, sendo o restante imediatamente colocado em azoto

liquido para andlise posterior.

2. Morfologia do ovario

O tecido foi fixado em liquido de Bouin durante 24 h, desidratado em trés banhos
de etanol absoluto de concentragdes crescentes ¢ num banho de xilol. A inclusdo, em
parafina 56°-58°, foi efectuada com moldes de Leuckart. Com um microétomo efectuaram-
-se cortes de 7 pm de espessura, que foram corados com Hematoxilina de Mayer-Eosina
(HE). Inicialmente foram analisados fragmentos com diferente localizagio no ovario.
Como ndo se observaram diferengas optou-se por seccionar sempre uma porg¢io do centro
da génada, esquerda ou direita. O didmetro dos odcitos foi medido usando uma ocular
calibrada de um microscépio invertido (Nikon), e o didmetro médio calculado pela média

de 100 odcitos medidos numa secgdo histologica.

14
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3. Compostos quimicos

A colagenase, especifica para adipdcitos, a tripsina, o meio de incubagio Eagle’s
MEM, o meio Hank’s Balanced Salt Solution, o Hepes e os esterdides de referéncia foram
fornecidos pela Sigma. Os “kits” usados para dosear os esterdides foram da Diagnostic
Products Corporation (DPC). Os restantes produtos quimicos e solventes, todos de grau

para andlise (p.a.) foram obtidos da Merck.

4. Quantificacio de esteroides plasmaticos

Os esterdides sexuais, testosterona (T) e 17B-estradiol (E2), foram quantificados,
directamente do plasma, por radioimunoensaio (RIA) de fase solida, usando “kits” da
Diagnostic Products Corporation (DPC). Os anticorpos para os dois esterdides sdo
extremamente especificos e tém reac¢Ges cruzadas muito baixas com outros esterdides
enddgenos. Os valores de algumas reacgdes cruzadas, segundo determinagdes da DPC sdo:
anticorpo para a T (androstenediona 0,5%; 11B-hidroxitestosterona 0,8%; 11-
-cetotestosterona 16%; So-dihidrotestosterona 3,3%; estrona 0,01%; E2 0,02% e cortisol
0,05%) e anticorpo para E2 (androstenediona ND; T 0,001%, 11-cetotestosterona 0,006%:;
11B-hidroxitestosterona ND; estrona 10% e cortisol ND). A radiagdo gama do '*°I foi
medida num contador MiniGamma 1275, da LKB — Wallac. Neste método o anticorpo
especifico para o esterdide a dosear encontra-se aderente a parede dos tubos de propileno
em que ¢ realizado o ensaio. Dentro do tubo é colocada a amostra, na quantidade
especificada pelo “kit” (100 ul para a T e 50 ul para o E2), € a hormona marcada com o
'], Durante a incubagio (3ha37°CparaaT,e 3 hatemperatura ambiente para o E2) vai
ocorrer competi¢do entre o esterdide marcado e o esterdide plasmatico, pelos locais de
ligagdo ao anticorpo. Apds o tempo de incubagdo verte-se o contetido dos tubos ¢ a

radiag¢do gama ¢ lida.
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5. Quantificacdo da vitelogenina plasmatica

A concentragdo plasmatica da glicolipofosfoproteina, a vitelogenina, foi
quantificada indirectamente através da determinag¢do do fosforo inorgénico, porque ha
evidéncia que no plasma a VTG ¢ a unica proteina rica em fosforo (Tyler ef al., 1988). O
fosforo inorganico foi doseado pelo método colorimétrico segundo Reis-Henriques ef al.,
(1997).

As proteinas de 200 pl de plasma foram precipitadas com acido tricloroacético
(TCA) a 10 %, a 4°C durante a noite, seguido de centrifugagdo a 7 700 g, durante 10 min.
O depdsito foi ressuspendido em TCA a 5%, incubado a 90°C durante 30 min, e
centrifugado nas condigdes descritas. O precipitado foi deslipidificado com os seguinte
solventes orgédnicos: etanol absoluto, cloroférmio:éter:etanol (1:2:2), acetona, e éter,
centrifugando-se apds cada um dos tratamentos a 12 000 g, durante 10 min. O residuo final
foi ressuspendido em 300 pl de uma solugdo de hidréxido de sédio 2 N, e incubado durante
10 min a 100°C, para libertagdo do Pi, sendo depois neutralizada com volume igual de
acido cloridrico 2 N. O doseamento colorimétrico foi feito apds adi¢do de um reagente de
coloragdo preparado no momento com molibdato de amoénio (5,72%, p/v) em Aacido
cloridrico 6 N, alcool polivinilico (2,32%, p/v) e verde de malaquite (0,082%, p/v).
Deixou-se decorrer a reac¢do no escuro durante 60 min, sendo a absorvancia lida num

leitor de microplacas Multiskan MS da Labsystems, a 620 nm.

6. Lipidos e acidos gordos do ovario

6.1. Extraccao dos lipidos do ovario

Cerca de 1 g de ovario foi homogeneizado em 10 ml de diclorometano:metanol
(2:1), e filtrado sob vécuo. O extracto bruto foi lavado com uma solugio salina de cloreto
de sodio 0,75%, para eliminar os compostos hidrossoluveis e dissociar as lipoproteinas
(sendo eliminadas as proteinas). A fase orgénica foi recuperada passando por um filtro

hidrofébico e sulfato de sédio anidro, e evaporada num evaporador rotativo, com banho de
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aquecimento a 50°C, sob vacuo, pesando-se, até peso constante, no final da evaporagao os

lipidos totais presentes.

6.2. Quantificagdo dos acidos gordos

A metilagdo a frio dos acidos gordos foi efectuada segundo a NP-974, (1986). Aos
lipidos adicionou-se 2,5 ml de n-heptano ¢ 0,5 ml de hidréxido de potassio 2 N em
metanol. A mistura foi agitada e decantada apos 20 min de repouso, para separar o glicerol
dos ésteres metilados.

Os ésteres metilicos de 15 pl de amostra foram detectados num cromatografo
gasoso HP 6890, da Hewlett Packard, modelo G1530, equipado com um detector de
ionizagdo por chama, a 290°C, e injector de split com uma razdo 20:1, a 260°C. A
separacdo foi efectuada com hélio como gas transportador, numa coluna capilar SUPELCO
2-4080C, SUPELCOWAX 10 (0,32 mm x 30 m). A temperatura da coluna foi programada
para subir entre 180°C e 265°C durante 45 min, com incrementos de 1,8 °C/min. Os ésteres
metilicos foram identificados por comparacdo com os tempos de retengdo e area do pico,
dos padrdes de referéncia. A percentagem da area dos picos foi calculada recorrendo a
utilizagdo do software Hewlett Packard G 2070-60006 ¢ G 2170-6006 acoplado ao

cromatografo.

7. Incubacgio in vitro de ovario

O ovario de congro em fase mais avangada tem um grande nimero de células
adiposas, aproximadamente 80 %. Com o objectivo de isolar os odcitos presentes no ovario
das células adiposas, efectuou-se um tratamento prévio, durante 30 min, a4 temperatura
ambiente, incubando o tecido quer com tripsina 0,25 % em Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS), quer com colagenase especifica para isolamento de adipdcitos 1,0 mg/ml de
HBSS, segundo método adaptado de Tung e Fritz (1998). O objectivo deste tratamento
prévio era obter uma populagdo mais rica em o0citos para se incubar, seguindo-se o

tratamento com colagenase, nas restantes incubagoes.
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Para este ensaio o tecido foi descongelado lentamente em soro fisioldgico a frio, e
depois de seco em papel de filtro, incubado, durante 30 min, a temperatura ambiente, numa
solugdo de colagenase 1,0 mg /ml de HBSS. O tecido foi depois lavado em meio de
incuba¢do Eagle MEM (15 mM de Hepes e pH 7,4) e novamente seco em papel de filtro.
Pesaram-se cerca de 2 g do tecido, depois da actuagdo da enzima, que se colocaram em
frascos de incubagdo com 4,0 ml do mesmo meio ¢ deixados a incubar & temperatura
ambiente, durante a noite e com agitagdo, em trés situagdes distintas:

1. Apenas com meio de incubagéo — situacdo Controlo (C).

2. Incubagdo com 170-Hidroxiprogesterona (17P) como precursor exdgeno na
concentragdo de 25,0 ng/ml de meio de incubagdo— situagido 17P.

3. Incubagdo do tecido com precursor e com uma suspensdo de hipéfise de truta em
vitelogénese, 5,0 pg/ml meio de incubagdo — situagdo Hipéfise.

No final da incubagdo os lipidos foram extraidos 3 vezes com 5 ml de éter dietilico.
Apoés agitacdo, as fases orginicas recolhidas foram reunidas e evaporadas a 30°C sob
atmosfera de azoto. Ao extracto obtido foi adicionado 2,0 ml de metanol a 80% e, ap0Os
agitacdo, os lipidos foram extraidos 3 vezes com 3,0 ml de éter de petroleo. Quer a fracgio
metanolica (contendo os esterdides), quer a frac¢do ectérea (restantes lipidos) foram
evaporadas a 50°C sob corrente de azoto. Os lipidos foram secos numa estufa a 60°C até
peso constante. O extracto que continha os esterdides foi reservado a —20°C, para posterior

doseamento de T e de E2.

8. Quantifica¢ido de esteroides produzidos in vitro

A T ¢ o E2 foram quantificados por radioimunoensaio tal como descrito
anteriormente. O extracto obtido ap6s a deslipidificagdo foi dissolvido em tampéo gelatina
(tampdo fosfato, pH = 7,4, com 0,05% de azida sodica, 0,9% de cloreto de sédio e 0,1% de
gelatina) para que tivesse uma osmolaridade idéntica a do plasma (Reis-Henriques, et al.,
2000).
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9. Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados em graficos e tabelas, ¢ para cada grupo de
resultados calculou-se o valor médio ¢ o erro padrido da média.

Para se estabelecerem as comparagdes estatisticas entre os resultados usou-se o
teste de andlise de varidncia (ANOVA), seguido do teste de Scheffé. Para esta analise

usou-se o software Statistic 5.0 da Statsoft Inc.
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Resultados Obtidﬁs

Neste estudo foram utilizados 24 espécimes de congro, com comprimentos entre
74,0 ¢ 177,0 cm, peso entre 0,7 ¢ 14,5 Kg, e IGS entre 0,2 ¢ 5,9 %, ndo se tendo
encontrado qualquer relago entre o peso, o comprimento e o IGS, com a época do ano ou

local em que foram capturados.

1. Morfologia do ovario

Tal como foi descrito por Hood, et al., (1988) para C. oceanicus, as génadas de C.
conger sdo estruturas planas e pregueadas, de cor branca estendendo-se para além do poro

urogenital (fig. 5).

Figura 5: Ovério de congro. Fotografia cedida pela Dra. Mafalda Freitas, Estacdo
de Biologia Marinha do Funchal, Madeira.

Apesar de ndo ter tido acesso directo a nenhuma fémea madura, é possivel
apresentar um ovario mais desenvolvido onde se pode observar o aspecto granulado, que

evidencia a presenca de odcitos mais desenvolvidos (fig. 6).

20



Capitulo II -Resultados Obtidos

Figura 6: Ovario de congro, mais desenvolvido. Fotografias cedidas pela Dra. Mafalda Freitas,
Estacdo de Biologia Marinha do Funchal, Madeira.

Pela andlise morfologica dos ovarios de varias fémeas de congro verificamos que nio
foi encontrado nenhum animal maduro. As fémeas com IGS mais baixo apresentavam
odcitos com menor didmetro. Os odcitos das fémeas capturadas na Madeira apresentavam
didmetros superiores para o mesmo IGS, quando comparadas com as capturadas em Vigo.

Nio se encontrou qualquer relagdo entre a época do ano e o desenvolvimento do ovario.
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Figura 7: Correlacdo entre o diametro médio dos oocitos e a classe de IGS.
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Na figura 7 estdo representados apenas o didmetro dos oocitos dos animais
capturados em Vigo, observando-se uma correlagdo entre o IGS e o didmetro dos odcitos
(R2=0,83). O IGS ndo da uma descri¢do conclusiva do desenvolvimento da gonada porque
estd fundamentalmente relacionado com a quantidade de células adiposas presente no

tecido.

A observagdo histologica de ovarios de fémeas com 1GS<1% revelou a presenga de
oocitos em crescimento primario empacotados no ovario, medindo entre 20 ¢ 60 pm de
didmetro. Os odcitos apresentavam citoplasma basé6filo com nicleo excéntrico, de grandes

dimensdes, e varios nucléolos distribuidos pelo nucleoplasma (fig. 8).

Figura 8: Sec¢do de ovario de uma fémea com 1GS<1% apresentando odcitos em crescimento
primario. Corte de 7 pm. O=0dcito; N=Nucleo; n=Nucléolo. Ampliagdo: a) 100x e
b) 400x.

Em fémeas com IGS>1% o ovario apresentava grande niimero de células adiposas
na zona central das pregas, enquanto que os odcitos em estado vitelogénico se encontravam
localizados na periferia. Os odcitos mediam até 150 um, apresentando vesiculas de
gordura, que inicialmente se localizavam junto da membrana nuclear, indicando origem
endogena, e que numa fase mais avangada se distribuiam por todo o citoplasma. O nucleo é

central, com vérios nucléolos na periferia do nucleoplasma (fig. 9).
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Figura 9: Sec¢do de ovéario de uma fémea com 1GS>1% apresentando odcitos vitelogénicos.
Corte de 7 um. O=Obcito; N=Nucleo; n=Nucléolo; CA=Célula Adiposa;
V=Vesicula. Ampliagio: a) 100x e b) 400x

Adoptou-se fazer uma divisdo em quatro fases, de acordo com a quantidade de
vesiculas distribuidas pelo citoplasma. A fase I foi caracterizada pela presenca de odcitos
primarios, encontrando-se nas fémeas com IGS<1%. As fases II, III, e IV em fémeas com
IGS>1% e odcitos vitelogénicos. A diferenga entre estas trés fases foi apenas registada pela
quantidade e distribuigdo das vesiculas pelo citoplasma do odcito (fig. 10). Como se pode
observar na figura 10, na fase IV todo o citoplasma é ocupado pelas vesiculas, o que

corresponde aos odcitos de maior didmetro.
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Figura 10: Quatro fases de desenvolvimento dos odcitos de fémeas de congro. a) Fase
I; b) Fase II; c) Fase III e d) Fase IV. O=0dcito; N=Nucleo; n=Nucléolo;
CA=C¢lula Adiposa; V=Vesicula. Ampliagdo: 400x.

2. Niveis de vitelogenina plasmatica

Os niveis de VTG encontrados no plasma das fémeas variaram entre 8,57 ¢ 10,20
ugPi/ml plasma. Nao sendo valores significativamente diferentes verificou-se no entanto,
que os valores mais elevados correspondiam aos animais que apresentavam os 00citos num

estado morfoldgico mais avangado.

3. Niveis de testosterona e 17B-estradiol plasmaticos

Os niveis de T no plasma variaram entre os 75,0 e 3968,6 pg/ml de plasma,

observando-se uma variagao inferior para os niveis de E2, entre os 15,1 e 475,7 pg/ml de
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- plasma. Para a T existe uma correlacdo sendo maior a quantidade de T circulante em
animais com IGS superior (R2=0,70) ¢ de maior comprimento (R2=0,58). Nido se
encontrando qualquer tipo de relagdo entre os niveis de E2 circulante com a época do ano,
com o IGS ou com o comprimento do animal. A comparagdo da concentragdo no plasma
destes dois esterdides com cada uma das fases atras descritas mostra que existe uma
correlagdo entre estes esterdides € o desenvolvimento dos odcitos. Assim, na fase menos
avancada observou-se niveis mais baixos de T e de E2, sendo significativamente diferentes

(p<0,05) das outras fases, em que a concentragao destes esterdides € superior (fig. 11).
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2 3000,0 @ | 73-Estradiol - 350,0 Li
= +300,0 =
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B =l
g 1500,0 - 150,0 £
& 1000,0 - 1000 S
% =
~ 5000 - 50,0 =

0,0 ‘ L 0,0
Fase I (n=5) Fase Il (n=8) Fase IIl (n=8) Fase IV (n=3)

Figura 11: Niveis de T ¢ de E2 de acordo com o desenvolvimento dos odcitos. Valores
apresentados como Média+Erro Padrdo. Diferengas estatisticas:*) p<0,05.

4. Esteroidogénese in vitro

Os ensaios prévios efectuados para se estabelecer o melhor método para as
incubagdes ndo foram conclusivos, porque os odcitos se encontravam aprisionados numa

matriz de células adiposas.
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Foram feitos ensaios em duplicado com ovarios de fémeas em estados proximos

(fase III), com as duas enzimas, tripsina e colagenase, e os resultados mostraram que para a

sintese de T, a colagenase teve uma ac¢do mais eficaz (fig. 12).
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Figura 12: Niveis de T produzida pelo ovario ap6s ac¢do com a tripsina e com a
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Para o E2 os resultados obtidos foram semelhantes, verificando-se uma maior

produgdo deste esterdide quando a gonada foi tratada previamente com a colagenase (fig.

13).
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Figura 13: Niveis de E2 produzido pelo ovario apds ac¢do da tripsina e da
colagenase.

Uma vez que a acgdo da colagenase mostrou ser mais eficaz, as incubagdes

seguintes foram precedidas do tratamento com colagenase 1,0 mg/ml, durante 30 min.

Depois de estabelecidas as melhores condigdes de trabalho, analisou-se a produgio
de T e de E2 pelos odcitos de 15 fémeas com IGS compreendidos entre 1 e 6 %

provenientes de trés locais de captura: Vila Praia D’Ancora, Vigo ¢ Madeira.

Como ndo foi possivel obter uma frac¢do de odcitos isenta de células adiposas,
calculou-se a percentagem de lipidos totais presente no ovario de cada um dos congros
usados nas incubagdes. Os animais foram agrupados por classes de 1% de IGS,
verificando-se que existe uma correlagdo positiva (R2=0,81) entre a percentagem de

lipidos e as classes de IGS (fig. 14).
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Figura 14: Correlagdo entre classes de IGS e percentagem de lipidos totais
presentes no ovario.

A figura 15 mostra que ocorreu sintese de T e E2 nas trés situagdes de incubagio,
embora seja superior na presenca do precursor, ¢ do precursor e hipdfise. Pode observar-se
ainda um aumento da sintese de esterdide quando se realiza a incubagdo na presenga do
precursor, sendo um pouco mais acentuado no caso da T, que passa de 153.41 + 2,23 pg/g
de ovario para 213.91 £ 4,28 pg/g de ovario na presenga de 17P. Para o E2, o aumento ¢é de
47.39 £ 1,95 pg/g de ovério para 57.09 + 2,76 pg/g. Na presenca de 17P € hipofise a
sintese de T foi de 211,18 + 6,98 pg/g de ovario e para o E2 de 53,27 £ 1,69 pg/g de

ovario.

Como ja foi referido o nimero de adipocitos é sempre superior ao niimero de odcitos
presente. Para saber qual a sua influéncia no resultado final foi determinado o peso
correspondente aos lipidos totais, que foi subtraido ao peso do tecido usado na incubagio, e
a produgdo de esteroides referida a esse valor. No entanto, como se pode observar na figura
16, as diferencas relativamente ao controlo sdo mantidas na mesma percentagem, embora

os valores, como era de esperar, sejam mais elevados.
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Figura 15: Niveis de T e de E2 produzidos pelo ovario. Diferengas estatisticas
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Figura 16: Niveis de T e de E2 produzidos pelo ovario, sem os lipidos totais do

ovario. Diferengas estatisticas relativas ao controlo: *) p<0,05; ¢ **)
p<0,01.
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O aumento da sintese de T € de 29,9 % na situagdo com 17P e 29,6 % na incubagio
com suspensdo de hipdfise. Tal como acontecia com os lipidos presentes na gonada,
verifica-se um aumento menor na situagdo em que estd presente a suspensdo de hipdfise.
Neste caso a tendéncia é a mesma, verificando-se que a sintese de E2 aumenta nas duas

situagdes em que se incubou a génada, 19,2 % para 17P e 10,7 % na presenga de hipofise.

Para melhor analise da capacidade dos odcitos sintetizarem esterdides separam-se
trés fases, a fase II, III, e IV, de acordo com o critério ja descrito. Ndo se utilizou génada
com odcitos na fase I porque os odcitos nesta fase nfo tém capacidade de sintese,
também porque o tamanho da génada ndo o permitia.

Como mostra a figura 17 a sintese de T € superior nas fases de desenvolvimento
mais avangadas (fase Il 218,26 + 13,02 pg/g; fase III 305,34 + 10,97 pg/g ¢ fase IV 416,54
*+ 17,73 pg/g), sendo ainda maior a sintese deste esterdide na presenca de 17P em todas as
fases (fase II 308,62 + 33,28 pg/g; fase Il 439,84 £ 15,38 pg/g e fase IV 587,69 + 53,01
pg/g). Os niveis de T obtidos nas trés fases mostra que a produgdo na fase IV € sempre

superior.
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Figura 17: Niveis de T produzida pelo ovario em diferentes estados de desenvolvimento.
Diferengas estatisticas relativas ao controlo: *) p<0,05.
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Os niveis de E2 produzidos pelos odcitos nas diferentes fases sdo muito variaveis.
Na figura 18 observa-se que na fase II ocorre um aumento da sintese (C 79,03 + 3,43 pg/g ;
17P 91,77 £ 5,39 pg/g), na fase Il a produgdo deste esterdide é mais baixa que na fase I e
na fase IV apesar dos niveis serem aparentemente superiores, ndo sdo significativos devido

ao numero reduzidos de animais nesta fase.
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Figura 18: Niveis de E2 produzido pelo ovario em diferentes estados de
desenvolvimento.

S. Analise qualitativa dos acidos gordos.

A extracgdo dos lipidos totais para andlise dos acidos gordos, foi efectuada de
forma diferente da referida anteriormente para evitar a oxidagdo destes. No entanto, o
rendimento da extrac¢do ¢ semelhante para os dois métodos. Extraindo os lipidos totais de
ovarios de seis animais apos incubagio, com éter de petrdleo, obteve-se uma quantidade de
61% de lipidos totais, enquanto que, com diclorometano:metanol, para os mesmos animais,
a quantidade de lipidos totais foi de 60%.

Para a andlise da qualidade dos 4acidos gordos utilizaram-se ovarios que

apresentavam maior quantidade de células adiposas, correspondentes a estados mais
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avangados da vitelogénese. A gordura da goénada apresenta o perfil de acidos gordos

descrito na tabela 1.

Tabela 1: Perfil de acidos gordos dos lipidos presentes na
gonada de fémeas C. conger. Valores que
representam a média de seis analises. Média * Erro
Padrao.

Acido Gordo  C. conger (%) C. cinereus (%)*

C12:0 0,06 + 0,00 Tr
C14:0 4,66 + 0,07 4,5
Cl4:1 0,12 £ 0,01 0,2
C15:0 0,49 + 0,01 0,5
C16:0 16,3 + 0,22 23,4
C16:1 8,10+ 0,15 9,7
C17:0 0,53 0,01 0,5
C17:1 0,25 + 0,01 -

C18:0 3,12+0,07 4,1
C18:1 23,6 +0,47 35,0
C18:2 1,20 £ 0,06 0,6
C18:3 0,79 + 0,04 0,5
C20:0 0,19 +0,00 0,2
C20:1 2,3440,11 1,7
C20:5 6,87 +0,20 1,2
C22:0 0,08 + 0,00 0,1
c22:1 0,33+ 0,01 0,7
C22:6 11,3+0,20 7,0

* Ackman, 1991
Tr- Vestigios

De acordo com os resultados verifica-se que os acidos gordos presentes em maior
quantidade sdo C16:0, C16:1 ¢ Cl18:1, acidos gordos que podem ser sintetizados pelo
animal, encontrando-se em menor quantidade que a descrita para C. cinerus. Os PUFA,
C18:2 e C18:3, foram detectados em baixas quantidades, sendo no entanto, superiores as
de C. cinerus. O EPA e o DHA, acidos gordos altamente insaturados, encontram-se em

maior quantidade (EPA 6,87 + 0,20 e DHA 11,3 + 0,20), que em C. cinerus.

32



Capitulo II — Discussio

Discussao

Neste trabalho foi realizado o estudo do ciclo reprodutivo de fémeas de congro
(Conger conger L.), capturadas na costa portuguesa, em Vila Praia D’Ancora, Acores e
Madeira, € na costa espanhola, em Vigo, ndo se tendo encontrando fémeas maduras ou
ovuladas. Este facto poderd confirmar a migra¢do reprodutiva desta espécie para o Mar
Mediterraneo (Cau e Manconi, 1984), ou a desova a maior profundidade.

Nio foi obtida nenhuma correlagdo positiva entre o IGS e a época do ano em que os
animais foram capturados, mas apenas com o estado de desenvolvimento sexual ¢ com a
quantidade de células adiposas presentes no ovario.

Morfologicamente o ovario de congro € idéntico ao descrito por Hood et al. (1988)
para Conger oceanicus, sendo constituido por duas estruturas planas, brancas e pregueadas
que se estendem para além do poro urogenital o que, segundo Fishelson, (1994) liberta os
outros orgdos do abdémen, principalmente o intestino, da pressdo exercida pelas gonadas
durante a reprodugao.

As fases de desenvolvimento dos odcitos descritas para C. oceanicus (Hood et al.,
1988) e C. myriaster (Okamura et al., 2000) sdo encontradas também nesta espécie. As
f€émeas com IGS<1% de C. conger analisadas apresentavam odcitos com didmetro entre 20
e 60 um, enquanto que em C. oceanicus (Hood et al., 1988) atingiam os 80 um de
didmetro, com células em crescimento primario e com poucas células adiposas. Os 06citos
em vitelogénese foram encontrados em fémeas com IGS entre 1 € 6% medindo entre 80 e
150 um de didmetro, apresentavam grande quantidade de células adiposas que podem
ocupar ate 80 % do ovario; estas células adiposas foram descritas em Anguilla anguilla
(Boetius e Boetius,1980) como tendo uma fungdo de reserva energética para a migragio

reprodutiva.

As hormonas esteroides tém um papel importante na regulagio enddcrina da
reprodugdo e estdo relacionadas com o desenvolvimento dos odcitos. Neste estudo foram
analisados os niveis plasméticos de dois esterdides, a testosterona (T) e o 17B-estradiol
(E2), sendo a T o que apresentou sempre os niveis mais elevados. Tal como aconteceu com
o desenvolvimento do ovério, ndo se observou qualquer relagdo destes esterdides com a

€poca do ano.
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Niveis significativamente mais elevados (p<0,05) de T e E2 foram detectados com
o aparecimento de vesiculas lipidicas nos odcitos indicando activagdo do eixo hipofise-
gonada, resultado também descrito em outras espécies de teledsteos (Scott, 1987; Injiri, et
al., 1995; Reis-Henriques, 1998), onde os niveis de T e E2 aumentam com o
desenvolvimento do ovario. Os niveis de E2 nas fémeas com IGS<1% sio da mesma
ordem dos descritos para a Anguilla japonica (Ijiri et al.,1995) e Dicentrarchus labrax
(Rocha, 1996), com o mesmo desenvolvimento, enquanto que para a T os niveis sdo
superiores no robalo e iguais aos medidos para a enguia japonesa.

Para IGS>1% verificou-se que ndo existe correlagdo positiva com a produgio de
E2, explicando-se este facto pelo aumento do numero de células adiposas que aparece
nesta fase, o que demonstra que o IGS nesta espécie ndo ¢ um indicador seguro do estado
de desenvolvimento sexual.

A proteina vitelogénica, a vitelogenina (VTG), em circulagdo no sangue destes
animais apresentou valores baixos e sem qualquer varia¢do com o desenvolvimento sexual,
demonstrando que o E2 circulante era insuficiente para estimular a sintese de VTG pelo
figado, resultado idéntico ao obtido em robalo, Morone saxalitis (Holland et al., 2000). Os
niveis de VTG variam entre os 8 ¢ 10 pg/ml de plasma, enquanto que em fase vitelogénica
os teledsteos podem apresentar valores na ordem das centenas de [Lg/ml (Reis-Henriques et
al., 1997). Esta proteina apresenta uma relagdo directa com os niveis plasmaticos de E2 e
T, e com a percentagem de odcitos vitelogénicos no ovario de varias espécies (Reis-

-Henriques et al., 1997; Susca et al., 2000).

De forma a avaliar a capacidade dos odcitos de C. conger sintetizarem os esterdides
sexuais T e E2, efectuaram-se incubagdes de gonada in vitro. Em todas as preparagdes foi
detectada a presenga de T e E2, mostrando que a capacidade esteroidogénica se manteve,
mesmo apos congelagdo em azoto liquido e conservagdo a —80°C. A adi¢do no meio de
incubagdo, de um esterdide exégeno como precursor (17P) aumentou significativamente
(p<0,05) a sintese de esterdides, observando-se um aumento de 29,9 % paraa T e de 19,2
% para o E2, o que indica que a actividade da liase e da hidroxiesterdide desidrogenase
(HSD) ¢ superior a actividade da aromatase.

Na incubagdo dos oocitos foi também adicionada uma suspensdo de hipdfise de
truta vitelogénica, porque se sabe possuir uma quantidade elevada de GTH I (Tyler e

Sumpter, 1996), que estimula a sintese de esterdides in vitro (Suzuki, et al, 1988;
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Yoshikuni e Nagahma, 1991). No entanto nesta situagdo ndo se verificou uma resposta a
presenca de GTH de truta. Este resultado pode ser explicado, em primeiro lugar, porque os
receptores para a GTH de C. conger ndo reconhecem a GTH dos salmonideos. Nesta
espécie ndo foi ainda demonstrada a presenga de qualquer gonadotropina, embora na
enguia japonesa, A. japonica, tenham sido ja caracterizadas a GTH [ ¢ GTH I, a primeira
apresentando uma homologia maior com a FSH bovina do que com outras espécies de
teledsteos, com excepgdo para o peixe-dourado (Yoshiura et al., 1999). Em segundo lugar,
as gonadas podem ter um periodo de insensibilidade 8 GTH mesmo depois de activada a
sua capacidade esteroidogénica, tal como foi referido para a truta arco-iris (Fitzpatrick et
al., 1993). Testes realizados com foliculos de Anguilla dieffenbachii deram resultados

1dénticos, ndo ocorrendo resposta a presenga de GTH (Lokman e Young, 1995).

Como se verificou que o numero de células adiposas aumentava com o
desenvolvimento, foi efectuada a andlise qualitativa dos lipidos, uma vez que sdo
considerados de grande importancia na alimentagdo, quer para o Homem, quer para os
outros animais. Os 4cidos gordos da familia n-3 (HUFA n-3) presentes nos peixes podem
prevenir ¢ minimizar doengas cardiacas, ou outras condigdes patoldgicas, tendo os peixes
vantagens nutricionais em detrimento de outra carne vermelha na alimentagdo humana
(Bang e Dyerberg, 1985; Deadman, 1989). Estudos bioquimicos da composigdo de ovos e
larvas de peixes marinhos apontam a importancia dos HUFA n-3 como 4cidos gordos
essenciais (Izquierdo, 1996), e desempenhando um papel fundamental na reprodugio,
condicionando a qualidade dos ovos (Almansa ef al., 1999). Os AG presentes em maior
quantidade no ovario de congro foram o C16:0, 0 C16:1 e o C18:1, tal como descrito para
o Conger cinerus (Ackman et al, 1991), e para a enguia europeia, onde estes sdo o
principal constituinte dos lipidos de musculo (Dave et al., 1974, 1976). Todos os PUFA n-
3 (C18:2 e CI18:3) presentes na alimentacdo sdo a fonte destes AG, que ndo sdo
sintetizados de novo pelos peixes, tal como em todas as espécies animais estudadas até
agora (Ruyter ¢ Thomassen, 1999), variando, de acordo com a espécie, a capacidade de
alongar e desnaturar os PUFA C18 em HUFA C20 e C22 (aos quais pertencem o EPA e o
DHA) (Ruyter € Thomassen, 1999; Ruyter et al., 2000), que podera explicar o facto de C.
conger possuir niveis mais elevados de EPA e DHA, como foi apresentado nos resultados.

No entanto, a composi¢do em 4acidos gordos dos lipidos de congro, como espécie
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carnivora, e, tal como outras espécies de anguiliformes, reflectem a sua alimentagdo
(Otwell et al., 1981/2; Sugii et al., 1988).

No congro verificou-se que a quantidade de células adiposas no ovario aumenta
com o desenvolvimento, podendo este facto estar relacionado ndo s6 com a migra¢do

reprodutiva, mas também com a qualidade dos ovos, e a sobrevivéncia das larvas.
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'CAPiTULO III — Induc¢io da Maturacdo em Fémeas de Congro,

Conger conger

Introducao

Nos teledsteos a maturagdo ocorre apos um periodo de crescimento dos odcitos e
precede a ovulagdo, sendo muito importante para uma fertilizagdao bem sucedida. O odcito
torna-se relativamente impermedvel durante a maturacdo, e em alguns teledsteos a
hidratacdo nas fases finais corresponde a um aumento consideravel do tamanho final do
odcito (cerca de 88%), que parece ser importante para a viabilizagdo de ovos pelagicos
(Tyler e Sumpter, 1996).

A hormona libertadora das gonadotropinas (GnRH) tem um papel regulador na
secre¢do da gonadotropina maturativa (GTH-II) pela hipdéfise. A GnRH é um decapéptido,
que nos salmonideos é cerca de 80% similar com a hormona hipotalamica humana. A
estrutura basica desta proteina, identificada no cérebro de mamiferos, é pGlu-His-Trp-Ser-
Tyr-Gly-Leu—Arg—Pro—Gly—NH2 (mGnRH). A primeira GnRH em peixes foi detectada no
salmdo (Oncorhynchus keta), com a seguinte diferenca relativamente a humana [Trp7,
Leu’]-GnRH (Sherwood et al., 1994). Desde entdo, foram descritas outras formas em
teledsteos, [His’, Trp’, Tyr’]-GnRH (GnRH de galinha ou ¢cGnRH), mGnRH, [His’, Leu’,
Asn®]-GnRH (GnRH de peixe gato ou cfGnRH), ¢ [Ser’]-GnRH (GnRH de dourada ou
sbGnRH) (Peter e Yu, 1997), podendo estar todas presentes na mesma espécie e com
estrutura molecular bastante conservada, apresentando pequenas diferencas entre cada uma
das formas.

Em alguns teledsteos, principalmente de agua doce, para além do estimulo da
GnRH na secregdo e libertacdo da GTH pela hipdfise, hda uma inibi¢do exercida pela
dopamina (DA), quer na secrecdo de GTH a nivel da hipéfise, quer na libertagdo de GnRH
pelo hipotadlamo. A inibigdo do efeito dopaminérgico, juntamente com a estimulagdo da
GnRH, constitui um mecanismo neuroenddcrino importante que leva a sintese da GTH-II,

necessario para a maturagdo ¢ a ovulagdo.
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A gonadotropina actua directamente no odcito, ligando-se a receptores especificos
localizados na membrana, para induzir a sintese do esterdide indutor da maturagdo (EIM)
pelas células da teca no foliculo. Os esterdides descritos como maturativos sdo
principalmente em C21, entre estes estdo incluidos a progesterona, a 170-
-hidroxiprogesterona (17P), a 17a,203-dihidroxi-4-pregne-3-ona (17,20BP), a 170,,208,21-
-trihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,208,21P), o cortisol e a desoxicorticosterona (Yoshikuni e
Nagahama, 1991). Em enguia japonesa, Anguilla japonica, Kagawa et al, (1995)
identificaram a 17P e 17,20BP, como indutores da maturac¢do de odcitos in vitro. Contudo,
estudos em vdrios teledsteos demonstraram que o EIM comum a um maior nimero de
espécies € 0 17,20BP (Nagahama et al.,1995).

O desenvolvimento dos o6citos s6 € possivel pela ac¢do dos factores externos como
a temperatura, o fotoperiodo e os alimentos. Outros factores, que se pensa contribuirem
para a inducdo da maturagdo sexual e ovulagdo, sdo esterdides conjugados (sulfatos e
glucordnidos) soluveis na agua, cuja acgdo € sincronizar o desenvolvimento de machos e
fémeas da mesma espécie. A sincronizagdo da maturagdo sexual deve-se 4 estimula¢do que

estes compostos, denominados feromonas, exercem na libertagdo de GTH II (Sorensen e

Stacey, 1991) (fig. 19).
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Luz Feromonas Temperatura
Cerebro Olfacto
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Figura 19: Modelo de regulagdo neuroendocrina da secre¢do de
GTH-II em fémeas de peixe dourado. Adaptado de
Peter et al., 1997.

A reprodugdo de algumas espécies em cativeiro apresenta alguma dificuldade; as

fémeas, principalmente devido ao facto de nio atingirem as fases finais da maturagio,
necessitam da administragdo de analogos da hormona libertadora da hormona luteinizante
(LHRHa) associada, ou ndo, a antagonistas dopaminérgicos, como o pimozide (PIM) ou
domperidone (DOM) para atingirem a maturagdo. A administragdo em enguia japonesa,
Anguilla japonica, de LHRHa e DOM aumentou os niveis de GTH na hipéfise € no plasma
(Lin et al, 1990). Uma outra forma de se induzir a maturagdo ¢ pela administragio de
extracto de hipdfise de salmio (SPE), injecg¢des repetidas deste extracto em Anguilla
Jjaponica induziram a vitelogénese (Ohta et al., 1997). Outro tipo de hipofisa¢do, também

muito usado, consiste na administragdo de hormona coriénica humana (HCG)
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-apresentando, no entanto problemas de especificidade devido & diferenca estrutural com a
hormona dos teledsteos, podendo ocorrer reacgdes imunoldgicas apds o uso prolongado
desta hormona (Zanuy e Carrilho, 1987). Deste modo, sdo mais usados actualmente os
analogos da hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRHa) associada, ou ndo, a
antagonistas dopaminérgicos. A LHRHa, péptidos de sintese muito mais estaveis e activos,
e resistentes a acgdo enzimatica, com uma vida média mais longa, s3o activos num grande
nimero de espécies, sem qualquer sinal de rejeicdo, ndo existindo problemas de

especificidade para a libertagdo da gonadotropina (Reis-Henriques, 1998).

Objectivos

Como todos os congros capturados se encontravam nos estados iniciais do seu
desenvolvimento reprodutivo, alguns deles foram mantidos em cativeiro com a finalidade
de se induzir a maturagdo por intermédio de tratamento hormonal. Assim, os objectivos

deste estudo foram:

¢ Manter os animais em cativeiro e induzir a maturagdo com LHRHa associado ao
PIMea 17P.

e Observar as diferengas no desenvolvimento sexual destes animais comparando com
os selvagens.

e Observar a variagdo de T e de E2 no sangue ap6s a administra¢gdo da hormona, e
procurar a presenga do esteréide maturativo, 17,20BP.

¢ Dosear a proteina vitelogénica no sangue ap6s administra¢io da LHRHa.

e Dosear os esterdides A, T, E2 e 17,20BP produzidos in vitro pelos foliculos do

animal tratado com LHRHa.
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Material e Métodos

1. Material biologico

Nesta experiéncia foram estudados dois animais com pesos de 8 Kg (congro 1) e de
13 Kg (congro 2), capturados em Vila Praia D’Ancora que se assumiram ser fémeas, pelo
peso elevado que apresentavam. Os animais foram mantidos em tanques com 8 m de
didmetro e cerca de 80 cm de altura de agua, com circulagdo da agua em circuito aberto,

sendo a sua alimentagdo composta de sardinha e cavala.

2. Indugio da maturagio sexual com LHRHa e PIM.

Para induzir a maturagdo em fémeas de Conger conger efectuaram-se injecgdes
intraperitoneais de [D-ALA®]-hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRHa),
Pimozide (PIM) e 17a-hidroprogesterona (17P). O veiculo usado foi uma mistura de 6leo
de coco:oleo vegetal (1:1, p/p). Antes do manuseamento, os animais foram anestesiados
com 0,2 % de 2-fenoxietanol.

No congro 1 efectuou-se uma tnica injec¢do com 0,Img LHRHa/g de Peso
Corporal (PC), 10mg PIM/g de PC e 2 mg 17P/g de PC. O sangue foi recolhido da veia
caudal para tubos heparinizados e centrifugado a 130 g, durante 20 min, € o plasma
conservado a —80°C, até quantificacdo de hormonas esterdides ¢ VIG. A fémea foi
sacrificada, apds 15 dias com uma dose elevada de anestésico (2-fenoxietanol, 1ml/l),
efectuando-se previamente uma colheita de sangue. As génadas foram colocadas em azoto
liquido e conservadas a —80°C até serem analisadas, e uma pequena porgdo foi fixada em
liquido de Bouin para analise morfoldgica.

O congro 2 foi injectado 6 vezes, de 15 em 15 dias, com a mesma dose. Na ultima
injecgdo a 17P foi substituida por 17B-estradiol (E2) na mesma concentra¢io. Deste animal
recolheu-se apenas sangue, aquando de cada uma das injec¢des, € ainda uma ultima

colheita 2 semanas apds a tltima injecgdo.
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3. Morfologia do ovario

O tecido do congro 2 foi fixado, desidratado e incluido tal como descrito no

capitulo II (pag. 14).

4. Compostos quimicos

A [D-ALA®]-hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRHa), o pimozide

(PIM), a 17a-hidroxiprogesterona (17P) e o 6leo de coco foram obtidos na Sigma. Todos

0s outros compostos quimicos foram referidos no capitulo II (pag. 15).

5. Quantificacao de esterodides plasmaticos

Os esteroides sexuais T e E2 foram quantificados directamente do plasma, por
radioimunoensaio (RIA) de fase sélida, usando “kits” da Diagnostic Products Corporation
(DPC), segundo o método descrito no capitulo II (pag. 15).

Os esterdides Androstenediona (A), 17P e 17,20BP foram identificados por
Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC). Foi usada uma coluna de fase reversa
Nova-Pak® Cis da Waters (3,9 mm x 100 mm), de grande estabilidade. Este sistema,
equipado com um detector diode-array (Varian 9065 Polichrom), permitiu detectar
substancias que absorvem em comprimentos de onda, compreendidos entre 190 e 367 nm.
A comparacdo entre os espectros € os tempos de retengdo (Tr) das amostras padrdo com os
dos compostos em analise tornou possivel a identifica¢do e doseamento dos esteréides.

Os esterdides plasmaticos foram extraidos de 1 ml de plasma com 3x4 ml de éter
dietilico. As fases etéreas recolhidas foram reunidas e evaporadas a 30°C, sob atmosfera de
azoto. O extracto foi ressuspendido em 50 pl de etanol filtrado, por um filtro de poro 0,20
um.

No método I os esterdides de 10 pl de amostra foram eluidos com um gradiente de

eluigdo com agua:acetonitrilo. O acetonitrilo aumentou de 35% a 45% durante 15 min a
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- um fluxo de 0,75 ml/min. Picos com o mesmo espectro e Tr que os padrdes,17,208P (9,1
min), T (9,7 min), A (11,9 min) e 17P (12,3 min) foram quantificados usando o software
Varian 9065 acoplado ao cromatégrafo.

O método foi validado recolhendo do método [ as frac¢es que se presumiu
conterem 17,20BP (8,5-9,5 min), T (9,5-10,5 min), A (11,5-12,1 min) e 17P (12,1-12,5
min), sendo cada fracgdo evaporada em banho seco, a 50°C, sob corrente de azoto.

Cada extracto foi ressuspendido em 50 l de etanol e colocado numa placa de silica
gel 60 Fis4 (10 x 20 cm) da Merck, para Cromatografia de Camada Fina (TLC). Na mesma
placa de TLC também foi colocada 50 pl de uma mistura dos quatro padrdes de esterdides.
A placa foi desenvolvida num sistema de cloroférmio:metanol (95:5), e as manchas
identificadas sob lampada de UV a 254 nm. A silica foi raspada e colocada num colector
de amostras de TLC, lavada com cloroférmio, e filtrada. O cloroférmio foi evaporado a
40°C em corrente de azoto, € o extracto obtido dissolvido em 50 pl de etanol, para ser
analisado num sistema de diferentes solventes no HPLC.

No método Il o gradiente de elui¢do foi composto de metanol:agua, comegando
com 48% de metanol e terminando com 100% ap6s 30 min. O fluxo foi de 0,75 ml/min até
aos 15 min e 1 ml/min até ao final do método. Neste sistema, os esteroides de 10 pl de
amostra foram eluidos em Tr diferentes, a A aos13,4 min, a T aos 15,4 min, a 17P aos 16,5
min ¢ a 17,20BP aos 17,1 min. Os esterdides foram quantificados por comparagio dos

espectros e respectivos Tr com as amostras padrio.

6. Quantificagdo da vitelogenina plasmatica

Os niveis plasmaticos de VIG foram quantificados pelo método indirecto de

doseamento do fosforo inorganico descrito no capitulo II, pag. 16.
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7. Incubacio in vitro de ovario

A génada do congro 1 foi utilizada para se avaliar a capacidade dos seus 006citos
sintetizarem esterdides in vitro. O método utilizado foi 0 mesmo, € encontra-se descrito no
capitulo anterior. No entanto, nestas incubagdes parte do extracto foi utilizada para
quantificagdo de E2 e T, enquanto que outra parte do extracto obtido foi utilizado para

quantificagdo de A, 17P ¢ 17,20BP por HPLC.

8. Quantificacio de esteroides produzidos in vitro

Os niveis de T e E2 foram quantificados por RIA de fase sélida, usando “kits” da
DPC especificos para cada um deles, tal como foi descrito. O extracto final obtido ap6ds a
deslipidifica¢do foi dissolvido em tampao gelatina (tampdo fosfato, pH = 7,0, com 0,05%
de azida sodica, 0,9% de cloreto de sédio e 0,1% de gelatina). A radiagdo gama lida num
contador MiniGamma 1275 da LKB-Wallac. O extracto obtido para a quantificagdo de A,
17P e 17,20BP foi ressuspenso em 50 ul de etanol filtrado, até doseamento por HPLC.

9. Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados em graficos e tabelas, e para cada grupo de

resultados calculou-se o valor médio e o erro padrdo da média.
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Resultados Obtidos

1. Morfologia do ovario

A morfologia do ovario do congro 1 foi semelhante & descrita para os animais
selvagens com IGS>1%, apresentando uma matriz de células adiposas, odcitos com

vesiculas lipidicas dispersas por todo o citoplasma e didmetro médio de 230 um (fig. 20).

Figura 20: Seccao de ovario de fémea injectada com LHRHa, PIM e 17P. O-odcito; CA-célula
adiposa; N-nicleo; n-nucléolo. Ampliagdo: a) 100x e b) 400x.

2. Niveis de esteroides plasmaticos

A T e o E2 foram doseados, por RIA, no plasma dos dois animais usados nesta
experiéncia, € encontram-se apresentados na tabela 2.

O congro 1 no tempo zero apresentava 10,94 ng/ml plasma de T e 282,9 pg/ml de
plasma de E2, verificando-se um aumento de 8,3 % para a T e de 7,4 % para o E2. O
congro 2, antes da administragdo de LHRHa associada ao PIM, tinha niveis de T e de E2
inferiores ao congro 1 (5,25 ng T/ml plasma e 146,58 pg E2/ml plasma). Aos 60 dias
observaram-se os niveis mais elevados de T ¢ de E2 com uma descida dos niveis aos 75

dias.
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Tabela 2: Quantidade de T e de E2 plasmatico ¢ aumento entre cada dose verificados nos congros 1 e 2.

Congro Tempo (dias) T ng/ml plasma Aumento (%) E2 pg/ml plasma Aumento (%)

1 0 10,94 2829
15 11,85 8,3 303,84 7,4
2 0 5,25 146,58
15 7,66 31,45 211,82 30,80
30 8,22 36,11 236,01 37,89
45 12,32 57,36 333,47 56,04
60 14,63 64,10 385,93 62,02
75 10,72 51,03 318,53 54,00

Na figura 21 esta representado o cromatograma a 254 nm da separagdo dos quatro
esterdides 17P, A, T e 17,20BP feita pelo método I; e na figura 22 o cromatograma a 254
nm da separagdo dos mesmos esterdides separados método II, a partir dos quais se tentou

detectar a presenga do esterdide maturativo, 17,20BP, no plasma dos congros 1 e 2.
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Figura 21: Cromatograma a 254 nm da separagao dos quatro esterdides padrdo (17P, A,
T e 17,20BP) feita pelo método I com acetonitrilo:dgua como eluente.
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Figura 22: Cromatograma a 254 nm da separagio dos quatro esterdides padrdo (17P, A,
T e 17,20BP) feita pelo método II com metanol:agua como eluente.
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No plasma do congro 1, por HPLC, e usando os dois sistema de elui¢do, foi
possivel detectar, a presenga de A, antes (<1 ng/ml plasma) e depois (>1 ng/ml plasma), da
administragdo de LHRHa associada ao PIM. O esterdide maturativo 17,20BP ndo foi
detectado nem a partir do método I, nem do método II.

Nas tabelas 3 e 4 estdo representados os esterdides detectados no plasma do congro

2 em cada uma das colheitas, pelo método I e método II de HPLC, respectivamente.

Tabela 3: Esterdides detectados e recolhidos no método 1 de HPLC. (ND) ndo detectado; (-) sem
amostra; (+) niveis inferiores a 1 ng/ml plasma; (++) niveis superiores a 1 ng/ml de

plasma.
Dias 0 15 30 45 60 75
A + ++ ++ ++ - ++
17P + ++ ++ ++ - ++
17,20BP + + + + - ND

Tabela 4: Esteroides detectados no método 11 de HPLC, apds TLC. (ND) ndo detectado; (-) sem
amostra; (+) niveis inferiores a 1 ng/ml de plasma; (++) niveis superiores a 1 ng/ml de

plasma.
Dias 0 15 30 45 60 75
A + ++ ++ ++ - ++
17P + ++ ++ ++ - ++
17,20BP ND ND ND ND - ND

As tabelas 3 ¢ 4 mostram que o congro 2 tinha niveis de A superiores a 1 ng/ml
plasma, com resultados idénticos para a 17P. O 17,20BP foi detectado em niveis inferiores
a 1 ng/ml plasma pelo método I, ndo sendo detectado pelo método II, apos TLC (fig 23 e
24). Como € possivel observar nas figuras 23 ¢ 24 a A é detectada em ambos os metodos

de HPLC, enquanto que o 17,20BP s6 ¢ detectado no método I.
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Figura 23: Cromatograma a 254 nm da separagdo de extracto de plasma de congro pelo

método I de HPLC.
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Figura 24: Cromatograma a 254 nm da separagdo de extracto de plasma de congro apés

separacdo pelo método I de HPLC e TLC.
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3. Niveis de vitelogenina plasmatica

A proteina vitelogénica foi doseada indirectamente pela determinagdo do Pi
presente no plasma. O congro I, que foi apenas injectado uma vez, ndo apresentou
qualquer varia¢do relativamente a quantidade de VTG em circula¢do, com valores entre
7,58 UPi/ml, antes do tratamento, ¢ de 7,65 puPi/ml, apds o tratamento. Relativamente ao
congro 2, ao qual foram administradas seis injecgdes, os niveis de VTG estdo apresentados

na tabela 5.

Tabela 5: Niveis de VTG no plasma do congro 2
injectado com LHRHa, PIM e 17P.
Aos 75 dias foi substituida a 17P por
E2.

Tempo (dias) VTG pgPi/ml plasma

0 7.69
15 9.79
30 6.73
45 7.59
60 7.52
75 ® 6.58
90 32.85

(*) — Administra¢do de E2 como
esterdide

Os niveis de VTG mantiveram-se na mesma ordem de valores até aos 75 dias,
verificando-se uma aumento significativo (80,0 %) aos 90 dias, apds administracio de E2,

em vez de 17P.
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4. Esteroidogénese in vitro

O ovario do congro 1 foi incubado seguindo o procedimento descrito para os

animais selvagens e, tal como se tinha verificado, a génada deste animal também sintetiza

T e E2 in vitro (fig. 25).

1000,00 -
90000 | 1 17B-Estradiol
800,00 - [fll Testosterona
700,00 -
600,00 |
500,00

400,00 -

pg esteroide/g ovario

300,00

200,00

100,00 -
00

Controlo 17P Hipofise

Figura 25: Niveis de T e de E2 sintetizados pelo ovario do congro 1.

Verificou-se um aumento de 18,4 % na sintese de T na presenca de 17P, em relacio
a situagdo controlo, enquanto que para os animais selvagens o aumento foi de 28,3 %. A
quantidade de T sintetizada pelo ovario do congro, tratado com LHRHa associada ao PIM,
foi superior a dos animais selvagens nas trés situagdes em que foi incubado. O ovario do
congro 1 produziu 691,3 pg T/g ovario, enquanto que nos animais selvagens a quantidade
de T na situagdo controlo foi de 153,4 pg/g de ovario. Na incubagiio com 17P os niveis de
T produzidos foram de 847,4 pg/g ovario, ¢ nos animais selvagens foi de 213,9 pg T/g
ovario. Mais uma vez, o ovario deste animal ndo respondeu a presenca de extracto de
hipéfise de truta no meio de incubagdo, sendo os niveis de T semelhantes aos da situagio

controlo.
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No caso do E2 sintetizado pelo ovério do congro tratado ndo se observou qualquer
resposta a presenga do precursor, nem do precursor e extracto de hipdfise, sendo os niveis

de E2 semelhantes aos encontrados nas incubagdes com ovério de espécimes selvagens.
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Figura 26: Niveis de T e de E2 sintetizados pelo ovario, sem os lipidos totais, do
congro 1.

A percentagem de lipidos presente no ovario do congro 1 era de 50 %. Na figura 26
estdo representados os niveis de T e de E2 sintetizados pelo ovario deste animal subtraindo
os lipidos totais e referindo a produgdo destes esterdides por peso de ovario, o que, tal
como aconteceu nas incubagdes de ovario de congros selvagens, apenas aumenta a
quantidade de esteroide sintetizado pelo ovario, sem alterar a relagdo que existe entre as

trés situagdes de incubacio.

Os esteroides sintetizados pelos odcitos desta fémea foram doseados por HPLC,
tendo-se detectado apenas a presenca de A ( niveis superiores a 1 ng/g ovdrio), em todas as
situagdes em que o tecido foi incubado. O esterdide maturativo, 17,20BP, ndo foi

encontrado em nenhum dos método de HPLC utilizados.
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Discussao

Como néo tivemos acesso a congros em estado maturativo, o objectivo deste ensaio
foi o de induzir a maturagdo pela administragdo da hormona libertadora da hormona
luteinizante [D-ALA®]-LHRHa, associada ao agente antidopaminérgico, pimozide (PIM).

Ao congro 1 foi administrada apenas uma dose de hormona, ¢ apds 15 dias a
histologia do ovério revelou uma fémea com morfologia semelhante & das fémeas
selvagens com IGS>1%. O ovario apresentava uma matriz de células adiposas com o0dcitos
vitelogénicos dispostos na periferia do ovario. Os odcitos tinham um didmetro médio
superior (230 um) ao dos animais selvagens o que pode ser, ou ndo, consequéncia do
tratamento hormonal, visto ndo existir termo de comparagio antes da administragdo da
hormona. Com apenas uma injec¢do de hormona no foi possivel atingir o estado de
migragdo do nicleo, que ocorre em odcitos maduros, tal como foi conseguido com
Anguilla diffenbachii (Lokman e Young, 1998), com hip6fise de salmio, porque este
animal estaria numa fase menos avancada do seu desenvolvimento.

Neste congro verificou-se um aumento dos niveis plasmaticos de A, T e E2 15 dias
ap0s a administracio de LHRHa, associada ao PIM. O esterdide presente em maior
quantidade foi a A, esteréide sintetizado via liase a partir da 17P, aumentando para niveis
superiores a 1ng/ml de plasma apds a administragio de hormona. Os niveis de T (10,94
ng/ml plasma) antes do tratamento eram superiores aos niveis detectados em animais
selvagens, onde o méaximo detectado foi de 4,0 ng/ml de plasma. A quantidade de E2
detectada (282,9 pg/ml plasma) é semelhante aos valores de E2 encontrados nos outros
congros. O aumento destes esterdides apos a administragdo da hormona sugere que ocorreu
uma activagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-gonada, tal como aconteceu com enguia
Japonesa tratada com LHRHa (Lin, e al., 1990). O facto de se atingirem niveis mais
elevados de A e de T do que de E2, sugere uma actividade reduzida da aromatase, quando
comparada com a liase ¢ HSD, enzimas responsaveis pela conversdo de 17P em A, e A em
T. Neste animal ndo foi detectada a presenga de 17,20BP no sangue.

A quantidade de proteina vitelogénica no sangue deste animal manteve-se
constante, mesmo apos o tratamento, ¢ em niveis semelhantes ao dos animais selvagens, na
ordem dos 8 ug Pi/ml de plasma o que, mais uma vez, demonstra que a quantidade

circulante de E2 ndo ¢ suficiente para estimular a sintese de VTG pelo figado.
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Tal como nos animais selvagens, avaliou-se a capacidade dos foliculos de congro
sintetizarem esterdides in vitro. Por RIA foram doseados T e E2, e por HPLC doseou-se A
e 17,20BP, verificando-se que, neste caso, os odcitos também tém a capacidade de
sintetizar esteroides. No entanto, produziram niveis mais elevados de T em qualquer um
dos tratamentos, do que nos congros nao tratados, enquanto que para o E2 a quantidade é
da mesma ordem de grandeza. Estes resultados sdo semelhantes aos apresentados por Ijiri
et al., (1995), onde se demonstra que a producdo de T ndo ¢ um passo limitante na
produgdo de E2, mas sim a actividade da aromatase, tal como aconteceu nos animais
selvagens estudados. Como o precursor utilizado nas incubagées foi a 17P, e por HPLC se
detectaram niveis elevados de A, e por RIA de T, podemos concluir que nestes animais a
fraca actividade da aromatase foi, mais uma vez, o factor limitante da sintese de E2.

Tal como tinha acontecido anteriormente, ndo houve qualquer resposta a presenga
de extracto de hipofise de truta. Os valores de T ¢ E2 sfo semelhantes aos observados
apenas na presenga do precursor. Com este resultado podemos igualmente afirmar que os
receptores nao reconhecem a GTH de truta, visto que no plasma se verifica um aumento de
T e de E2 apo6s o tratamento com LHRHa, o que indica que ocorre activagdo do eixo
hipotalamo-hipofise-gonada.

Nas incubagdes in vitro também ndo se detectou qualquer produgéo de 17,20BP, tal
como no plasma. O que nos leva a concluir que, ou ainda ndo ocorre sintese do esterdide
maturativo, se este for o desta espécie, ou existe outro esteréide maturativo, apesar de o
17,20PP ser ter sido considerado em varias espécies como o esterdide maturativo, por
exemplo em solha (Pleuronectes platessa), (Scott et al., 1998), mas principalmente em
salmonideos (Yoshikuni and Nagahama, 1991). Noutras espécies, como no robalo,
Dicentrarchus labrax, fol encontrado um outro esterdide como indutor da maturagdo, o
17,20pB,21-trihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,208,21P), enquanto que o 17,20BP foi detectado
em niveis muito baixos, no entanto conjugados (sulfatos) deste ester6ide aumentam meses
antes da ovulagdo, sendo eliminados rapidamente apds a ovulagio (Rocha e Reis-
Henriques, 1999). Na enguia japonesa a ovulagdo pode ser induzida com injecgdes de
17,20BP, mas apenas quando os odcitos atingem um certo didmetro, pelo que antes desse

tamanho ndo respondem a presenga do esterdide (Ohta et al., 1997).

Ao congro 2 foram administradas seis doses de LHRHa, associada ao PIM. Deste

animal ndo foi recolhido ovério, assumindo-se como fémea pelo seu tamanho, que tal
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como foi descrito por Bauchot e Saldanha (1986), sdo de maiores dimensdes que os
machos. Para C. oceanicus Hood, et al. (1988) demostraram que os machos ndo
ultrapassam os 50 cm. Outro facto que nos levou a assumir que este animal era uma fémea
foram os niveis de T e de E2, que sdo da mesma ordem dos apresentados por todas as
outras fémeas.

A quantidade circulante de A, de T e de E2 neste animal, também aumentou em
resposta a presenca de LHRHa, PIM e 17P. Mais uma vez, o esterdide presente em niveis
mais elevados foi a A. O aumento mais significativo de T (14,63 ng/ml plasma) e de E2
(385,9 pg/ml plasma) foi observado aos 60 dias, ocorrendo uma diminuicdo aos 75 dias
(10,7 ng T/ml plasma e 318,5 pg E2/ml plasma), onde o niveis de E2 ndo ultrapassaram
valores detectados em congros selvagens. Esta diminui¢io de T e de E2 pode dever-se a
uma diminui¢do da actividade da HSD e da aromatase. Enquanto que no congro 1 nio foi
detectado o 17,20BP, neste animal por HPLC foi possivel detectar o 17,20BP a partir do
sistema de eluigdo com acetonitrilo:agua. Apds TLC e pelo método Il de HPLC nio foi
detectado, o que pode indicar que a concentragdo no sangue ¢ baixa (<l1ng/ml plasma).

Os niveis de VTG no sangue deste animal foram sempre semelhantes aos dos
congros selvagens, entre 7 g Pi/ml plasma e 10 ug Pi/ml plasma. Durante os 75 dias em
que decorreu o tratamento os niveis de E2 nunca ultrapassaram os valores dos animais
selvagens que, como ja foi referido, ndo era suficiente para estimular a sintese de VTG
pelo figado. Aos 75 dias efectuou-se a administragio de LHRHa e PIM, nio com 17P mas
com E2. O aumento de E2 no sangue reflectiu-se num aumento de 80,0 % nos niveis de
VTG, tal como acontece em outras espécies, por exemplo truta arco-iris (Reis-Henriques,
1997), onde a presenga de quantidades elevadas de E2 no plasma estimula a sintese da

proteina vitelogénica no figado.

Neste trabalho a maturagdo por tratamento hormonal nio foi conseguida. De facto,
apesar de se ter provado que ocorreu activagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-génada, outros
factores faltaram para que a maturagdo fosse atingida. O desenvolvimento sexual dos
animais era muito precoce, com baixos niveis de E2 ¢ VTG. O facto de o animal se
encontrar em cativeiro, por si sd, ja constitui uma alteragdo as condi¢des normais de
desenvolvimento, supondo-se que para atingir o estado final da maturacio necessite de
permanecer a maior profundidade, sendo também o factor temperatura uma condicionante

a considerar.
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CONSIDERACOES FINAIS

Pela analise de todos os dados recolhidos neste trabalho, relacionado com a
reprodugdo em fémeas da espécie Conger conger, vamos elaborar as consideragdes finais,

visto ser apenas um trabalho preliminar no que se refere a este tema.

e Nesta espécie, e a partir da morfologia da gonada, foram encontradas fémeas
apresentando ovario com odcitos primarios ¢ em vitelogénese.

e Os esterdides T e E2, revelaram uma relagdo com o desenvolvimento da génada, sendo
detectados em quantidades mais elevadas no plasma de animais com ovdrio mais
desenvolvido.

¢ Nio foi detectada a presenga no plasma do esterdide maturativo 17,20B8P porque ndo se
encontravam num estado de desenvolvimento préximo da maturagao.

e Os niveis de VTG foram sempre baixos e sem qualquer relagio com o
desenvolvimento sexual dos animais.

e Pclo tratamento prévio de fragmentos de ovéario com colagenase, especifica para
adipocitos, obteve-se uma fracgdo mais rica em odcitos, 0 que permitiu um melhor
rendimento na producdo de esterdides.

¢ Fragmentos de ovério tratados com colagenase, e incubados na presenca de 17P como
precursor, quando comparados com o controlo, sintetizam niveis mais elevados de T e de
E2, embora este dltimo numa percentagem menor o que indicou uma actividade mais
reduzida da aromatase.

e Verificou-se que as fémeas com IGS superior a 1 % apresentavam no ovario uma
grande quantidade de células adiposas, com lipidos ricos em acidos gordos de cadeia
longa.

e O EPA e o DHA, 4cidos gordos importantes para qualidade dos ovos e,
consequentemente, na sobrevivéncia das larvas, foram detectados nos lipidos presentes
no ovario desta espécie.

¢ Nos animais tratados com LHRHa e PIM e o esterdide precursor 17P os niveis no
plasma de A, T e E2 aumentaram, indicando activagdo do eixo hipotadlamo-hipofise-

gonada.
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e O esteroide 17,20BP foi detectado em baixa quantidade no plasma por HPLC, com o
primeiro sistema de elui¢ado.

¢ No animal em que se administrou uma injecgdo de E2 os niveis de VTG aumentaram
significativamente.

e A incubagdo in vitro de odcitos do animal tratado mostrou igualmente um aumento da

concentra¢do, no meio de incubacdo, de A, T e E2.

Este estudo permitiu-nos contribuir para o conhecimento do comportamento
reprodutivo desta espécie. Os esterdides encontrados e a sua fun¢do sdo idénticos aos
demonstrados para outras espécies, embora fique ainda a divida do esterdide que actuara
na maturagao.

Um ponto de salientar € a riqueza em células adiposas que podemos pensar serem a
reserva de nutrientes para a migragdo do animal até ao local de postura, assim como, a
presenga de acidos gordos de cadeia longa, importantes para a qualidade dos ovos e

consequentemente para a sobrevivéncia das larvas.
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