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RESUMO GERAL

FELIZARDO, Viviane de Oliveira. Efeitos da exposicdo ao eugenol e da
inducdo hormonal reprodutiva no ritmo bioldgico de peixes. 2010. 57 p. Tese
(Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

Este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos no ritmo bioldgico
de zebrafish Danio rerio exposto ao anestésico eugenol; verificar a influéncia do
fotoperiodo na toxicidade de eugenol em zebrafish; analisar a influéncia do
fotoperiodo na indugdo hormonal de lambari Astyanax bimaculatus; determinar
o ritmo de atividade diaria de lambari e verificar a eficiéncia de gonadorelina
(GnRH) e extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC) na reprodugdo induzida de
lambari. O experimento com os exemplares de zebrafish foi realizado no
Laboratorio de Fisiologia Animal da Universidade de Murcia-Espanha.
Exemplares de zebrafish foram mantidos a um fotoperiodo de 12:12 Luz:Escuro
(L:E). Para verifica¢ao da influéncia do fotoperiodo na toxicidade de zebrafish
expostos ao eugenol, 480 peixes foram expostos a diferentes concentragdes de
eugenol (45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 ¢ 200 mg.L) na metade do periodo
de Iuz (ML) e metade do periodo de escuro (ME), onde foi realizado o calculo
da concentragdo letal média (CL50) utilizando o programa Spearman-Karber
test. Foi registrada a atividade motora destes animais. As analises de video da
atividade motora dos peixes expostos ao anestésico foram realizadas no
programa Fish Tracker vl.1. O experimento com lambari foi realizado no
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras. As
quarenta e quatro fémeas de lambari foram mantidas a um fotoperiodo de 12:12
Luz:Escuro (L:E). Foi realizado o registro da atividade motora diaria destas
espécies. Foram realizadas aplicagdes com uma dose unica de 6 mg.kg peixe de
EBHC e 80 ng.kg peixe de gonadorelina. A aplicacdo hormonal foi realizada na
metade do periodo de luz (ML) e metade do periodo de escuro (ME) em 11
exemplares por tratamento. Apds a ovulacdo, os exemplares foram sacrificados e
foi avaliado o peso das gonadas e figado para calculo de indice gonadossomatico
(IGS%) e indice hepatossomatico (IHS%), respectivamente. Foram coletados 0,1
g de ovocitos para determinagdo da fecundidade absoluta (FA), fecundidade
absoluta relativa para peso (FARP) e fecundidade absoluta relativa para
comprimento (FARC). Foram coletados ovdcitos para verificagdo do diametro
(um) e da posicao periférica da vesicula germinativa (PPVG %). O calculo de

1 Comité Orientador: Luis David Solis Murgas — UFLA (Orientador), Cristina Delarete
Drummond - UFLA.



horas graus (HG °C) da ovulagdo foi realizado através do somatério da
temperatura a cada hora. Com os resultados foi possivel verificar a influéncia do
fotoperiodo na resposta de no zebrafish a exposicao a diferentes concentragdes
de eugenol. O eugenol apresenta-se mais toxico quando aplicado durante o
periodo de luz. O lambari apresenta um ritmo diario crepuscular de atividade.
Fémeas induzidas com EBHC durante ML demoraram mais tempo para ovular
do que animais submetidos aos demais tratamentos. As fémeas que foram
induzidas em ML, independente do hormoénio utilizado, apresentaram maior
(P<0,05) FARP em relagdo ao grupo que foi induzido em ME. Os demais
pardmetros avaliados ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05). A
aplicacdo hormonal de EBHC (6 mg.kg) e gonadorelina (80 pg.kg) durante ML
e ME sdo eficientes para induzir a reprodu¢do em lambari, embora, o EBHC
tenha apresentado maior (P<0,05) porcentagem de ovoécitos com PPVG em
relagdo ao uso de gonadorelina. Estes experimentos indicam que peixes expostos
a anestésico e a indugcdo hormonal da reproducdo demonstram respostas
fisiologicas que podem ser influenciadas pelo fotoperiodo.

Palavras-chave: Anestésico. Fotoperiodo. Reprodug¢ao induzida. Toxicidade.
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ABSTRACT

FELIZARDO, Viviane de Oliveira. Effects of eugenol exposition and of
reproductive hormonal induction in the biological rhythms of fishes. 2010.
57 p. Thesis (Doctoral in Animal Science) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras’.

This work was carried out to analyze the effects of the anesthetic eugenol
in the biological rhythms of the zebrafish Danio rerio and to examine the
influence of photoperiod on the toxicity of eugenol in zebrafish; to analyze the
influence of photoperiod on the hormonal induction of lambari Astyanax
bimaculatus; to determine the rhythm of daily activity of lambari and to verify
the efficiency of gonadorelin (GnRH) and the crude extract of carp pituitary
(CECP) on the induced reproduction of lambari. The experiment with zebrafish
was carried out at the Laboratory of Animal Physiology, University of Murcia,
Spain. Samples of zebrafish were kept at a photoperiod of 12:12 light:dark
(L:D). To test the influence of photoperiod on the toxicity of zebrafish exposed
to eugenol, 480 fishes were exposed to different concentrations of eugenol (45,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 and 200 mg.L) in a period mid-light (ML), and
in a period mid-dark (MD). After it, was calculate the median lethal
concentration (LC50), using the Spearman-Karber test program. Also, was
recorded the motor activity from these animals. Analyses of video motor activity
of fishes exposed to the anesthetic were performed in the program Fish Tracker
vl.l. The experiment with lambari was performed at the Department of
Veterinary Medicine, Federal University of Lavras. For this, was recorded daily
motor activity of the forty-four females kept in a photoperiod of 12:12 light:dark
(L:D). The fishes were received a single dose of 6 mg.kg CECP or 80 ug.kg
gonadorelin. The hormonal application was done in period of mid-light (ML)
and mid-dark period (MD) in a total of 11 specimens per treatment. After
ovulation, the specimens were euthanized and evaluated the liver and gonad
weight to calculation of gonadosomatic index (GSI%) and hepatosomatic index
(HSI%), respectively. The absolute fecundity (AF), absolute fecundity relative to
weight (AFRW) and absolute fecundity relative to length (AFRL) was calculated
in 0.1 g of oocytes. Oocytes were also collected to verify the diameter (um) and
the peripheral position of the germinal vesicle (PPGV%). The calculation of
hours degrees (HG °C) of ovulation was carried out by the sum of the
temperature every hour. The results demonstrated that was effect of the exposure

" Guidance Committee: Luis David Solis Murgas — UFLA (Major Professor),
Cristina Delarete Drummond— UFLA.
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to different concentrations of eugenol in the zebrafish in ML and MD. The
results indicated that lambari has a daily rhythm of crepuscular activity. Females
with induced during CECP ML took longer to ovulate than animals subjected to
other treatments. Females that were induced in ML independent of the hormone
used had higher (P <0.05) FARP compared to the group that was inducted into
ME. Other parameters showed no significant difference (P>0.05). The
application CECP hormone (6 mg.kg) and gonadorelin (80 pg.kg) at ML and
MD were efficient to induce reproduction in lambari, although the CECP had
higher (P<0.05) percentage of oocytes with PPGV regarding the use of
gonadorelin. These experiments indicated that fishes exposed to the anesthetic
and to the reproductive induction with hormones showed physiological
responses that may be influenced by photoperiod.

Key words: Anesthetic. Photoperiod. Induced reproduction. Toxicity.
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CAPITULO 1

1 Introducao geral

Os movimentos de rotacdo e translagdo da terra fazem com que os
organismos que nela habitam sejam submetidos a mudangas ciclicas dos fatores
ambientais. Todas as formas de vida respondem aos ciclos do sol, da lua e das
estagdes, sendo denominados de relégio bioldgico ou ritmo circadiano. Os
animais sdo governados com um ciclo que é correspondente ao tempo de uma
rotagdo terrestre. Cada ciclo de 24 horas influencia uma fung¢do do organismo:
temperatura, niveis hormonais, ritmo cardiaco, pressdo arterial ¢ at¢é mesmo
sensibilidade a dor.

O comportamento animal e a maioria dos processos fisiolégicos no
corpo sdo regulados por ciclos diarios de luz: escuro, bem como, pelas mudancgas
sazonais na duracdo do periodo de luz e escuro. A pineal, em vertebrados, é um
orgdo enddcrino, que ajusta o ritmo bioldgico, mediante mudangas ambientais,
através da producdo do hormonio melatonina. Todos estes ciclos que atuam
sobre os seres vivos tém promovido a aparigdo de relogios biologicos associados
com estas variagdes ciclicas e que podem contribuir para uma maior
sobrevivéncia dos organismos.

Os ritmos biologicos diarios sdo associados com oscilagdes ambientais
com uma periodicidade de 24 horas. Esses ritmos se denominam circadianos
quando ocorrem em condi¢gdes ambientais constantes, indicando a existéncia de
um controle endégeno das atividades fisioldgicas. Os fatores externos ao relogio
de natureza ritmica que influenciam nos ritmos biologicos chamam-se
sincronizadores ou Zeitgebers (do alemao, Zeit=tempo; geber=dar), um exemplo
de Zeitgeber ¢ o ciclo luz-escuro. Os ciclos de fotoperiodo e a temperatura sdo
os principais sincronizadores do ritmo diario de comportamento e de expressao

de genes relogio.



Os relatos na literatura sobre a influéncia do fotoperiodo sobre peixes
expostos a anestésicos e na reproducao induzida de lambari sdo escassos. Diante
disto, este trabalho teve como objetivos: verificar a influéncia do fotoperiodo na
resposta de zebrafish exposto ao eugenol; verificar a influéncia do fotoperiodo
nas caracteristicas reprodutivas de lambari Astyanax bimaculatus induzido
hormonalmente; determinar o ritmo de atividade diaria de lambari e verificar a
eficiéncia de extrato bruto de hipofise de carpa e a gonadorelina na reprodugdo

induzida de lambari.



2 Referencial bibliografico
2.1 Ritmos bioldgicos

As mudangas ciclicas dos fatores ambientais, aos quais 0s organismos
vivos estdo expostos, podem ter diferentes periodicidades: anual (que pode ser
marcada pelas estagdes nas regides temperadas), lunar (que influenciam as
marés) e diaria (originado pela alteracdo luz e escuro). Todos estes ciclos atuam
sobre 0s seres vivos através da evolugdo e t€ém promovido a aparicao de reldgios
bioldgicos que podem ser utilizados para antecipar estas mudancas, a fim de
otimizar sua sobrevivéncia (Oliveira, 2009).

A maioria dos animais possui um relogio enddégeno que lhes
proporcionam informacdes temporais, permitindo sentir as mudangas diarias de
luz e escuro. Ocorre um reconhecimento dos periodos do dia e da noite, da fase
lunar e da época do ano em que esses organismos se encontram. O marca-passo,
que controla endogenamente os ritmos bioldgicos, estd situado no hipotalamo,
na pineal e nos olhos dos vertebrados (Oliveira, 2009).

O ritmo biolégico pode ser definido como a repetigdo de um fendmeno
biologico em intervalos regulares de tempo (Aschoff, 1981). Os ritmos
bioldgicos didrios encontram-se associados com oscilagdes ambientais com uma
periodicidade de 24 horas, e se denominam circadianos quando ocorrem em
condi¢gdes ambientais constantes, indicando a existéncia de controle endogeno.
Se a frequéncia do ritmo for inferior a um dia (<24h), ele sera denominado
ultradiano. Por outro lado, os ritmos que possuem uma periodicidade de mais de
um dia (>24h) sdo classificados como infradianos. Por ultimo, os ritmos circo-
anuais estdo associados com ciclos ambientais de periodicidade anual e podem
afetar muitos processos biologicos estacionais tais como a reproducdo, a
migracdo, a hibernagao, etc. (Oliveira, 2009).

As variagdes periddicas externas sdo utilizadas pelos animais para ajustar

seu relogio interno e seus ritmos biologicos e se denominam sincronizadores



("zeitgebers"), que podem se classificar em dois tipos: fatores abidticos e
bioticos. Entre os fatores abidticos, a luz e os ciclos de temperatura sdo os
principais sincronizadores do ritmo diario de comportamento e de expressao de
genes relogio (Carr et al., 2006) e t€ém um papel crucial nos ritmos estacionais,

como a reprodugdo de peixes (Bromage et al., 2001).

2.2 Ritmo diario em peixes

O ritmo didrio em peixes tem sido estudado durante as ultimas duas
décadas, com especial énfase nos ritmos de comportamento (locomotor,
reprodutivo e alimentar) e nos ritmos de secrecdo de fatores neuroenddcrinos
(Oliveira, 2009).

No que se refere aos ritmos de comportamento, as espécies de peixes tém
sido classificadas como diurnas, noturnas ou crepusculares, de acordo com a
hora do dia em que se tem o pico de sua atividade (Oliveira, 2009). Esta
preferéncia para estar ativo em determinadas horas do dia parece ser especifica
de cada espécie e pode estar associada com uma heranga genética ou com
adaptagdes aos habitats (disponibilidade de alimento, predacdo, etc.) ou
depender de fatores sensoriais (dependéncia da visdo para a captura de
alimento).

No entanto, algumas espécies podem possuir certa plasticidade nos
padrdes de atividade, como ocorre com os juvenis de bacalhau, Gadus morhua,
que apresentam atividade noturna durante o verdo e diurna no inverno (Clark &
Green, 1990). Por outro lado, algumas espécies ndo alteram o seu padrdo de
comportamento. Um exemplo € a tencha, Tinca tinca, uma espécie estritamente
noturna, inclusive em fotoperiodos extremamente curtos com somente duas
horas de escuro por dia (Herrero et al., 2003).

Em peixes o reldgio circadiano parece estar localizado na pineal, uma

glandula fotossensivel envolvida no controle da sintese de melatonina. Estudos



in vitro sugeriram que a maioria das espécies de teledsteos possui osciladores
enddgenos intrapineais, que controlam o ritmo de produg¢do da melatonina
(Oliveira et al., 2009).

O ritmo de atividade apresentado pelo peixe pode estar relacionado a
producdo de algumas substincias e hormonios liberados. No robalo europeu
(Dicentrarchus labrax), varia¢des nos ritmos didrios de concentragdo plasmatica
de cortisol, glicose e insulina foram observadas por Cerda-Reverter et al. (1998),

onde apresenta um ritmo diario diurno de concentragéo destas variaveis.

2.3 Anestésicos na piscicultura

O primeiro relato do uso de anestésicos em peixe ocorreu na década de
1930 e, deste entdo, foram desenvolvidos diversos agentes quimicos e diferentes
procedimentos para a insensibilizacdo de peixes (Hoskonen & Pirhonen, 2004).
Assim, o uso de anestésicos tem se tornado cada vez mais comum nas
pisciculturas.

Diversas operacdes associadas com a piscicultura, como: marcagdo de
matrizes, transporte, aplicagdo de hormonios, vacinas e coleta de sangue e de
tecidos para analise, causam um grande desgaste nos animais (King et al., 2005),
portanto os anestésicos tém sido empregados para tentar amenizar o efeito
negativo destas praticas.

Um anestésico pode ser considerado ideal quando reune algumas
caracteristicas como: uma atua¢do rapida (em torno de 3 minutos); um tempo de
recuperacdo curto (cerca de 5 minutos); facilidade na aplicagdo; um baixo risco
para os animais e para o ser humano; uma margem ampla de seguranca nas
dosagens utilizadas; auséncia de efeitos persistentes na fisiologia dos peixes ¢
em seu comportamento se utilizado de forma continua; metabolizagdo e
excrecgao rapidas, pouco ou auséncia de residuos no organismo; ag¢do passageira

e ndo persisténcia no metabolismo dos peixes (King et al., 2005).



A farmacocinética das drogas no metabolismo dos animais pode ser
fortemente influenciada por diversos fatores, como temperatura da agua, espécie,
oxigénio disponivel, estado fisiologico e tamanho do animal (Woody et al.,
2002). No entanto, ndo existem pesquisas que associam o fotoperiodo sobre a
resposta de peixes quando expostos a anestésicos.

Os sedativos usados em peixes geralmente afetam musculos e nervos
interferindo nos movimentos musculares ¢ nas transmissdes de informagdes
sensoriais. Diversas alteracdes metabolicas sdao decorrentes do efeito da
anestesia, desde uma leve sedagdo até o colapso medular levando a morte
(Holloway et al., 2004).

Em peixes, os anestésicos atuam nos neuronios, bloqueando os canais de
sodio, reduzindo, assim, a transmissdo dos potenciais de a¢do nos nervos. A
capacidade de interferir sobre o eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (HHI) para
minimizar respostas ao estresse tem sido um parametro norteador para a escolha
dos anestésicos (Palic et al., 2006).

Diversos estudos comprovam que a utilizacdo de sedativos reduz a
concentragdo de corticoides (cortisol) e catecolaminas na circulagdo sanguinea,
durante manejos estressantes.

Nao existem leis que regulamentam o uso de anestésicos para peixes
comerciais no Brasil. Desta forma, procura-se seguir as recomendagdes de paises
com regulamentos ja definidos (Faganha & Gomes, 2005). Por outro lado, outros
paises, como os Estados Unidos e a Nova Zelandia, ja possuem regulamentacdo
quanto ao uso do 6leo de cravo, de MS-222 e da benzocaina.

A benzocaina e o MS-222, derivados do &cido paminobenzoico, sdo
soluveis em gordura, podendo ser acumulada nos tecidos dos peixes destinados
ao consumo humano. Com isso, anestésicos alternativos, como o eugenol, t&ém
sido empregados, pois peixes que sdo expostos a estes compostos nao

necessitam de depuragdo (Walsh & Pease, 2002).



O ensaio toxicologico de um determinado composto quimico inicia-se
com os testes de avaliacdo da toxicidade aguda. O objetivo desse teste é calcular
a concentracdo letal média (CL50) do agente na agua onde os organismos
testados estdo. A CL50 ¢ a concentragdo estimada que causa mortalidade em
50% da populagdo teste durante o periodo de exposicdo (Rand & Petrocelli,
1985). A determinacdo da letalidade é importante para estimar a concentragdo e
poténcia de uma sustidncia quimica e a sensibilidade da espécie alvo. Em
seguida, outras respostas, além da mortalidade, podem ser observadas quando o

animal é exposto a concentra¢des mais inferiores (subletais).

2.3.1 Oleo de cravo (Eugenol)

O o6leo de cravo ¢ um composto de origem natural obtido através da
destilagdo de Eugenia aromatica e Eugenia caryophylatta (Cunha & Rosa,
2006). Esse 6leo contém varios compostos de terpeno que sdo responsaveis pelo
aroma e paladar caracteristicos (Ross & Ross, 2000

As vantagens do uso do 6leo de cravo estdo no seu baixo prego de custo,
e em sua capacidade de causar pouco ou nenhum efeito indesejado para os
peixes e para quem o administra (Cunha & Rosa, 2006). De acordo com Wagner
et al. (2002), este farmaco ¢ metabolizado e excretado rapidamente no
organismo do animal, ndo possuindo um tempo de caréncia. Por esses motivos,
ele vem sendo utilizado como anestésico de peixes em varios paises, com
vantagens econdmicas e sem propriedades toxicas aparentes.

No estudo realizado por Svobodova et al. (2007), o d6leo de cravo em
concentragdes de 30-40 mg.L foi usado para a imobilizagdo em peixes por um
curto periodo de tempo. Nestas concentragdes, a anestesia foi induzida com 5-10
minutos de exposicao, apesar de o periodo de recuperagdo ter sido superior em

relag@o a outros anestésicos.



O eugenol foi testado e caracterizado como anestésico para diversas
espécies de peixes, como a carpa comum (Velisek et al., 2005), a truta arco-iris,
(Holloway et al., 2004), a garoupa (King et al., 2005), o peixe-gato (Velisek et
al., 2006), o mero gigante (Park et al., 2008), o linguado do Senegal Solea
senegalensis (Weber et al., 2009) e o zebrafish Danio rerio (Macova et al.,
2008).

Estudos mostraram que o eugenol pode ser uma alternativa eficaz para o
uso de MS-222 para a anestesia de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss
(Wagner et al., 2002), peixe gato, Ictalurus punctatus (Small, 2003) e salmao-
vermelho, Nerka oncorhynchus (Woody et al., 2002).

2.4 Reprodugéo
2.4.1 Fotoperiodo na reprodugéo

Em regides temperadas, a reprodugdo de peixes teledsteos é controlada
pelo aumento ou a diminuicdo do fotoperiodo e temperatura, a fim de atingir
maxima sobrevivéncia da prole, devido as condi¢cdes favoraveis que sdo
alcangadas em determinada época do ano. O fotoperiodo sincroniza a reprodugao
sazonal e o 6rgdo pineal parece ser o mediador entre o ambiente e o peixe
(Bromage et al., 2001).

Existem muitas evidéncias de que a pineal, através da producdo da
melatonina, desempenha um papel fundamental na regulagdo dos padrdes
ritmicos sazonais e diarios, incluindo a reproducao (Falcon et al., 2007).

A melatonina age sobre o eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal, que por
sua vez, controla a reproducdo através de sinais neuroendocrinos
(gonadotrofinas), da producdo de esterdides sexuais ¢ de fatores de crescimento
nas gonadas. No entanto, o mecanismo de regulagdo de melatonina ainda ¢é
desconhecido, uma vez que parece haver inconsisténcias nos resultados dos

estudos que foram realizados até a data (Falcon et al., 2007).



Segundo Amano et al. (2000), o tratamento com a melatonina apresentou
um efeito estimulante sobre o indice gonadossomatico (IGS), nas gonadotrofinas
I (GTH-I) e elevou os niveis de testosterona em machos precoces de salmao
japonés, Oncorhynchus masou. Esses resultados sugerem que ¢ possivel imitar
um fotoperiodo curto através da administracdo de melatonina que estimulou o
desenvolvimento testicular.

Em um estudo sobre o robalo europeu, os regimes artificiais de luz foram
capazes de influenciar os niveis de melatonina circulante e afetar o ritmo diario
de horménio luteinizante (Bayarri et al., 2004). Para a mesma espécie, um
estudo recente (Servili et al., 2008) sugeriu um papel para os hormodnios
liberadores de gonadotropina tipo II e tipo III na modulag@o da funcdo da pineal

e da retina, respectivamente.

2.4.2 Reproducéo induzida

A reprodugdo da maioria dos peixes ¢ sazonal, estando geralmente
sincronizada com fatores ambientais que se adequam as necessidades
metabodlicas dos reprodutores, incrementando a viabilidade dos gametas e
favorecendo o desenvolvimento inicial da prole (Oyakama et al., 2006).

Considerando-se que o objetivo da reprodugdo ¢ a produgdo de jovens
que possam atingir a idade adulta e procriar, o sucesso da reprodugdo depende
de um ajuste temporal que garanta que a desova ocorra no melhor local e no
momento exato, quando as condigdes ambientais se apresentem as mais
favoraveis para a sobrevivéncia dos descendentes (Lowe-McConnel, 1999).
Dessa forma, a sincronia entre os processos fisioldégicos de maturagdo gonadal
com as condi¢des ambientais faz-se extremamente necessaria (Zaniboni Filho &
Weingartner, 2007).

Uma série de mecanismos de ajuste esta envolvida no processo de

maturagdo gonadal e desova, basicamente através de controles hormonais. No



inicio do desenvolvimento gonadal ocorre um aumento no nivel de
gonadotropina na hipdfise e no plasma, servindo provavelmente para recrutar os
ovocitos e iniciar a vitelogénese no periodo reprodutivo corrente (Murgas et al.,
2009).

A aplicacdo das técnicas convencionais de indu¢do hormonal ¢ indicada
para peixes aptos para reproducdo, porém que estdo confinados e ndo possuem
as condicdes ambientais necessarias para a reprodugdo e se encontram na “fase
de dorméncia”. Nessa fase, a vitelogénese estd completa nos ovdcitos, sendo
necessaria a indugdo hormonal para garantir a maturacdo final e a desova, que
consiste basicamente na migragdo da vesicula germinativa do centro para a
periferia do ovocito, o rompimento do envelope folicular e a conseqiiente
liberagdo dos ovoécitos na luz do ovario, seguido pela eliminacdo dos ovocitos
(Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

Em peixes teledsteos, a ovulagdo e a desova tendem a ocorrer em
determinadas horas do dia, por causa da influéncia fotoperiodica (Murgas et al.,
2009). Assim, pode-se considerar que essa variavel ambiental é uma das mais
importantes no controle da reproducéo induzida. Sabe-se, que o GtH influencia a
secre¢do e liberagdo dos hormonios esteroides sexuais gonadais, sendo estes os
horménios mais importantes associados com a maturagdo final dos ovocitos
(Matsuyama et al., 1990).

Em tambaqui (Colossoma macropomum), Muniz et al. (2008)
comprovaram a influéncia fotoperiodica no processo ovulatério, quando
induzido com o horménio liberador de horménio luteinizante (LHRH-
gonadorelina) e que o grau dessa influéncia pode estar condicionado aos niveis

plasmaticos de esterdides sexuais no inicio da indu¢do hormonal.
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2.4.3 Extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC)

A utilizagdo de EBH de peixes maduros sexualmente continua sendo a
técnica mais utilizada para a indu¢do hormonal da maturacdo final dos peixes
migradores brasileiros. Esse é o procedimento mais antigo utilizado para a
inducdo hormonal da desova de peixes (Ihering, 1935). A técnica € simples e
esta baseada na importancia da gonadotropina para a regulacdo da fase final do
processo de maturacao gonadal.

A concentragdo maxima de gonadotropina na hipofise ocorre durante a
fase final da vitelogénese e se estende por todo o periodo de dorméncia, quando
se processa a coleta da hipofise de peixes doadores para aplicagdo nos
reprodutores. Dessa forma, o hormonio aplicado atua na indug@o de liberagao de
horménios gonadotrépicos no peixe, acrescentando os horménios que agem no
processo reprodutivo que deixou de ser processado pela auséncia das condi¢des
ambientais favoraveis (Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

Foram obtidos resultados positivos na inducdo da maturagdo final,
ovulagdo e/ou espermiacdo de varios peixes migradores brasileiros com a
utilizag@o do extrato bruto de hipéfise (Zaniboni Filho & Barbosa, 1996).

Os valores elevados das hipofises de carpa e de salmdo estimularam a
realizagdo de trabalhos com a hipoéfise de outros animais, obtendo-se sucesso na
indugdo a desova de peixes com hipofises de frango, pato e rd (Streit Junior,
2002) ou da urdfise de peixes (Behr et al., 2000).

Por outro lado, outros horménios indutores de reprodugdo vém sendo
testados, tais como ovaprim, a gonadotropina coridonica humana (HCG), o
horménio liberador de gonadotropina (GnRH) e seus analogos (Arabaci et al.,

2004; Rzenieniechi et al., 2004; Miranda et al., 2005).
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2.4.4 Gonadorelina (aGnRH)

A gonadorelina (aGnRH) é um hormoénio que tem sido utilizado na
indugdo a reproducdo de peixes (Muniz et al., 2008). O GnRH possui uma
eficiéncia elevada na indug¢do da maturagdo do gametas, da ovulagdo e da
espermiagdo em peixes. Por essa razdo, o GnRH de mamifero e os seus analogos
sdo efetivos para induzir a desova de varias espécies de peixes (Harvey &
Carolsfeld, 1993).

A utilizagdo desses hormonios liberadores para a inducdo a maturacio
final e desova dos peixes possui vantagens sobre o uso da gonadotropina. Eles
atuam no inicio da cadeia hormonal e estimulam o peixe a sintetizar a sua
propria gonadotropina, eliminando assim os problemas relacionados a utilizacao
de gonadotropina de outras espécies. Além disso, essas moléculas ndo sdo
espécie-especifica (Harvey & Carolsfeld, 1993).

Apesar da existéncia de varios analogos no mercado, os mais utilizados
para inducdo a maturacdo final de peixes sdo os analogos dos hormonios
liberadores de gonadotropina de mamiferos e de salmio (Zaniboni Filho &
Weingartner, 2007).

Tém sido relatados varios registros de sucesso na indugdo a desova de
espécies migradoras de peixes brasileiros, com a utilizagdo do mGnRH-a e
sGnRH-a (Zaniboni Filho & Barbosa, 1996). No entanto, sdo escassos estudos

verificando a influéncia fotoperiodica sobre a indu¢ao hormonal de lambari.
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2.5 Espécie estudada
2.5.1 Zebrafish (Danio rerio Hamilton-Buchanan, 1822)

FIGURA 1 Zebrafish Danio rerio

O zebrafish (Figural) ¢ uma espécie tropical de 4gua doce proveniente
da India oriental que atinge um comprimento méaximo de cerca de 6 cm e possui
habitos alimentares onivoros. A sua dieta consiste principalmente de
zooplancton, insetos, fitoplancton, algas filamentosas, material de plantas
vasculares, esporos e ovos de invertebrados (Spence et al., 2007).

Essa espécie habita aguas paradas, margens de corregos e rios e possui
uma série de atributos que a tornam particularmente docil & manipulacio
experimental. O zebrafish é um peixe de tamanho reduzido, robusto, que pode
ser facilmente mantido em laboratorio com custos reduzidos e se reproduzem o
ano todo (Kimmel et al., 1995).

O zebrafish desempenha um papel fundamental em estudos do
comportamento, reproducdo, genética e ecotoxicologia. E considerada uma
espécie padrdo em ecotoxicologia, sendo recomendada pela Organizagdo de
Cooperagdo e de Desenvolvimento Econdmicos (OCDE) como o organismo
teste em protocolos internacionais. As aplicagdes destas pesquisas incluem
manipulacdes de estoques comerciais de espécies de grande valor econdmico,
avaliagdo do impacto ambiental de efluentes industriais e o estudo de doengas

genéticas (Vascoto et al., 1997).
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E considerado um dos modelos de organismos de vertebrados mais
importantes em genética, biologia do desenvolvimento, neurofisiologia e da
biomedicina (Amsterdam & Hopkins, 2006), particularmente como um modelo
de doencas humanas e para o desenvolvimento de drogas terapéuticas (Guyon et
al., 2000).

Como o zebrafish é um vertebrado, a sua utilizagdo como um organismo
modelo gera resultados mais comparaveis aos seres humanos do que as espécies
de invertebrados, mais distantes filogeneticamente (Barbazuk et al., 2000). Além
disso, o zebrafish é mais facilmente manipulado em experimentos de genética e
embriologia do que espécies de mamifero modelo, como ratos.

O zebrafish é a espécie mais utilizada nos testes de toxicidade e constitui
um modelo para estabelecer as bases moleculares de estudo cronobiolégicos de
relégio circadiano de vertebrados, associados, por exemplo, com os ritmos de
comportamento e a caracterizacdo de mutantes (Hurd & Cahill, 2002).

Pesquisas sobre os ritmos de locomocdo de zebrafish expostos as
condigdes constantes indicam que esses pardmetros sdo regulados por seu
reloégio circadiano e que, em condi¢des de LE (luz-escuro), essa espécie
apresenta um ritmo de atividade e alimentagdo diurna sincronizada com os ciclos

de luz:escuro (Blanco-Vives & Sanchez-Vazquéz, 2009).

2.5.2 Lambari do rabo amarelo Astyanax bimaculatus

FIGURA 2 Lambari Astyanax bimaculatus
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O lambari Astyanax Bimaculatus (Figura 2) é um peixe de pequeno
porte, atingindo cerca de 20 cm de comprimento e pesando até 40 g. Apresenta
habitos alimentares onivoros, sendo uma importante espécie de peixe forrageira.
O lambari move-se em cardumes e pode realizar curtas migragdes ascendentes
na época de cheias, o que lhe proporciona o estimulo necessirio para a
reproducdo (Vaz et al., 2000).

Os lambaris sdo utilizados como iscas na pesca esportiva, como petiscos,
como peixes ornamentais ¢ como peixes larvofagos no combate as larvas de
pernilongos (Sato et al., 2006).

Essa espécie tem ampla distribuicdo geografica na América do Sul,
sendo comumente denominado de lambari, piaba do rabo amarelo ou lambari do
rabo amarelo. A atividade reprodutiva inicia-se a partir dos 5 cm de
comprimento e, dependendo das condigdes ambientais, o lambari pode
apresentar desova parcelada ou total (Gennari Filho & Braga, 1996). A
reproducdo induzida de lambari utilizando extrato bruto de hipofise de carpa
(EBHC 6 mg.Kg) ja foi testada com resultados satisfatorios por Sato et al.
(20006).

Devido ao pequeno tamanho e a facil manipulagdo em laboratorio, esta
espécie pode ser utilizada como espécie modelo para outras espécies no emprego
de novas biotecnologias. A fecundacdo desta espécie ¢ externa e ndo ha cuidado
parental. O sucesso alcancado por populagdes dessa espécie se deve a grande
gama de estratégias reprodutivas, que podem variar de acordo com as condigdes
ambientais (Garutti, 1989). A possivel influéncia de fatores abidticos (como
fotoperiodo, temperatura e nivel pluviométrico) e biodticos (disponibilidade de
alimento) sobre o processo reprodutivo de lambari tem sido também avaliada.

Os lambaris possuem grande adaptabilidade a habitats diferentes e s@o
sensiveis a mudangas em seu ambiente natural, apresentando-se como um bom

bioindicador de alteragdes ambientais (Fernandes & Martins-Santos, 2004).
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1 Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do fotoperiodo no
efeito anestésico e na toxicidade de eugenol em zebrafish (Danio rerio). Adultos
de zebrafish foram mantidos a um fotoperiodo de 12:12 Luz:Escuro (L:E). Foi
realizado o registro da atividade do peixe quando exposto em eugenol nos
periodos metade de luz (ML) e metade do escuro (ME). Foi realizado um teste
de toxidade preliminar, onde foi determinada a concentragdo (45 mg.L) que
causou sedacdo nos exemplares sem que houvesse ocorréncia de morte, nos
peixes expostos. Para o teste de toxicidade, 480 peixes foram expostos a
diferentes concentrag¢des de eugenol (45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 e 200
mg.L). Os exemplares foram expostos ao eugenol por 15 minutos, sendo em
seguida transferidos para aquarios contendo agua limpa, para posterior periodo
de 1 hora de recuperagdo onde foi avaliada a taxa de mortalidade (%). Para o
calculo da CL50 em ML e ME foi utilizado o programa Sigma plot. As analises
de video da atividade motora dos peixes expostos ao anestésico foram realizadas
no programa Fish Tracker v1.1. A toxicidade do eugenol ¢ maior quando os
peixes sdo expostos no periodo ML do que no ME, sendo a CL50 de 70, 26 e
104, 94 mg de eugenol por litro em ML e ME, respectivamente. Pode-se
concluir com os resultados obtidos com zebrafish, em condigdes constantes de
temperatura, oxigénio e fotoperiodo (12:12 luz:escuro), a CL50 ¢ influenciada
pelo periodo de aplicagdo (luz ou escuro).

Palavras-chave: 6leo de cravo, peixes, ritmo bioldgico

2 Abstract

This work was carried out to verify the influence of photoperiod on the
anesthetic effect and toxicity of eugenol in zebrafish (Danio rerio). Adult
zebrafish were kept at a photoperiod of 12:12 light:dark (L:D). Was recorded
when the activity of fish exposed to eugenol in periods of mid-light (ML) and
mid-dark (MD). Was conducted a preliminary toxicity test, where concentration
was determined (45 mg.L) which caused sedation in specimens with no
occurrence of death in fish exposed. For the toxicity test, a total of 480 fish were
exposed to different concentrations of eugenol (45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110,
120 and 200 mg.L). The specimens were exposed to eugenol for 15 minutes, and
then transferred to aquaria containing clean water for further 1 hour period of
recovery was assessed where the mortality rate (%). To calculate the LC50 ML
and MD was used Spearman-Karber program. Analyses of video motor activity
of fish exposed to the anesthetic was performed in the program Fish Tracker
v1.1. The efficiency of eugenol varied with the exposure time (ML or MD). The
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LC50 was 70.26 + 3:06 mg.L in fish exposed to ML and 104.94 + 5.4 mg.L in
MD. In zebrafish is the influence of photoperiod on the response of zebrafish
exposed to eugenol. Can be concluded with the results obtained with zebrafish in
constant conditions of temperature, oxygen and photoperiod (12:12 light: dark),
the LC50 is influenced by the period of application (light or dark).

Keywords: biological rhythm, clove oil, fish,

3 Introducéo

O zebrafish é uma espécie muito utilizada nos testes de toxicidade
(Grush et al., 2004), se constituindo um modelo 1til para estabelecer as bases
moleculares em estudos cronobioldgicos de relogio circadiano de vertebrados,
nos quais estdo sendo muito estudados os ritmos de comportamento (Hurd &
Cahill, 2002). Quando exposta a condigdes constantes, esta espécie demonstra
que esta sendo regulada por seu reldgio circadiano e que, em condigdes de LE
(luz-escuro), apresenta um ritmo diurno da atividade locomotora (Blanco-Vives
& Sanchez-Vazquéz, 2009).

Durante o manuseio em algumas praticas de pesquisa, os peixes sdo
expostos a uma variedade de fatores estressantes (Barton, 2000), podendo causar
mudancas comportamentais ¢ fisiolégicas que podem gerar resultados
insatisfatorios dos experimentos. Visando amenizar a intensidade do estresse
destas atividades, o uso de anestésicos tem sido empregado.

Como cada anestésico induz o estagio de anestesia desejado em uma
concentragdo diferente (Roubach et al., 2001), um estudo toxicoldgico deve ser
realizado para estabelecer limites de concentracdes aceitdveis e verificar os
efeitos toxicos do sedativo sobre os animais testados.

Anestésicos como o metanossulfonato de tricaina (MS-222), o sulfato de
quinaldina, a benzocaina, o 6leo de cravo (eugenol) e o fenoxietanol, tém sido

utilizados nas pisciculturas (Inoue et al., 2003).
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Como uma alternativa ao uso de anestésicos agressivos e residuais,
pesquisas com anestésicos de fontes naturais como o eugenol tém demonstrado
que esses compostos apresentam vantagens para a anestesia de peixes (Velisek et
al., 2006; Weber et al., 2009). Além de ser um produto natural, o eugenol
apresenta baixo custo, elevada disponibilidade, ampla margem de seguranga para
o peixe e baixa de toxicidade para o operador, sendo metabolizado e excretado
rapidamente no organismo do animal, ndo requerendo tempo de caréncia para
ser consumido (Wagner et al., 2002). No entanto, dados relatando a influéncia
do fotoperiodo no efeito da exposi¢do ao eugenol em peixes sdo escassos. Diante
disso, o presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do

fotoperiodo no efeito anestésico e na toxicidade de eugenol em zebrafish.

4 Material e métodos

4.1 Animais

Exemplares de zebrafish adultos com peso e comprimento de
27,745,31mg e 33,5+3,24 mm, adquiridos em loja comercial, foram utilizados
nos experimentos. Os peixes foram transportados para o laboratorio de
Fisiologia Animal da Universidade de Murcia-Espanha e alojados em aquarios,
com recirculacdo de agua e temperatura controlada (27£1°C). Os exemplares
foram aclimatados as condigdes laboratoriais durante 7 dias antes do inicio dos
experimentos. Os animais foram mantidos em uma densidade de dois peixes/litro
e a um fotoperiodo de 12:12 luz:escuro (LE) com iluminagdo artificial. Os
peixes foram alimentados uma vez ao dia “ad libitum™, com ragdo comercial
(Tropical NUTRON Hi-Fi). Contudo, antes da realizagdo dos experimentos, os

peixes permaneceram em jejum por um periodo de 24 horas.
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4.2 Atividade motora diaria

O registro da atividade dos peixes foi realizado para comprovar o ritmo
diario diurno apresentado pela espécie (Blanco-Vives & Sanchez-Vazquéz,
2009) através de uma fotocélula infravermelha (Omron, modelo E3S-AD62,
Japao) localizada na porgdo exterior mediana dos aquarios. As fotocélulas eram
ativadas pela movimentacdo dos peixes, sendo, entdo, enviado um sinal ao
computador que fazia o registro. Apos 17 dias, os dados registrados foram

analisados pelo programa El Temps (v.1, 179 by Dr. Diez Noguera, Barcelona).

4.3 Teste de toxicidade preliminar

Foram utilizados 48 peixes expostos em 6 diferentes concentragdes (0,
30, 40, 45, 50 ¢ 70 mg.L) de eugenol, onde se determinou a concentra¢do de
eugenol que causou a sedagdo sem causar morte dos exemplares. Para cada
concentragdo foram utilizados 8 exemplares; e aquarios de 1,5 litros, colocados
previamente dentro de um aquario de 100 litros, contendo dgua com temperatura
constante (27+1°C).

As exposigoes dos peixes as diferentes concentragcdes de anestésicos
foram realizadas na metade do periodo de luz (ML) e na metade do periodo de
escuro (ME). Para o preparo da solugdo estoque, o eugenol foi previamente
diluido em etanol na propor¢do de 1:9 (6leo de cravo:etanol), antes de ser
dissolvido na agua. Os peixes foram expostos ao anestésico por um periodo de
quinze minutos, sendo retirados e em seguida transferidos para aquarios com
agua sem anestésico e expostos as mesmas condicdes dos aquarios
experimentais durante um periodo de recuperagdo de uma hora. Apds este
periodo foram registradas as taxas de mortalidade percentual dos peixes.

A agua utilizada nos aquarios de anestesia ¢ destinada a recuperagdo foi

mantida sob temperatura e oxigenacdo controladas.
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4.4 Teste de toxicidade: Concentracéo letal (CL50) em ML e ME

Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des descritas no
item acima. Foram utilizadas 10 concentrag¢des diferentes de eugenol (45, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 110, 120 e 200 mg.L). Para cada concentracdo foram utilizados
oito peixes por aquario e seis réplicas para cada concentragdo, totalizando 480
peixes.

Os dados de mortalidade foram ajustados em fun¢do das concentragdes
testadas através de um modelo logistico, utilizando o programa sigma plot 10.0
(Systat products, Alemanha). A concentracdo letal média (CL 50), ou seja, a
concentragdo de eugenol que mata 50% dos exemplares expostos, em ML ¢ ME

foi comparada pelo Spearman-Karber test com intervalo de confianca de 95%.

4.5 Atividade motora de zebrafish exposto ao anestésico

As analises da atividade de zebrafish expostos ao anestésico foram
realizadas dentro de uma camara, em aquario de 8 litros dividido em sete blocos,
sendo distribuido 1 peixe por bloco. A temperatura da agua foi mantida a 27+1
°C, sendo os animais mantidos em jejum por um periodo de 24 horas antes da
realizagdo dos experimentos.

A filmagem foi realizada por um periodo de noventa minutos, sendo um
tempo de trinta minutos antes da exposi¢do ao anestésico eugenol. Os peixes
ficaram expostos ao anestésico (45 mg.L, determinada no teste preliminar) por
um periodo de quinze minutos, ap6s este tempo foi realizada uma troca por dgua
sem anestésico. Os registros foram realizados por mais quarenta e cinco minutos,
durante o periodo de recuperagdo dos peixes.

Para as gravagdes diurnas foi utilizada iluminagdo com lampadas
fluorescentes e a iluminacdo noturna foi feita com luzes infra-vermelhas,
localizadas na partes superior e inferior dos aquarios. As filmagens foram

realizadas com uma camera digital de video, com op¢do Nightshot plus, que
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permite gravagdes em auséncia de luz visivel, instalada na frente dos aquarios. A
filmagem de um grupo sem a exposi¢do ao anestésico foi utilizada como
controle.

As analises das atividades de cada exemplar foram realizadas através do
programa Fish Tracker v1.1 (Universidade de Murcia, Espanha). Este programa
avalia individualmente cada peixe, gerando um grafico com a média dos 7
peixes. Foi verificada a atividade de natacdo vertical e horizontal. Através da
analise do video foi possivel verificar o tempo gasto para que o anestésico
fizesse efeito e o tempo necessario para recuperacdo apds a troca de agua foi

registrado.

5 Resultados e discusséo

5.1 Ritmo diario da atividade motora

Foi comprovado que os exemplares de zebrafish que foram utilizados
neste experimento apresentavam ritmo diurno da atividade motora (Figura 1),
observacdo esta, que ja foi relatada por Blanco-Vives & Sanchez-Vazquez
(2009). A comprovagdo da atividade diaria destes exemplares ¢ uma importante
ferramenta, quando se deseja trabalhar com animais em condi¢des constantes,
visto que se torna possivel verificar o sincronismo do animal com as condigoes
disponiveis.

Dentre os fatores ambientais que controlam os ritmos circadianos, a luz é
um dos mais importantes, particularmente a mudanga entre luz e escuro (ciclo
LE), que afeta diretamente as oscilagdes circadianas moleculares (Carr et al.,

2006; Ziv & Gothilf, 2006).
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FIGURA 1A Ectograma da atividade locomotora didria, B atividade motora de
Danio rerio (n=40) expostos a fotoperiodo de 12:12 L:E. As
barras brancas e pretas na parte superior dos graficos indicam,
respectivamente, os periodos de luz e de escuro.

5.2 Curva de mortalidade em ML e ME

Verificou-se que as concentragdes de eugenol utilizadas foram eficientes
no processo de anestesia dos exemplares expostos em ML e ME. No entanto, no
periodo de ML, os peixes adormeciam em um tempo menor em relagdo a ME
(Figura 2). Resultados que sugeriram uma possivel influéncia do periodo do dia
em que os peixes sdo expostos sobre os efeitos sedativos do eugenol. Na
literatura ndo ha relatos da influéncia do fotoperiodo no efeito da anestesia.
Porém, ha relatos de alguns fatores que podem influenciar no efeito do
anestésico, como a concentracao do anestésico, temperatura da dgua e tamanho e
espécie de peixe (Hamackova et al., 2004; Myszkowski et al., 2003).

A maior toxicidade dos peixes que foram expostos ao anestésico em ML,

em relacdo aos peixes expostos as mesmas concentragdes em ME foi
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comprovada pela concentragdo letal média (CL50), que foi menor em peixes
expostos em ML (70,26 £ 3,06 mg.L) que em ME (104,94 + 5,4 mg.L). Estes
resultados sugerem que a CL50 em zebrafish expostos ao eugenol ¢ influenciada
pelo fotoperiodo.

A CL50 encontrada para zebrafish expostos em eugenol-ML ¢é superior
aos valores obtidos por Macova et al. (2008) e Grush et al. (2004) em
experimentos com a mesma espécie expostos ao mesmo anestésico. Esses
autores relatam uma CL50 de 18.845.52 e 21 mg.L, respectivamente com um
tempo de exposicdo de 96 horas. Essa diferenca nos valores de CL50 entre os
trabalhos pode estar associada com o tempo de exposi¢do ao anestésico adotado
(Velisek et al., 2006), que neste trabalho foi inferior (15 minutos) ao utilizado
por estes autores.

A maior toxicidade do anestésico em ML pode estar relacionada com o
metabolismo do peixe, que se mostra mais ativo durante o dia, fato este, que
requer um maior gasto de energia. Quando os peixes sdo expostos ao eugenol
ocorre redugdo dos movimentos respiratorios ¢ dos batimentos cardiacos através
de uma agdo direta do sedativo no sistema nervoso central (Iggo & Klemm,
1996), causando consequentemente um bloqueio da atividade do peixe. O
organismo do peixe, ao tentar manter a sua homeostase, consome mais energia, o
que induzird o aumento da secrecdo de catecolaminas e cortisol (Pickering,
1993) causando um desgaste excessivo e podendo levar o animal a morte.

Por outro lado, os peixes no periodo de ME podem apresentar
metabolismo mais baixo, devido a atividade reduzida durante a noite, sugerindo
que, nesse periodo, o esfor¢o do organismo para manter a homeostase ¢ menor e,
consequentemente, diminuindo o estresse.

A diferente forma de resposta dos peixes apos a exposi¢do ao eugenol
nos periodo de ML e ME, nos leva a sugerir que alguns fendmenos biolégicos

desta espécie podem ser regulados por fatores enddcrinos como a melatonina. A
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melatonina é o principal horménio regulador dos ritmos biologicos em peixes.
Este hormoénio ¢é produzido na pineal, que é o 6rgao-chave do sistema circadiano
de vertebrados e € responsavel por traduzir estimulos ambientais (como LE) em
estimulos hormonais. A melatonina ¢ produzida em alta quantidade durante o
periodo de escuro e ¢ imediatamente lancada na corrente sanguinea (Falcon et
al., 2007).

Por outro lado, a exposicdo do peixe ao eugenol pode agir sobre os
niveis de hormonios relacionados a resposta ao estresse. Foi observado por
Holloway et al. (2004) o efeito do uso de eugenol sobre os niveis de cortisol e
glicose no sangue de truta arco-iris expostos aos anestésicos por um periodo de 2
minutos. No entanto, em peixes que sofreram eutanasia (10 min.), os niveis de
cortisol diminuiram e os hormdnios triiodotironina (T3) e tirosina (T4) se
elevaram. Em truta arco-iris, Davidson et al. (2000) também relatam um
aumento significativo nos niveis de cortisol e hematocrito e uma diminui¢do na
concentragdo de potassio, apds a exposi¢do em eugenol.

A resposta a exposicdo ao anestésico pode também ser influenciada por
fatores bioldgicos, tal como estresse, condigdes do individuo e espessura da pele
(Walsh & Pease, 2002). Os peixes podem se apresentar mais estressados durante
o periodo diurno, visto que os niveis de cortisol podem apresentar um pico de
liberacdo durante o dia, como observado na truta arco-iris (Reddy &
Leatherland, 2003).

A concentracdo de eugenol que foi letal para pelo menos um exemplar
em ML foi 50 mg.L, enquanto que em ME esta concentragdo foi 70 mg.L. Ja a
dose minima utilizada em ML que matou 100% dos peixes expostos em eugenol
foi de 120 e 200 mg.L em ME (Figura 2). Um modelo logistico foi utilizado

para fazer ajuste dos dados através do programa Sigma Plot v. 10.0.
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FIGURA 2 Curva de mortalidade de Danio rerio (n = 48), exposto ao eugenol
durante 15 minutos em ML (quadrados) e ME (circulos).

5.3 Efeito subletal de eugenol

Durante a exposi¢do dos peixes ao eugenol em ML, foi observada uma
diminui¢ao brusca da atividade dos exemplares ap6s 3 minutos de exposig¢do ao
anestésico (Figuras 4 C ¢ 5 C). O tempo para sedagdo dos peixes expostos ao
eugenol em ML verificado com o uso de 45 mg.LL também ¢ relatado para
salmdo exposto com o mesmo anestésico (Woody et al., 2002). Segundo esses
autores, o tempo de sedag@o ¢ um dos parametros que indicam a eficiéncia do
anestésico.

No entanto, quando observamos o tempo gasto para que o peixe ficasse
imobilizado em ME (13 min.), podemos sugerir que esta concentracdo nao foi
eficiente, de acordo com Cunha & Rosa (2006) que afirmaram que a

concentragdo ideal deve proporcionar completa sedagdo em até 3 min. Esta
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diferenca no tempo de sedagdo dos peixes expostos em ML ¢ ME comprovam a
maior eficacia do anestésico em ML.

A recuperacgao dos exemplares de zebrafish expostos ao eugenol em ML
ocorreu aproximadamente 3 minutos apds a troca da agua do aquario,
observando-se um aumento da atividade em comparacdo com periodo pré-
anestesia. Cerca de 30 minutos apos a exposicao dos peixes a agua limpa, a sua
atividade se estabilizou, voltando aos valores basais.

Por outro lado, os peixes que foram expostos no periodo de ME,
testados se recuperaram imediatamente apds serem colocados em agua limpa
(Figuras 4 D e 5 D). Neste caso, a atividade apds a troca de agua também foi
maior que o periodo pré-anestesia, mas se estabilizou apdés 20 minutos na agua
sem sedativo. A diferenga no tempo de recuperagdo dos peixes em ML ¢ ME,
pode ser devido a maior eficacia do eugenol apresentada durante o dia, visto que,
0s peixes entram em sedacdo em um tempo menor e permanecem sedados por
um tempo maior em relacdo ao periodo de escuro.

O tempo de recuperagdo observado em ambos os periodos de exposigdo
esta dentro dos limites citados por outros autores para o anestésico em outras
espécies, como em Silurus glanis (Velisek et al., 2006), onde apresentou
recuperacdo ap6s 30 minutos.

Foi possivel verificar uma hiperatividade nos peixes logo apds o inicio
da exposicdo ao anestésico, na atividade natatoria vertical (Figura 4 C e D). Este
comportamento também ¢é observado logo apds a transferéncia dos animais para
agua sem anestésico, sendo que este comportamento foi observado tanto em ML
como em ME, na atividade natatoria vertical (Figura 4 C e D) e na horizontal
(Figura 5 C e D). A hiperatividade dos peixes logo apds a exposicdo aos
anestésicos ¢ relatada como um primeiro comportamento de agitacdo observado
em um animal submetido & anestesia geral, tendo sido observada no proprio

zebrafish (Grush et al., 2004), e em Sparus aurata e Dicentrarchus labrax

34



(Mylonas et al., 2005) expostos ao eugenol. Este comportamento ¢ uma reagéo

de sobrevivéncia do peixe, em que ele investe toda sua energia para tentar

manter-se vivo.

A

Controle ML

C
Eugenol ML

Atividade {média 15 s)

Wk

-

B

Controle ME

w

(%)

Eugenol ME

s
4
3 - +
2
1

0 15 30 45 60 75

Ternpo {minutos)

FIGURA 4 Atividade natatoria vertical de Danio rerio (n = 7). A e B controle
ML e ME, respectivamente. C e D Exemplares expostos em eugenol
(45 mg.L) em ML e ME, respectivamente. As setas pretas indicam o
inicio e fim da exposi¢do ao anestésico.
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FIGURA 5 Atividade natatoria horizontal de Danio rerio (n = 7). A e B controle
em ML e ME, respectivamente. C ¢ D expostos ao eugenol (45
mg.L), em ML e MD, respectivamente. As setas pretas indicam
inicio e fim do periodo de exposi¢do ao anestésico.

Pode-se concluir, com os resultados obtidos com zebrafish em condi¢des
constantes de temperatura, oxigénio e fotoperiodo (12:12 luz:escuro), que a
CL50 ¢ influenciada pelo periodo de aplicagdo (luz ou escuro). A toxicidade do
eugenol ¢ maior quando os peixes sdo expostos no periodo ML do que no ME,
sendo a CL50 de 70, 26 ¢ 104, 94 mg de eugenol por litro em ML e ME,

respectivamente.
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1 Resumo

O fotoperiodo desempenha um papel crucial no sincronismo da
reproducdo sazonal de peixes. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia do fotoperiodo na atividade reprodutiva de fémeas de lambari
(Astyanax bimaculatus) induzidas hormonalmente com gonadorelina e extrato
bruto hormonal de carpa (EBHC) e verificar o ritmo diario de atividade motora
desta espécie. Os experimentos foram realizados no laboratorio de Fisiologia
Animal no Departamento de Medicina Veterinaria — Universidade Federal de
Lavras (UFLA). As fémeas de lambari (n=44) foram selecionadas, pesadas e foi
registrado o comprimento total e padrio. Posteriormente, os peixes foram
expostos a um fotoperiodo de 12:12 luz:escuro (LE) e, apos 10 dias de
aclimatizacdo, os animais foram induzidos hormonalmente com dose unica de
EBHC (6 mg.kg) e gonadorelina (80 pg.kg) durante o periodo de metade de luz
(ML) e metade de escuro (ME). Apos a ovulagdo, os peixes foram sacrificados,
sendo pesadas as gonadas e o figado, para célculo de indice gonadossomatico
(IGS) e indice hepatossomatico (IHS), respectivamente. A fecundidade absoluta
(FA) e a fecundidade absoluta relativa para o peso (FARP) e para o
comprimento (FARC) dos exemplares foram calculadas, assim como o didmetro
dos ovécitos (um) e a porcentagem de posicdo periférica da vesicula germinativa
(PPVG %). A ovulagdo foi calculada em horas graus. Foi registrada a atividade
diaria dos lambaris, mediante a utilizacdo de uma fotocélula. Os dados foram
analisados por ANOVA, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5%. Observou-se que o lambari apresenta ritmo de atividade motora crepuscular.
Fémeas induzidas com EBHC durante ML demoraram mais tempo para ovular
do que aquelas submetidas aos demais tratamentos. Fémeas induzidas em ML,
independente do hormonio utilizado, apresentaram maior FARP em relagdo ao
grupo induzido em ME. Os demais parametros avaliados ndo apresentaram
diferencas significativas (P>0,05) em relagdo ao periodo de aplicacdo. A
aplicacdo hormonal de EBHC (6 mg.kg) e gonadorelina (80 pg.kg) em periodo
de ML e ME induzem a reproducdo em lambari. Na aplicagdo realizada em ML,
os animais que receberam o EBHC apresentaram maior (P<0,05) porcentagem
de ovocitos com PPVG em relacdo ao uso de gonadorelina. A gonadorelina pode
ser utilizada como hormdnio alternativo para a indu¢ao hormonal de lambari.

Palavras-chave: EBHC, gonadorelina, ovoécitos, ritmo didrio
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2 Abstract

The photoperiod plays a crucial role in the timing of seasonal
reproduction of fish. This study aimed to evaluate the influence of photoperiod
on reproductive activity of females of lambari (Astyanax bimaculatus)
hormonally induced with gonadorelin and crude extract of carp pituitary (CECP)
and check the daily rhythm of motor activity of this species. The experiments
were performed in the laboratory of Animal Physiology at the Department of
Veterinary Medicine - Federal University of Lavras (UFLA). The females of
lambari (n=44) were selected, weighed and recorded the total length and pattern.
Subsequently, fish were exposed to a photoperiod of 12:12 light:dark (LD) and
after 10 days of acclimatization, the animals were hormonally induced with a
single dose CECP (6 pg.kg) and gonadorelin (80 mg.kg) during the mid-light
(ML) and mid-dark (MD). After ovulation, the fish were killed, and weighed the
gonads and liver, for calculation of gonadosomatic index (GSI) and
hepatosomatic index (HSI), respectively. Absolute fecundity (AF), the absolute
fecundity relative to weight (AFRW) and length (AFRL) of the specimens were
calculated, and the oocyte diameter (um) and percentage of peripheral position
of the germinal vesicle (PPGV%) . Ovulation was calculated in hours degrees.
Activity was recorded daily smelt through the use of a photocell. Data were
analyzed by ANOVA and means were compared by the Tukey test at 5%. It was
observed that the lambari presents rhythm of motor activity twilight. Females
with induced during CECP in ML took longer to ovulate than those subjected to
other treatments. In females induced in ML, regardless of hormone use had
higher AFRW for the group induced on MD. Other parameters showed no
significant differences (P>0.05) over the period of operation. The use of
hormonal CECP (6 mg.kg) and gonadorelin (80 pg.kg) in ML and ME period
induce breeding lambari. In the application performed in ML, the animals that
received CECP had higher (P<0.05) percentage of oocytes with PPGV regarding
the use of gonadorelin. The hormone Gonadorelin can be used as an alternative
to hormonal induction of lambari.

Key words: CECP, daily rhythm, gonadorelin, oocytes,

3 Introducéo

Os ritmos biolégicos didrios que se encontram associados a oscilacdes

ambientais com uma periodicidade de 24 horas se denominam circadianos, que
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define o ciclo de luz e escuro. O ciclo de luz e a temperatura tém um papel
crucial em ritmos estacionais, como a reprodugdo de peixes (Bromage et al.,
2001; Clark et al., 2005).

Em peixes teledsteos, a ovulagdo e a desova tendem a ocorrer em
determinadas horas do dia, por causa da influéncia fotoperiédica (Sherwood et
al., 1983). Assim, pode-se considerar essa variavel ambiental como sendo uma
das mais importantes no controle da reprodugdo induzida. Por outro lado, os
picos da gonadatropina maturacional plasmatica (GtHm) entre espécies de
peixes variam de acordo com a hora do dia. Este hormonio é responsavel por
atuar na maturacao final do ovocito para posterior liberagao.

Muniz et al. (2008) comprovaram a influéncia fotoperiédica no processo
ovulatorio de tambaqui (Colossoma macropomum) induzido com o hormoénio
liberador de hormoénio luteinizante (LHRH-gonadorelina). Essa influéncia pode
estar condicionada aos niveis plasmaticos de esterdides sexuais presentes no
inicio da indu¢ao hormonal.

Na indugo hormonal, a utilizagdo de extrato bruto de hipofise (EBHC) é
a técnica mais utilizada para a inducdo da maturagdo final dos peixes migradores
brasileiros, tendo sido obtidos resultados positivos para diversas espécies
(Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

Porém, o elevado custo das hipofises de carpa e de salmdo, utilizados
nesse processo, estimularam a realizagdo de trabalhos com hormoénios
alternativos, como o ovaprim, a gonadotropina corionica humana (HCG), o
horménio liberador de gonadotropina (GnRH) e seus analogos (Rzenieniechi et
al., 2004; Levavi-Sivan et al., 2004; Miranda et al., 2005). A gonadorelina ¢
GnRH sob a forma de diacetato tetrahidrato liofilizada, e também tem sido
utilizada na reproducdo de peixes (Muniz et al., 2008), porém néo ha relatos da

atividade diaria reprodutiva de peixes induzidos com este horménio.
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O lambari Astyanax bimaculatus tem ampla distribui¢do geografica na
América do Sul (Lima et al., 2003), sendo popularmente denominado como
lambari, piaba do rabo amarelo ou lambari do rabo amarelo. A sua atividade
reprodutiva inicia-se a partir dos 5 cm de comprimento (Santos et al., 1991) e
esta espécie pode apresentar desova parcelada ou total, dependendo das
condicdes ambientais (Garutti, 1989).

Devido ao seu pequeno tamanho e facilidade de manipulagdo em
laboratorio, o lambari pode ser utilizado como modelo para outras espécies de
grande porte. A espécie foi utilizada em testes de indugdo reprodutiva com
EBHC (Sato et al., 2006).

No entanto, sdo escassas as pesquisas para determinagdo da atividade
motora didria e a influéncia do fotoperiodo na reproducao induzida de espécies
de peixes tropicais. Diante disto, este trabalho foi realizado com os objetivos de
verificar o ritmo didrio de atividade motora de lambari (Astyanax bimaculatus)
em um fotoperiodo de 12:12 (luz:escuro) e a variagdo nos parametros
reprodutivos de fémeas de lambari induzidas hormonalmente com gonadorelina
e extrato bruto hormonal de carpa (EBHC) durante a metade dos periodos de luz

€ €scuro.

4 Material e métodos

Para atender aos objetivos estabelecidos neste trabalho foram realizados
dois experimentos. Um experimento para determinar a atividade motora didria
de fémeas de lambari em idade reprodutiva (Experimento 1). E o outro para
verificar a variacdo nos pardmetros reprodutivos de fémeas de lambari induzidas
hormonalmente com gonadorelina e extrato bruto hormonal de carpa (EBHC)

durante a metade dos periodos de luz e escuro (Experimento 2).
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Os experimentos foram realizados no laboratério de Fisiologia Animal
no Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), no més de dezembro/2009. Foram utilizadas 44 fémeas de lambari,
aptas a indugdo hormonal, com peso de 7.9+£2.4 g e comprimento de 8.4+0.8 cm
provenientes da estagdo de piscicultura da UFLA.

A selecdo das fémeas aptas a indug¢do hormonal foi feita pela observacao
de caracteristicas externas como o ventre abaulado, poro genital dilatado e
avermelhado (Sato et al., 2006). Apos a seleg@o, os exemplares foram mantidos
em aquarios de vidro de 10 litros (11 peixes/ aquario) em um sistema fechado de
recirculagdo de agua instalados em ambiente fechado, devidamente preparado
para o controle do fotoperiodo de 12:12 horas de luz:escuro (LE), com auxilio de
lampadas fluorescentes. Durante o periodo experimental, a temperatura da agua
foi mantida em 27+1°C e os niveis de oxigénio dissolvido ¢ pH em 6 +0,5 mg.L’
'e 6,5+0,5, respectivamente.

Os animais, durante todo o periodo experimental, receberam racdo
comercial, na quantidade calculada de 2% do peso vivo em duas por¢des diarias

fornecidas durante o periodo de luz.

4.1 Experimento 1

A atividade motora diaria dos lambaris foi registrada durante 10 dias por
meio de uma fotocélula infravermelha (Omron, modelo E3S-AD62, Japio)
instalada na por¢do mediana externa de um aquario de vidro de 10 litros com 11
peixes. A fotocélula era ativada pelos movimentos dos animais e os registros
desses deslocamentos eram enviados e armazenados por um computador,
diretamente conectado a fotocélula. A partir dos dados numéricos armazenados
durante o periodo de avalia¢do, gerou-se um grafico demonstrando a atividade
motora diaria média dos 10 dias, com uma linha de tendéncia a cada 10 minutos.

A determinacdo do modelo de atividade motora didria (diurna, noturna ou
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crepuscular) foi realizada mediante a observacdo do periodo de maior atividade

de movimentagdo dos peixes dentro do fotoperiodo.

4.2 Experimento 2

Este experimento foi conduzido, ap6és um periodo 10 dias de
aclimatizacdo dos peixes as condigdes experimentais, em um delineamento
inteiramente casualizado, com os tratamentos em esquema fatorial de 2 x 2,
sendo 2 horménios (80 pg de gonadorelina e 6 mg de extrato bruto de hipofise
de carpa por kg de peixe) e 2 periodos de aplicagdo (metade dos periodos de luz
- ML e de escuro - ME), com 11 repetigdes, sendo cada fémea como unidade
experimental.

A inducdo hormonal foi realizada, apos jejum de 24 horas, através de
aplicacdo em dose Unica, via intramuscular (na base da nadadeira peitoral),
durante a metade dos periodos de Iuz (12:00 horas) e escuro (24:00 horas). A
ovulacdo foi constatada pela observacdo do comportamento natatorio
caracteristico das fémeas do lambari no momento da ovulacdo, ou seja,
apresentando movimentos laterais e em circulo (Sato et al., 2006). Constatada a
ovulagdo, os exemplares foram eutanasiados com o anestésico benzocaina (2g.
em 5 mL alcool + 1 L de 4gua).

Apos a eutanasia, procedeu-se a incisdo ventral nos exemplares para
retirada e pesagem das gonadas e do figado. Calculou-se o indice
gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS) por meio das seguintes
expressoes: IGS = (PG/PT)x100, em que PG é o peso da gbénada; IHS =
(PF/PT)x100, em que PF € o peso do figado (Vazzoler, 1996).

Apds a pesagem das gonadas foram coletados 0,1 g de ovocitos para
determinagdo dos seguintes parametros: fecundidade absoluta (FA=PG x niimero

de ovocitos em 0,1 g — numero total de ovoécitos produzidos por peixe);
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fecundidade absoluta relativa para peso (FARP=FA/PT — nUimero total de
ovocitos por grama do exemplar); e fecundidade absoluta relativa para
comprimento (FARC=FA/CT — numero de ovocitos por centimetro do animal).

A medida de didmetro (DIAM um) foi realizada em 10 ovocitos de cada
fémea, previamente imersos em solucdo de Gilson (5 mL de alcool 60%, 44 de
agua destilada, 0,7 4cido nitrico 80%, 1 g de cloreto de mercurio e 0,9 mL de
acido acético glacial). Para a andlise da posicdo periférica da vesicula
germinativa (PPVG %), 25 ovocitos de cada fémea foram imersos em solugdo de
Serra (60 mL de alcool 90%, 30 mL de formaldeido e 10 mL de acido acético
glacial). As analises de DIAM e PPVG foram realizadas com auxilio de
microscopio optico.

O célculo de horas graus (HG °C) da extrusdo dos ovdcitos foi
determinado de acordo com Silva, 2007.

Os dados foram submetidos a analises de variancia, utilizando-se o
pacote computacional SAEG, seguindo o modelo estatistico com dois critérios

de classifica¢do (hormonio e periodo de aplicagdo) cruzados.

5 Resultados e discussédo

O lambari apresenta um ritmo de atividade motora crepuscular (Fig. 1),
com um pequeno pico de atividade durante o fim do periodo de luz e inicio do
periodo de escuro. Dessa forma, o lambari ndo possui uma atividade
marcadamente diurna, como algumas espécies como o zebrafish, Danio rerio,
que apresenta uma atividade marcantemente diurna, permanecendo praticamente
inativo no periodo da noite (Blanco-Vives & Sanchez-Vazquéz, 2009).

Esta preferéncia para estar ativo em determinadas horas do dia parece ser
especifica de cada espécie e pode estar associada com uma heranga genética ou

com adaptagdes aos habitats (disponibilidade de alimento, predacdo, etc.) ou
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depender de fatores sensoriais (dependéncia da visdo para a captura de alimento)

[Oliveira, 2009].
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FIGURA 1 Atividade locomotora didria de lambari, Astyanax bimaculatus, a um
fotoperiodo de 12:12 LE. A barra escura e branca na parte superior
do grafico indica, respectivamente, periodo de luz e escuro.

Todas as fémeas de lambari responderam & inducdo hormonal,
apresentando ovulagdo e ovdcitos férteis. Os valores percentuais observados de
vesiculas germinativas periféricas (Tab. 1) indicam que os ovdcitos estavam
preparados para fertilizagdo. A PPVG ¢ o principal indicador de viabilidade dos
ovocitos (Vazzoler, 1996).

Nao foi verificada a influéncia do fotoperiodo sobre as caracteristicas
reprodutivas de lambari que receberam a indugdo hormonal com gonadorelina e

EBHC, visto que nao houve diferencas significativas (P>0,05) nas caracteristicas
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dos exemplares testados entre os periodos de ML ¢ ME (Tab.1). A FARP,
contudo foi excegdo, pois apresentou um maior (P<0,05) nimero de ovdcitos
nos grupos que receberam a indugdo em ML, independente do hormonio
utilizado (Tab. 1) quando comparado ao grupo que recebeu a aplicacdo em ME.
No entanto, vale ressaltar que a indu¢ao hormonal ndo influencia na quantidade

de ovdcitos e sim na maturacao dos ovdcitos ja produzidos.

TABELA 1 Valores médios (+desvio padrdo) das variaveis analisadas dos
exemplares de lambari (n=11), submetidos a indugdo hormonal no
periodo de metade de luz (ML) e metade de escuro (ME). FARP
fecundidade absoluta relativa ao peso, FARC fecundidade
absoluta relativa ao comprimento.

PARAMETROS HIPOFISE (EBHC) GONADORELINA (GnRH)

ML ME ML ME
Fecundidade absoluta (FA) 7443+6501 5241+4660 5290+1769  4119+1170
FARP (n ovécitos/g de fémea) 805+448 a 580+396 b 700+£214 a 529+105 b
FARC (n ovécitos/cm de fémea) 818+625 594+484 636+201 486+119
Diametro (um) 1066,5+142,2  1135,44+49,1 a 989,2+78,6  932,7+98,8 b
indice gonadossomatico (%) 18+7.9 14,049,3 14,2433 10,6+2.,4
indice hepatossomatico (%) 1,0+0,6 1,2+1 1,9£1,6 1,3£0,9
Vesicula geminativa periférica (%) 956 a 86+26 7921 b 9348

* Letras mintsculas diferentes na linha indica diferenca significativa a 5 % pelo

teste de Tukey.

Em tambaqui Muniz et al. (2008) observaram a influéncia do horario de
aplicagdo hormonal no processo ovulatério dessa espécie apds indugdo com a
gonadorelina no inicio do dia e inicio da noite. Essa disparidade entre a
observacao de Muniz et al. (2008) e este trabalho pode ser devido ao horario de
aplicacdo, que neste trabalho ocorreu na metade do periodo de luz e metade de

escuro e ndo no inicio de luz e escuro, como ¢ relatado para o tambaqui. Além
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disso, espécies diferentes de peixes podem apresentar respostas especificas a
indug@o hormonal.

Outro fato que pode ter contribuido para ndo verificarmos a influéncia do
fotoperiodo em lambari € que a espécie possui ritmo de atividade motora com
pico de atividade no inicio do dia, sugerindo que a reproducdo desta espécie ndo
¢ marcantemente influenciada pelo fotoperiodo, como no caso de zebrafish
(Blanco-Vivez & Sanchez-Vazquéz, 2009).

Os estudos do controle ambiental na reproducdo de peixes tém sido
focados quase exclusivamente nos papéis desempenhados pelos varios
pardmetros do ambiente natural como a temperatura e o fotoperiodo, que podem
afetar e definir o periodo de gametogénese, vitelogénese e maturacdo gonadal da
maioria das espécies (Bromage et al., 2001; Miranda et al., 2008).

Os resultados observados indicam ser este o periodo reprodutivo dessa
espécie (outubro a fevereiro), estando de acordo com Sato et al. (2006) que
relatam este periodo como o reprodutivo para lambari. Como todas as fémeas de
lambari submetidas a indugdo hormonal com EBHC e gonadorelina responderam
positivamente, os protocolos utilizados podem ser considerados satisfatorios
para a reproducdo artificial dessa espécie. Embora, em ML o EBHC
proporcionou maior (P<0,05) porcentagem de ovocitos com PPVG em relacdo
ao grupo que recebeu a aplicagdo de gonadorelina.

Os lambaris que receberam a indu¢do hormonal com EBHC no periodo
de ML apresentaram ovula¢ao em maior (P<0,05) horas graus (333,9 HG °C) do
que os peixes induzidos em ME (240,1 HG °C) [Fig. 2]. Os resultados obtidos
também foram diferentes dos observados nos animais induzidos com
gonadorelina em ML (250,3 HG °C). No entanto, os grupos tratados com
gonadorelina ndo apresentaram diferengas (P>0,05) nas horas graus de liberagio
dos ovocitos em ML (250,3 HG °C) e ME (240,3 HG °C) nos exemplares

testados. Mas, essa diferenca na HG da ovulagdo parece ndo ter influenciado
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negativamente nas caracteristicas reprodutivas dos exemplares, visto que nao foi
observada diferenca significativa (P>0,05) nos parametros avaliados (Tab.1),
com exce¢dao da FARP.

A liberagdo de ovdcitos dos exemplares que receberam a indugdo com
EBHC em ML iniciou-se com 333,9 horas graus (=11 horas) ap6s a aplicagdo da
dose unica do horménio. Estes resultados estdo proximos ao relatado por Sato et
al. (2006) que obtiveram desovas de lambari com 331 horas-grau (= 12,8 h)
utilizando os mesmos procedimentos com temperatura da agua de 26°C. Essas
diferencas no tempo de desova de lambari provavelmente estdo relacionadas
com a temperatura da agua onde os animais foram mantidos durante os
experimentos, pois o tempo de desova ¢ influenciado por esses pardmetros
podendo desempenhar um papel importante em espécies pecilotérmicas através
da modulagdo dos processos fisiologicos e regulagdes endodcrinas (Jalabert,

2005).
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FIGURA 2 Ovulagao de lambari, em horas graus.*diferenca significativa a 5 %
pelo teste de Tukey.
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O maior valor de IGS de fémeas de lambari que receberam a indugéo
com EBHC em ML foi de 29,61%, sendo este um valor similar ao encontrado
para essa espécie por outros autores como Sato et al. (2006), que obtiveram IGS
de 20,6%. O IGS expressa a porcentagem das gonadas em relagdo ao peso total
dos individuos, variando em fung¢do da espécie, do tipo de desova, da época do
ano, das condi¢des ambientais e do manejo, além de serem influenciadas pela
capacidade fisiologica, bem como pelas condigdes ambientais (Ribeiro et al.,
2007).

Por outro lado, o menor valor de IGS foi de 2,99% em fémeas que
receberam EBHC em ME. Este valor minimo encontrado pode estar relacionado
a falha na sintese de esterodides, que segundo Kime (1999) ¢ o principal fator que
causa o aumento da deposi¢do de vitelogenina no ovdcito e, consequentemente,
do peso ovariano durante o desenvolvimento reprodutivo.

A fecundidade absoluta (FA) de lambari variou de 720 a 18157 ovdcitos.
Esta alta variacdo da FA, também foi verificada por Sato et al. (2006) para
mesma espécie, onde os autores citam FA desta espécie variando de 11086 a
31720. Esta alta variagdo encontrada na FA pode ser devido a diferenca
individual do peixe. Vale ressaltar que a indu¢do hormonal ndo atua na
quantidade de ovocitos produzidos, mas somente no processo de maturagao final
dos ovécitos ja produzidos (Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

Nao foi verificada diferenca (P>0,05) no indice hepatossomatico (IHS)
das fémeas induzidas com o EBHC e gonadorelina. O IHS expressa a
porcentagem que o figado representa do peso total dos individuos. Esse indice é
um indicador do periodo reprodutivo, quando correlacionado a outros fatores
como o IGS (Ribeiro et al., 2007), visto que, durante a maturacdo gonadal, as
fémeas apresentam uma participacdo do figado na sintese e secrecdo de
substancias hepaticas para formacao do vitelo durante o processo de maturagao

ovocitaria (Agostinho et al., 1990).
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Na indug@o hormonal no periodo de ML quando se utilizou o EBHC
observou-se uma maior porcentagem (P>0,05) de ovocitos com PPVG (95£6%)
do que o grupo que recebeu a gonadorelina (79+21%) em ME. Estes resultados
sugerem uma maior atuacdo do EBHC na indug@o hormonal para o processo de
maturagdo final dos ovdcitos, visto que a posi¢do periférica da vesicula
germinativa € fator crucial para o sucesso da fecundagao.

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel concluir que o lambari
possui um ritmo diario crepuscular.

A indug@o hormonal com EBHC e gonadorelina durante os periodos de
ML e ME so eficientes para induzir a reproducdo em lambari, indicando que a
gonadorelina pode ser utilizada como hormonio alternativo na indu¢ao hormonal
de lambari.

O fotoperiodo nao influencia nas caracteristicas reprodutivas de lambari

induzidos com o EBHC e a gonadorelina.
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CONCLUSOES FINAIS

Com a realizago destes trabalhos pode-se concluir que:

1. A toxicidade do eugenol em zebrafish ¢ independente do periodo de
exposicdo ao anestésico, apresentando-se mais tdxico quando os
peixes sdo expostos ao periodo de luz.

2. O lambari apresenta um ritmo de atividade motora didria
crepuscular.

3. A indugfo hormonal com EBHC e gonadorelina durante os periodos
de ML e ME sdo eficientes para induzir a reproducdo em lambari,
indicando que a gonadorelina pode ser utilizada como hormoénio
alternativo na indu¢do hormonal de lambari.

4. O fotoperiodo ndo influencia nas caracteristicas reprodutivas de

lambari induzidos com o EBHC e a gonadorelina.
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