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RESUMO

PEREIRA, Gilmara Junqueira Machado. Utilizacdo de gonadotropina
coridnica equina e/ou extrato bruto de hipdfise de carpa na inducdo da
reproducdo de curimba (Prochilodus lineatus). 2006. 61 p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.'

O estudo avaliou os efeitos da utilizagdo da gonadotropina coridnica eqiiina
(eCG) e do extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) combinados ou néo, na
indugdo da reprodugdo de machos e fémeas de curimba (Prochilodus lineatus).
Foram testados 4 tratamentos hormonais diferentes com duas doses intervaladas
em 12 horas (A: EBHC 0,5 mg/kg ¢ EBHC 5,0 mg/kg; B: EBHC 0,5 mg/kg e
EBHC 5,0 mg/kg + eCG 500 Ul/kg; C: EBHC 0,5 mg/kg e eCG 500 Ul/kg; D:
eCG 500 Ul/kg e eCG 500 Ul/kg ), tendo nas fémeas sido testados apenas os
primeiros 3 tratamentos. Nos machos os pardmetros seminais avaliados foram o
volume do sémen, a motilidade espermatica, a duragdo da motilidade,
concentracdo de espermatozdides e a morfologia espermatica. Nas fémeas,
amostras de ovdcitos foram coletadas 5 horas e 8 horas apds a 2* aplicacao
hormonal, para analisar a posi¢do da vesicula germinativa (ntucleo) e o didmetro
dos ovocitos. Outro parametro avaliado foi o peso da desova das fémeas
induzidas. Para as fémeas, ndo houve diferenca significativa entre o peso da
desova das fémeas induzidas pelos tratamentos A e B. As fémeas induzidas pelo
tratamento C ndo desovaram. Na avaliagcdo do didmetro dos ovocitos, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, as 5 horas apds a 2* aplicacdo
hormonal, enquanto que, as 8 horas apos a 2* aplicagdo hormonal, os tratamentos
B e C foram diferentes estatisticamente (P< 0,05) ao tratamento A. Na avaliagao
do posicionamento da vesicula germinativa, os tratamentos A e B foram
diferentes estatisticamente do tratamento C, tanto as 5 horas quanto as 8 horas
ap6s a 2% aplicacdo hormonal. Para os machos, os resultados ndo apresentaram
diferenca significativa entre os protocolos hormonais utilizados, com relagdo ao
volume do sémen, a motilidade espermatica, a duragdo da motilidade, ¢ a
concentracdo de espermatozoides (P>0,05). O tratamento no qual utilizaram-se
duas doses de 500 Ul/kg de eCG, foi diferente estatisticamente dos demais
tratamentos, apresentando um menor numero de espermatozdides com
anormalidades. Péde-se concluir que o eCG nao se mostrou eficiente quando nao

! Comité Orientador: Luis David Solis Murgas - UFLA (Orientador), Priscila Vieira
Rosa Logato — UFLA (co-Orientadora).



combinado com o EBHC na segunda aplicacdo hormonal, na indugé@o da desova
de fémeas de curimba. Contudo, para os machos, o eCG, na dosagem de 500
Ul/kg em duas doses, pode substituir o EBHC, na dosagem de 0,5 e 5,0 mg/kg,
sem alterar as caracteristicas seminais avaliadas.



ABSTRACT

PEREIRA, Gilmara Junqueira Machado. Utilization of equine chorionic
gonadotropin and/or carp pituitary extract in the induction of the
reproduction of curimba (Prochilodus lineatus). 2006. 61 p. Dissertation
(Master in Veterinary Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.'

The present study evaluated the effect of the utilization of eCG (equine
chorionic gonadotropin) and of the CPE (carp pituitary extract) combined or not,
used in the induction of reproduction of males and females of curimba
(Prochilodus lineatus). Four different hormonal treatments have been tested,
with two doses with interval of 12 h (A: 0,5 CPE mg/kg and 5,0 CPE mg/kg; B:
0,5 CPE mg/kg and 5,0 CPE mg/kg + 500 eCG IU/kg; C: 0,5 CPE mg/kg and
500 eCG IU/kg; D: 500 eCG IU/kg and 500 eCG IU/kg). In the females only the
three first treatments have been tested. In the males the evaluated seminal
parameters were, volume of the semen, sperm motility, motility duration,
spermatozoa concentration and sperm morphology. In the females, samples of
oocytes had been collected, five and eight hours after second hormonal
application, to analyze the position of the germinative vesicle (nucleus) and the
oocytes diameter. Another evaluated parameter was the weight of the spawning
on the induced females. For the females, it did not have significant difference on
the weight of the spawning of the induced females for the treatments A and the
B. The induced females for treatment C had not spawned. In the evaluation of
the oocytes diameter, it did not have significant difference on the treatments five
hours after the second hormonal application, whereas, eight hours after the
second hormonal application treatments B and C had been significant different
(P< 0,05) to the treatment A. In the evaluation of the positioning of the
germinative vesicle, the treatments A and B had been significant different of
treatment C, five hours as much as eight hours after the second hormonal
application. For the males, the results had not presented significant difference
between the used hormonal protocols, with regard to the volume of the semen,
sperm motility, motility duration and spermatozoa concentration (P<0,05). The
treatment which used two doses of 500 IU/kg of eCG, was significant different
of the others treatment, presenting a lower number of spermatozoa with
abnormality. It can be concluded that eCG did not reveal efficient when not
combined with the CPE in the second hormonal application, in the induction of

' Guidance Committee: Prof. Dr. Luis David Solis Murgas - UFLA (Major Professor),
Priscila Vieira Rosa Logato — UFLA.



the spawning of females of curimba, however for the males, eCG (500 and 500
IU/kg) can substitute the CPE (0,5 and 5,0 mg/kg) without modifying the
evaluated seminal characteristics.

Vi



1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se observado uma intensificagdo do estudo da
ictiofauna brasileira, que revelou vérias espécies promissoras para a criacdo em
pisciculturas, como a curimba (Prochilodus lineatus), a qual apresenta alta
prolificidade, crescimento rapido, elevada rusticidade e é fonte de alimento para

as espécies de peixes predadores, o que a torna propicia para o cultivo.

A curimba, como a maioria das espécies de peixes tropicais de agua
doce, realiza migracdo em massa, rio acima, na época de reprodugdo, entre os
meses de novembro a janeiro. E interessante, para estas espécies de peixes,
desenvolver sua reprodugdo em periodo favoravel, em termos de disponibilidade
de alimento e temperatura, para que a prole tenha melhores condig¢des de

crescimento e sobrevivéncia.

O deslocamento de centenas de quilometros, durante a migragao, afeta
toda a fisiologia desses peixes, desencadeando processos essenciais para o
preparo da reproducdo. Nos viveiros de piscicultura, a privagdo desse
comportamento migratéorio impede que esses peixes atinjam o preparo
fisiolégico para a reproducdo. Com isso, se faz necessaria a indu¢do hormonal

da reproducao.

As técnicas de reproducdo artificial consistem na indugdo hormonal da
desova e da espermiagdo, para que os peixes completem seu ciclo reprodutivo no
momento desejado e em condi¢des controladas. A padronizagdo das técnicas de
inducdo da reproducdo em peixes nativos constitui um problema para os
pesquisadores na atualidade. Ha varios detalhes importantes no processo, como a
determinagdo do estado de maturacdo no momento da inducdo, a hora de

aplicacdo do hormoénio, o tipo de horménio utilizado, o intervalo entre as



aplicagdes, o periodo de laténcia, a variag@o estacional, as condi¢Ges ambientais

e as técnicas de manipulacdo dos reprodutores.

A utilizacdo do extrato bruto de hipofise de carpa é, seguramente, o
método de inducio artificial da reproducao de espécies de carater reofilico mais
utilizado nas estac¢des de piscicultura. Existem varios outros tipos de substancias
utilizadas para induzir a reproducdo em peixes, dentre estas, as gonadotropinas

de mamiferos vém se destacando em diversas pesquisas.

Dessa forma, ¢ necessario o aprimoramento das técnicas de indugdo da
reprodugdo em espécies reofilicas, como a curimba, a fim de suprir as
necessidades que a espécie exige na obtencdo de maior nimero de larvas e
alevinos de boa qualidade, para uma melhor utilizagdo da espécie no manejo da

piscicultura.

O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos da gonadotropina
corionica eqiiina (eCG) e do extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC)
combinados ou nio, utilizados na indu¢do da reprodugdo de machos e fémeas de

curimba (Prochilodus lineatus). Avaliando os seguintes pardmetros:

- fémeas: peso da desova, didmetro dos ovocitos e migragdo da vesicula

germinativa (nucleo);

- machos: volume seminal, motilidade e duracdo da motilidade

espermatica, concentragdo de espermatozoides e morfologia espermatica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas da curimba (Prochilodus lineatus Valenciennes, 1836)

A curimba, também conhecida como curimatd, curimbata ou papa-terra,
¢ uma das espécies do género Prochilodus que possuem ampla distribuicdo pela
América do Sul. No Brasil, estd presente em todas as principais bacias
hidrograficas, sendo mais comum na bacia do Parana (Reis et al., 2003). Esta
espécie era identificada, na bacia do alto rio Parana, como Prochilodus scrofa
Steindachner, 1881. Castro & Vari (2003) consideraram esta espécie sindnimo

de Prochilodus lineatus.

Trata-se de uma espécie de peixe de médio porte, atingindo até 70 cm,
possui corpo comprimido e alto, e a cabeca larga. As nadadeiras anal, ventrais,
caudal e adiposa sdo escamadas na base e sdo cinza-amareladas, sem manchas,
no adulto. De cor cinza-esverdeada, o corpo ¢ mais escuro no dorso, aclarando-
se no ventre, que ¢ prateado. As escamas sdo asperas na borda exposta e a linha
lateral completa. Possuem um espinho curto e dirigido a frente, na origem da

nadadeira dorsal (CEMIG/CETEC, 2000).

A espécie possui boca circular, projetando-se um pouco para a frente
quando aberta, tem labios grossos ¢ moveis, providos de numerosos denticulos
diminutos, em duas séries. Ilidfaga, a curimba consome quase exclusivamente
finas particulas do lodo, onde estdo contidos sedimentos inorganicos, que ¢ a
parcela mais consideravel da dieta, além de detritos orgénicos e diatomaceas

(Fugi et al., 1996).

A curimba ¢ uma espécie que realiza migracdo em massa, rio acima, na
época de reprodugdo, de novembro a janeiro, podendo migrar varias centenas de

quilémetros, até as areas de desova. O macho se reproduz aos dois anos de



idade, com 24 cm e a fémea, aos trés anos, com 31cm de comprimento. Por se
tratar de uma espécie reofilica, ndo se reproduz em ambientes 1é€nticos e em
cativeiro, devendo-se, para tanto, recorrer a hipofizagdio (CEMIG/CETEC,
2000).

Os ovos, larvas, alevinos e os adultos sdo importantes alimentos de
muitas espécies de peixes predadores. Numerosas espécies de aves aquaticas
também se alimentam desta espécie. Por esse motivo, sdo utilizados nas
pisciculturas em sistemas de consorciacdo com outras espécies (Murgas et al.,

2003).

A espécie ¢ muito importante para a pesca comercial, artesanal ou de
subsisténcia, principalmente nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, apesar
da carne apresentar sabor ndo muito delicado (Reis et al., 2003). Pode ser
utilizada para a obtencdo de farinha de peixe, azeite para cosméticos e para curtir

couros.

De acordo com o IBAMA/MMA (Brasil, 2005), o cultivo de
Prochilodus sp. atingiu 2.385 toneladas da produgdo brasileira da aqiiicultura
continental, a qual participa com 26,5% na produgdo total de pescado do Brasil,
que alcangou um volume de 1.015.914 toneladas, em 2004. A curimba ¢ uma
espécie muito capturada pela pesca extrativista nas aguas continentais,
superando espécies como a tilapia (Oreochromis niloticu ) e a traira (Hoplias
malabaricus), e se destaca entre as principais espécies de peixes utilizadas na
aqliiculutra continental brasileira, juntamente com a tilapia, carpa (Cyprinus

crapio) e tambaqui (Colossoma macropomum).



2.2 Mecanismo neuroendocrino da reproducdo de peixes

O ciclo reprodutivo dos peixes obedece a uma cronologia que se repete
todos os anos, o que evidencia que esses vertebrados sofrem marcante influéncia
sazonal no processo de maturacdo das gonadas e na sua reproducgdo. Os
estimulos ambientais, como temperatura e fotoperiodo, sdo captados pelos mais
diversificados e apurados oOrgdos sensoriais dos peixes e todo o processo
fisiolégico e hormonal envolvido na regulacdo da formagdo e maturagdo dos

gametas, na ovulagdo e na desova (Woynarovich & Horbath, 1989).

O sistema nervoso € o sistema enddcrino atuam em conjunto para
coordenar a reproducdo por meio de trés grupos de diferentes hormonios,
produzidos por o6rgaos localizados ao longo do eixo: hipotaldmico-hipofisario-

gonadal (Hafez, 2004).

Em peixes teledsteos, o hipotdlamo e a hipdfise estdo localizados na
base do diencéfalo e sdo os principais centros que coordenam os eventos
fisiologicos, particularmente neuroendocrinos (Iseki & Negrao, 2003). O
hipotalamo processa os estimulos externos e internos percebidos pelos peixes e
inicia a cascata hormonal e fisiologica ligada a reprodugdo, por meio da
liberagdo do horménio liberador de gonadotropinas (GnRH) e dopamina, os

quais sdo de grande importancia pratica na reproducgdo induzida em peixes.

As gonadotropinas (GTH) sdo hormoénios glicoprotéicos que estdo
diretamente envolvidos no processo de producdo de gametas pelas gonadas. Em
diversas espécies de peixes, foram identificados dois tipos de GTH hipofisarias,
conhecidas como GTH I e GTH II (Havey & Carolsfeld, 1993). A sintese e a
liberagdo de gonadotropinas pela hipofise sdo estimuladas pelo GnRH e inibida
pela dopamina. As gonadotropinas hipofisarias sdo transportadas via plasma até

as gonadas, onde irdo estimular a gametogénese (produgdo de espermatozoides e



ovocitos) e a esteroidogénese (esteroides sexuais), pelos testiculos e ovério.
Esterdides sexuais e outros fatores gonadais exercem um controle de feedback
positivo e negativo no hipotadlamo, na hipofise e na propria gonada (Sallum,

1999).

O conhecimento de todo o mecanismo enddcrino, aliado ao do ciclo
reprodutivo, incluindo-se a curva de maturagdo que varia de espécie a espécie,
bem como o acompanhamento das variagdes dos niveis de gonadotropina e
esterdides no sangue, podera proporcionar, por meio de ensaios baseados na
dose-resposta, informagdes sobre o tipo ¢ a dose hormonal necessarios para a
completa maturagdo ¢ a ovulacdo ou espermiagdo dos peixes (Havey &

Carolsfeld, 1993).

2.2.1 Desenvolvimento ovariano em peixes

O sistema reprodutivo das fémeas tende a mostrar variagdes marcantes,
refletindo a natureza diversa das estratégias reprodutivas adotadas. Como em
outros vertebrados, os ovarios, em peixes, sdo empareclhados e alongados
posicionados dorso-lateralmente no forro da cavidade peritonial, ventralmente a

bexiga natatoria (Baldisserotto, 2002).

O desenvolvimento ovariano ¢ subdivididlo em estdgios de
desenvolvimento distintos, de acordo com critérios fisioldgicos, bioquimicos,
morfologicos e histologicos (Figura 1). Segundo Coward et al. (2002), as
principais fases de desenvolvimento ovariano sdo classificadas em: proliferacao
ovogonial, ovogénese, crescimento preliminar e foliculogénese, estagio cortical

do alveolo, vitelogénese, maturacao e ovulacao.

Os ovarios sdo constituidos de células germinais, ovogonias € ovocitos.

As ovogonias sdo as células pequenas e arredondadas que ddo origem aos



ovocitos por meio da meiose e estdo localizadas na parede do ovario (Sallum,

1999).

Ovogbnia
Ovogénese

Ovdcito
Crescimento primario

Ovacito pre-vitelogénico Vesicula germinativa (VG)
Formacao de
vesiculas de vitelo

Vesicula de vitelo

Vitelogénese
Ovdcito vitelogénico
Globulos de vitelo

Vitelogenina
Maturacéo final

-dihidroxi-4-pregnen-3-ona
Ovacito maduro

Miaracao da vesicula p~
da maturacdo

Ovulacéo

Desova

FIGURA 1: Maturagdo do ovdcito no ovario de peixe e seu controle

hormonal. Adaptado de Havey & Carolsfeld (1993).



O desenvolvimento de foliculos € um processo muito importante na fase
de crescimento dos ovocitos. Nesta fase, ndo ha a influéncia das gonadotropinas,
sendo este crescimento resultante, principalmente, da proliferacdo dos
componentes celulares. Os foliculos ovarianos formam-se a partir do momento
em que a célula germinal é circundada por uma camada de células foliculares.
Estas células se desenvolvem e formam uma camada de células granulosas. Ao
mesmo tempo, as camadas externas de tecido conjuntivo formam uma camada
de células tecais, entretecidas com capilares sangiiineos. Ambas as camadas sdo

separadas por uma membrana basal (Baldisserotto, 2002).

A membrana granulosa e o préprio ovocito produzem o corion, ou casca
de ovdcito, que apresenta muitos poros, através dos quais o ovodcito e a
granulosa mantém conec¢do celular por microprolongamentos (Woynarovich &

Horbath, 1989). O corion, no final de seu desenvolvimento, ¢ semipermeavel.

A existéncia de picos de gonadotropina sangiiinea, em resposta aos
estimulos ambientais, induz o aparecimento das vesiculas de vitelo no
citoplasma do ovocito, processo este chamado de vitelogénese. Nesse processo
ocorrem a formacdo e o acumulo de vitelo no ovocito, causando grande
crescimento do ovocito. O vitelo ¢ composto por lipidios e proteinas, que sera
utilizado pelo embrido desde a fecundagdo até o momento em que for capaz de
capturar alimento exogeno (Harvey & Carolsfeld, 1993; Sallum, 1999;
Baldisserotto, 2002).

Na vitelogénese esta envolvida a indugdo das células tecais, pelo
hormoénio foliculo estimulante, presente em altos niveis no sangue, para a
producdo da testosterona, que é convertida ao estrogénio (17 estradiol), nas
células da granulosa. A presenga do 17 estradiol no figado estimula a producao
de vitelogenina. A vitelogenina sintetizada ¢ transportada através do sangue até

o foliculo e levada ao ovocito, onde ¢ transformada em vitelo (Castagnolli &



Cyrino, 1986; Woynarovich & Horbath, 1989; Yaron, 1995; Coward et al.,
2002; Kubitza, 2004). Quando o conteido do vitelo nos ovocitos atinge a

quantidade tipica da espécie de peixe, a sintese da vitelogenina cessa.

A maturagdo final, a ovulacdo e a desova sdo fases do desenvolvimento
que acontecem rapidamente, levando somente algumas horas ou dias. Na
natureza, a maturacdo final inicia-se com alteragdes ambientais, enquanto que,
em cativeiro, a maturagdo final s6 ocorre em circunstancias adequadas para a
propagacdo e sob regulagdo hormonal (Woynarovich & Horbath, 1989). A
maturacdo final do ovécito comega com a migragdo do nucleo na direcdo da
micropila e sua quebra ou desaparecimento. Nesta fase, ocorrem modificagdes
hormonais, sendo o horménio luteinizante (LH) secretado em grandes

quantidades, em detrimento da redu¢ao do hormdnio foliculo estimulante (FSH).

Em resposta ao LH, o foliculo produz o esterdide indutor da maturacéo
que, na maioria das espécies, ¢ uma forma de progesterona chamada 17a, 20[3-
dihidroxi-4-pregnen-3-ona. Este esteréide € o reponsavel pela migracao
nucleolar e seu desaparecimento, ¢ pela hidratacdo do citoplasma do ovocito,
com conseqiiente aumento do seu didmetro, tornando o abdomen da fémea

bastante flacido e abaulado (Sallum, 1999).

A ovulagdo ¢ caracterizada pelo rompimento do foliculo, liberando os
ovocitos na cavidade do ovario, sob o controle do horménio prostaglandina e ou
por outro composto liberado pelo foliculo por estimulo do esterdide indutor da
maturacdo e participacdo do LH (Coward et al., 2002). A desova acontece
quando a fémea, na presen¢a do macho ou por compressao abdominal, libera os

ovocitos, com a finalidade de serem fertilizados pelos espermatozdides.

Uma diferenga estrutural principal entre ovdcitos de mamiferos e
ovocitos dos teledsteos € a presenga da micropila no ovécito.  Os

espermatozoides dos teledsteos ndo possuem acrossoma e, conseqiientemente,



penetram no ovocito através de uma abertura pequena na membrana, a micropila
(Coward et al., 2002). O tamanho da micropila é espécie-dependente, mas
geralmente, permite a entrada de somente um espermatozoide. Esta adaptagdo ¢

crucial na prevencdo de polispermia.

Segundo Baldisserotto (2002) caso o ovocito ndo seja liberado na
desova, ele degenera (sofre atresia), sendo fagocitado pelas células da granulosa.
O numero de ovoécitos que sofre atresia pode aumentar se a fémea ndo for
colocada em condigdes Otimas para a reprodugdo. Além disso, o estresse
causado pela manipula¢do do reprodutor no manejo da reprodugdo também pode
levar a atresia. Em condi¢Ges naturais, a atresia é muito reduzida, e sua
ocorréncia parece estar relacionada ao estresse da fémea. Contudo, os estudos
realizados até o momento abordam apenas a atresia nos ovocitos que estao nos

ultimos estagios de desenvolvimento.

2.2.2 Producao espermatica em peixes

Os peixes teledsteos possuem um par de testiculos alongados que se
encontram fixados na parede dorsal da cavidade do corpo. Em algumas espécies,
pode ocorrer fusdo dos testiculos ou um deles ndo se desenvolve, de modo que o

peixe apresenta apenas um testiculo funcional (Baldisserotto, 2002).

A estrutura testicular dos teledsteos é variavel, mas, essencialmente, dois
tipos distintos, lobular ou tubular, sdo evidentes (Coward et al., 2002). Os
testiculos do tipo lobular sdo mais comuns em teledsteos e consistem de
numerosos lobulos separados por uma camada de tecido conjuntivo. Cada l6bulo
possui varios cistos e, em cada um deles, as células germinais (espermatogonias)
apresentam-se no mesmo estagio de desenvolvimento. Nos testiculos do tipo

tubular, as células que estdo nas fases iniciais da espermatogé€nese sdo
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encontradas junto ao fundo cego dos tibulos e, & medida que vdo se

desenvolvendo, migram em dire¢do ao ducto espermatico.

Os testiculos dos teledsteos, como o dos mamiferos, também possuem as
células de Sertoli, cuja fungdo € a nutricdo das células germinais e as células de
Leydig, que tétm como funcdo a produgdo de esterdides que estimulam a
gametogénese (Figura 2) e o desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios

(Coward et al., 2002; Baldisserotto, 2002; Hafez, 2004).

O LH induz as células de Leydig a produzirem testosterona, a qual,
associada com FSH, estimulam a espermatogonia a dividir-se em espermatocito.
O processo de desenvolvimento de espermatdcitos em espermatides ¢
denominado espermiogénese. As células de Leydig, sob indugdo do LH,
produzem o 11-cetotestosterona, que € responsavel pelo inicio do processo da
liberagdo dos espermatozoides no limem do testiculo, pelo processo conhecido
como espermiacdo. O Ultimo passo antes da liberagdo do espermatozoide é a
dilui¢do (hidratagdo) com o fluido seminal das paredes do ducto espermatico

(Sallum,1999).

Geralmente, os espermatozdides de peixes sdo imoveis dentro dos
testiculos e sua mobilidade inicia-se quando s3o expostos ao ambiente aquatico
ou no trato reprodutivo da fémea (Coward et al., 2002). A ativacdo do
espermatozoide ocorre quando fatores quimicos sdo alterados, em peixes de
agua doce, a ativagdo do espermatozoide ocorre quando a osmolaridade da adgua
¢ menor que a do seu plasma, uma vez que o espermatozdide ¢ liberado na agua

doce para fecundar os ovdcitos (Baldisserotto, 2002).
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FIGURA 2: Controle hormonal do testiculo de peixe e maturagdo do esperma.

Adaptado de Havey & Carolsfeld (1993).
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2.3 Reproducéo artificial em peixes

A reproducdo da maioria dos peixes € sazonal, estando, geralmente,
sincronizada com fatores ambientais que se adaptam as necessidades
metabolicas dos reprodutores, de tal forma que incremente a viabilidade dos

gametas e favoreca o desenvolvimento inicial da prole (Vazzoler, 1996).

A reprodugido artificial em peixes iniciou-se em 1934, pelo pesquisador
brasileiro Rodolpho von Ihering, que conseguiu éxito na inducdo da desova e
fertilizacdo da curimata (Prochilodus scrofa), uma espécie de carater reofilico,
por meio da aplicagdo de extratos hipofisarios, técnica esta conhecida como
hipofisagdo. No principio da década de 1980, a Companhia de Desenvolvimento
do Vale do Sao Francisco, a CODEVASF, importou, da Hungria, um pacote
tecnologico sobre reprodugdo artificial de peixes por meio da hipofisagdo. A
partir dai, esta tecnologia foi difundida com éxito, sendo utilizada nas espécies
brasileiras por diversos oOrgdos governamentais, centros de pesquisas e,

principalmente, por piscicultores (Sallum, 1999).

As técnicas de reproducdo artificial de peixes sdo multiplas, todas elas
com o objetivo de produzir quantidade abundante de ovos, larvas e alevinos para
a utilizacdo em cultura ou para o repovoamento de lagos e cursos de agua.
Dependendo da eficiéncia do sistema de reproducdo artificial, o aproveitamento
dos ovos até alevinos pode atingir de 10% a 70% no rendimento; em
contrapartida, a taxa de sobrevivéncia sob condigdes naturais, geralmente, ¢

muito inferior a 1% dos ovos produzidos (Woynarovich & Horbath, 1989).

Atualmente, a técnica mais comumente usada para a propagacdo
artificial de peixes ¢ a hipofisacdo. Este ¢, seguramente, o método de inducdo
artificial da reproducdo de espécies de carater reofilico mais utilizado nas

estagdes de piscicultura, inclusive entre os piscicultores. Conforme o protocolo a
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ser adotado para a hipofisagdo em espécies de peixes, sdo efetuadas duas
aplicagdes de solugdo hormonal nas fémeas ¢ uma nos machos. No momento da
ovula¢do, o manuseio ¢ realizado visando a retirada dos 6vulos (extrusdo) e do
esperma (espermiagdo), com massagens ventrais no sentido cranio-caudal

(Harvey & Carolsfeld, 1993).

Para cada espécie, determina-se 0 momento da extrusdo pro meio das
horas-graus (HG), considerando-se a temperatura da agua e¢ o tempo até a
ocorréncia da desova, tomada a cada hora, a partir da segunda aplicacdo
hormonal (Godinho & Godinho, 2003). Os valores de HG a extrusdo dos
ovocitos para cada espécie variam conforme a temperatura da agua: assim,
quando maior a temperatura, menor o tempo necessario a extrusdo. Segundo
Sato et al. (2003), pode-se considerar que, definido o valor da HG necessarias a
extrusdo dos ovoécitos de uma determinada espécie, estara praticamente
estabelecido esse valor para outras espécies do mesmo género ou familia. As
horas-grau para extrusdo da curimba, segundo Silva (2000), sdo de 308, a

temperatura da agua de 25°C.

Segundo Woynarovich & Horbath (1989), o processo de indugdo
artificial praticado nas estagdes de piscicultura ou entre os piscicultores inicia-se
com a selegdo minuciosa dos reprodutores aptos, sendo observados, nas fémeas,
o volume e a flacidez ventral, bem como o tamanho ¢ a coloragdo avermelhada
da papila urogenital. Nos machos, a selegdo ¢ feita exercendo-se leve pressao
abdominal no sentido cranio-caudal, observando-se a existéncia da espermiagao.

Em algumas espécies, ndo ¢ possivel a visualizagdo dessas caracteristicas.
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2.3.1 Horménios utilizados na reproducdo artificial de peixes

Existem vérios tipos de substancias utilizadas para induzir a desova ¢ a
espermiacdo em peixes. Conforme sua estrutura quimica, agem segundo
principios diferentes. Além disso, a dose necessaria de uma mesma substancia
varia de espécie para espécie, podendo, inclusive, ter efeito em algumas e em
outras ndo. Na Tabela 1 estdo apresentadas algumas substincias que podem ser

utilizadas na indugdo da desova e espermiacdo de algumas espécies de peixes.

TABELA 1: Horménios liberadores de gonadotropinas e esteroides utilizados
na indugdo da reprodugdo de varias espécies de peixes.

Substancias  Hormonios Dosagem Espécies Referéncia
GnRH a 50pg A. ruthenus L. Rzenieniechi et al., 2004
25 e 50ug O. mykiss Arabaci et al., 2004
mGnRH a 20 pg C. nasus Szabd et al., 2002
30 pg B. bidyanus  Levavi-Sivan et al., 2004
Liberadores de 5, 10,20, 40ug O bonariensis Miranda et al., 2005
gonadotrofinas T
sGnRH a 10, 20, 30, B. bidyanus  Levavi-Sivan et al., 2004
40ug
1,25,2,5,5; 0. bonariensis Miranda et al., 2005
10ug

LHRHa  10,20,40,50ug T.ocellatus  Chen, 2005
0,01; 0,02; Silurus asotus Wen & Lin, 2004
..ug
Esterdides 17, 20B- 2 mg/kg Anguilla anguilla Palstra et al., 2005
dihydroxy-4-
pregnen-3-one
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O hormonio liberador de gonadotropina (GnRH) ¢ altamente eficiente na
indu¢do da maturagdo do gametas, da ovulagdo e da espermiagdo em peixes
(Harvey & Carolsfeld, 1993). Por isso, atualmente, muitas pesquisas tém se
voltado para a utilizagdio do GnRH-a (andlogo do GnRH), do mGnRH-a
(analogo do GnRH de mamifero) e do sGnRH-a (analogo do GnRH de salmao).
Existe, no mercado, LHRH-a (analogo do LHRH de peixe), sintetizado com base
na composi¢ao do LHRH de salmao. Este hormdnio sintético ¢ um liberador de
gonadotropina dos peixes e que pode se usado na indu¢do da maturacao final e
da ovulagdo, pois estimula a produgdo e a secre¢do de gonadotropinas do proprio
animal (Kubitza, 2004). Em 1988, Curi & Tsukamoto testaram o LHRH na
reproducdo induzida do pacu (Piaractus mesopotamicus) e obtiveram uma

resposta positiva a ovulagdo em 61,7% das fémeas.

Os esterdides também tém apresentado bons resultados na inducdo da
espermiacdo. Estes, por sua vez, estimulam o final da matura¢ao dos ovocitos e,
se o peixe estiver proximo do final da maturagdo, a ovulagdo pode ocorrer

(Baldisserotto, 2002).

O extrato de hipofise de peixe ¢ o indutor gonadal mais utilizado em
todo o mundo e ¢ muito pesquisado na maioria das espécies reofilicas
brasileiras, em fémeas ¢ machos (Tabela 2). Para o preparo deste extrato, sdo
usadas hipofises de peixes doadores, coletadas frescas ou preservadas. Segundo
Woynarovich & Horbath (1989), na hipodfise, existem ndo apenas as
gonadotropinas, mas também diversas outras substancias. Por isso, os peixes
doadores devem estar em época de desova ou espermiagdo, para que se extraiam

as hipofises, pois, nesta época, a quantidade de gonadotropinas € mais alta.

Normalmente, utilizam-se duas inje¢des intramusculares na fémea, com
intervalo de 4 a 12 horas dependendo da espécie. A primeira dose, preparatoria,

para a maturagdo total e a segunda, dez vezes maior que a primeira, para a
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ovulagdo e liberagdo dos ovocitos. Os machos recebem apenas uma dose de
hormonio, na época em que as fémeas recebem a tltima dose (Woynarovich &
Horvath, 1989; Murgas et al., 2003), mas, em alguns casos, sdo necessarias duas

doses.

TABELA 2: Utilizagdo de extratos hipofisarios na indugdo da reproducao de
varias espécies de peixes.

Substancias Horménios Dosagem Espécies  Referéncia
(mg/kg)
0,5¢5,0 Varias Woynarovich & Horvath,
1989
B. insignis Andrade-Talmelli et al.,
2002

O. bonariensis
Leonardo et al., 2004

) ~5,10,20,30,40 A.anguilla Miranda et al., 2005
Extrato hipofisario

de carpa 3;0,5;5 C.carpio  Souzaetal., 2003
20 A.anguilla Palstra et al., 2005
Gonadotrofinas
6,1,5 T. ocellatus  Chen, 2005
3,6 C. nasus Szabo et al., 2002
Extrato hipofisario 51,9 P. lineatus  Streit Jr et al., 2004 ¢
de frango 2003

L.macrocephalus

C. carpio Souza et al., 2003

Extrato hipofisario  7; 1,4; 12,6 P.lineatus  Streit Jr et al., 2004 e

de coelho L.macrocephalus29%3
C. carpio Souza et al., 2003
Extrato hipofisario 5, 10, 20, 30,40 A.anguilla Miranda et al., 2005
de salmdo 4 H. bidorsalis Adebayo & Fagbenro,

2004.
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Em pacu (Piaractus mesopotamicus), dourado (Salminus brasilienses),
piracanjuba (Brycon orbignyanus), piapara (Leporinus elongatus e Leporinus
obtusindes) e curimba (Prochilodus lineatus), doses de 0,5 e 5 mg/kg de EBHC
foram suficientes para induzir a desova e a espermiagdo (Murgas et al., 2003).
Por outro lado, as doses de 1 a 6 mg/kg de EBHC foram suficientes para induzir
a desova e a espermiagdo, com uma porcentagem de sucesso variando entre 60%
a 90%, em pacu, tambaqui (Colossoma macropomum), matrinxa (Brycon
cephalus), piracanjuba (Brycon orbignyanus), dourado (Salminus brasilienses),
jat (Paulicea luetkeni), curimbata (Prochilodus scrofa e Prochilodus affinis),
piapara (Leporinus elongatus e Leporinus obtusindes), piau (Leporinus
friderici), piau branco (Schizodon knerri), jundia (Rhamdia quelen) e na

piabanha (Brycon insignis), segundo Baldisserotto (2002).

As doses de hipofise, bem como o tempo de espera entre a primeira € a
segunda aplicagdo, podem variar, dependendo do grau de maturidade gonadal

em que se encontram os reprodutores e também a temperatura da agua.

Em 1996, Sato et al. reuniram dados sobre a reproducdo induzida de
curimbata (Prochilodus affinis), com a utiliza¢do de extrato de hipdfise em duas
doses para as fémeas, tendo, como dose inicial, 0,8 = 0,2 mg/kg e 5,7 + 0,4
mg/kg, na dose final. O intervalo entre as doses foi de 16,5 £ 2,3 horas e
aplicou-se uma tnica dose de 2,8 = 0,4 mg/kg nos machos. Nestas condigdes,
esses autores obtiveram uma resposta a ovulacdo em 76% das fémeas a 219 + 12

horas-graus apoés a aplicagdo da 2° dose, a temperatura de 23,9 + 0,8°C.

As gonadotrofinas de mamifero,s sendo facilmente obtidas no comércio,
¢ de baixo custo, sdo substancias alternativas ao uso de hipéfise de carpa para a
indugdo de desova e espermiacdo em peixes de agua doce (Baldisserotto, 2002).
Nao ha relatos da utilizagdo da gonadotropina corionica eqiiina (eCG) na

indugdo da reproducdo em peixes. Também chamada de gonadotrofina séria de

18



égua prenhe (PMSQG), ¢ o tnico horménio glicoprotéico que contém atividades
de FSH ¢ LH na mesma molécula (Hafez, 2004). Este horménio é muito
utilizado em mamiferos, pois atua diretamente no ovario, estimulando o

crescimento folicular e a ovulagéo.

A gonadotropina mais utilizada, atualmente, nas pesquisa de indugdo da
reproducdo em peixes ¢ a gonadotropina coridnica humana (hCG) (Tabela 3).
Segundo Baldisserotto (2002), o hCG parece ser muito eficiente na espermiagao
dentre as gonadotrofinas usadas em peixes. Woynarovich & Horvath (1989)
comentaram que somente aqueles peixes que estdo bem preparados e totalmente

maduros para o tratamento com horménio reagem bem a administracéo de hCG.

As doses de hCG utilizadas podem variar muito, conforme a espécie e o
laboratério que produziu o horménio. Sallum (1990) utilizou hCG na indugdo da
curimata (Prochilodus affinis), na dosagem unica de 6.000-7.000 Ul’kg e
verificou uma resposta positiva ao hCG em 45% das fémeas. No pacu (P.
mesopotamicus) e no tambaqui (C. macropomum), por exemplo, doses de
30.000 a 41.000 Ul/kg de hCG induziram a desova das fémeas. Em machos de
tambaqui, doses de 2.000 Ul/kg apresentaram resultados positivos. Para P.
orbignyanus, sdo recomendadas doses unicas de 500 a 800 Ul/kg para fémea e
300 a 400 Ul/kg para machos. As fémeas de jundia (Rhamdia quelem)
respondem bem ao hCG, pois doses de 100 a 400 Ul/kg sdao suficientes para

provocar a desova.

Também Fenerich et al. (1980) realizaram ensaios com doses de hCG (5
e 10 Ul/g), com diferenga de sete horas entre as aplicacdes deste hormonio. A
resposta, nesse trabalho, foi positiva, a temperatura de 26°C, oito horas mais
tarde, em 30% das fémeas. Ayroza et al. (1992), utilizando doses similares de
hCG com intervalo de 10 horas entre as doses, em oito fémeas de P. scrofa,

obtiveram resultados positivos e taxa de fertilizagdo de 99%.
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TABELA 3: Utilizagdo de gonadotropina corionica humana (hCG) na indugao
da reprodugdo de varias espécies de peixes.

Substancias Hormonios Dosagem (Ul/kg) Espécies  Referéncia
500, 1000 E. striatus ~ Watanabe et al., 1995
5,10 P.scrofa  Kavamoto et al., 1997
150, 500 S.vitreum  Malison et al., 1998
5 B. insignis  Andrade-Talmelli et al,

2002

1100 e 550 L. campechanus Paranikos et al., 2003

5000, 1000 O. bonariensis
Gonadotrofinas hCG 150 € 200 B. bidyanus
de mamiferos
2000 A. ruthenus L.

100, 300, 500, 750 M. furnieri

200 A. anguilla
125 e 1000 A. anguilla
1.5 H. longifilis

A. anguilla

39,78, 156,312,625  A. anguilla

500, 2000, 25000 T. ocellatus

500 S. japonicus

Leonardo et al., 2004

Levavi-Sivan et al., 2004
Rzemienieck et al., 2004

Garcia-Alonso & Vizziano,
2004

Pedersen , 2004
Palstra et al., 2005

Nguenga et al, 2004
Asturiano et al., 2005

Miranda et al., 2005

Chen, 2005

Shiraishi et al., 2005
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No trabalho desenvolvido por Narahara et al. (2002), estudando a
reproducdo de piabanha (Brycon insignis), o hCG, em dose tnica de 5 Ul/g,
apresentou maior eficiéncia quando comparado com o uso do extrato bruto de
hipofise. Estes autores afirmam que o hCG ¢ um potente indutor da reproducéo
em peixes e apresenta, como vantagens a certeza da igualdade das dosagens e de

poder induzir a maturagao final, a ovulagdo e a espermiagao.

A utilizagdo de gonadotropina associada a extratos hipofisarios parece
ser o método freqiiente para potencializar a acdo hormonal nas gonadas. Na
Tabela 4 sdo apresentadas algumas associagdes de substancias indutoras da

reproducdo, sua dosagens e espécies.

O extrato de hipofise de carpa (EHC), o extrato de hipofise de salmao
(EHS) e o pregnyl (hCG) foram utilizados, por Castagnolli & Cyrino (1980),
para a indugdo de fémeas de curimbata (P. scrofa) com peso entre 600 e 3.000 g,
provenientes do rio Mogi Guagu. Foram obtidos bons resultados no tratamento,
quando a combinagdo de EHS ¢ hCG em doses de 0,5 mg/kg, 2 Ul/g e 3 Ul/g,
com intervalo de 8 horas entre as trés doses. Silva Filho (1980) utilizou hipofise
de carpa comum (1,5 mg/kg) conservada em alcool, combinada com pregnyl
(hCG), na dose de 2 Ul/g, na reprodu¢do de Prochilodus scrofa, obtendo

resultados favoraveis.

Os agentes antidopaminicos como a domperidona (DOM), podem
potencializar a inducdo da ovulagdo, quando utilizados em combinagdo com o

extrato de hipdfise e com outros hormdnios sintéticos (Kubitza, 2004).
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TABELA 4: Diferentes associacdes de substancias utilizadas na indugdo da
reproducdo de varias espécies de peixes.

Associagdes de Dosagem Espécies Referéncia
hormonios
sGnRHa + domperidona 20 pg/kg + 5 mg/kg B. bidyanus Levavi-Sivan et al,

mGnRGa+domperidona 20 ng/kg + 10 mg/kg C. nasus

LHRH a + DOM

EBHC + LHRH a

EBHC + hCG

EBHC + EBHC/hCG

hCG + LHRH a

0,01 e 0,005 pug/kg + 5 - 7 Silurus asotus
mg/kg

50100 ng/kg+3,5¢6,5 p, mesopotamicus
mg/kg

0,5 e 5Smg/kg+0.003 ¢  Silurus asotus
0,007ug/kg

0,5mg/kg + 5000Ul/kg  B. insignis

O. bonariensis

0,5mg/kg +4,5¢ B. orbignyanus
5,0mg/kg / 1000-3000

Ul/kg

100 e 2000 UT/kg + Silurus asotus

0,003 ¢ 0,007 pg/kg

2004
Szabd et al., 2002

Wen & Lin, 2004

Rosa, 1992

Wen & Lin, 2004

Andrade-Talmelli et al.,
2002

Leonardo et al., 2004

CESP(1994)

Wen & Lin, 2004

Para a induc¢do da reprodugdo da piracanjuba (Brycon orbignyanus),

técnicos da CESP (1994) utilizaram a combina¢do do hCG (Pregnyl) e do

extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC). A primeira dosagem nas fémeas foi

de 0,5 mg EBHC/kg, apds intervalo de 8-11 horas, sendo a aplica¢do da segunda

dosagem de 4,5-5,0 mg EBHC/kg, concomitantemente com a dose de 1.000 -

3.000 UI hCG/kg de peso vivo. Neste trabalho a dosagem que apresentou

melhor resultado final para as fémeas foi a primeira aplicagdo, com 0,5 mg

EBHC/kg e de 4,5 mg EBHC/kg, juntamente com 3.000UI hCG na dose

decisiva, com intervalo de 8 horas.
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A ampla variacdo dos efeitos das substancias indutoras demonstra
claramente que se deve investigar qual a dose efetiva e o intervalo entre as doses

em cada espécie.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo experimental

O trabalho foi realizado na Estagdo Ambiental de Itutinga, da
Companhia Energética de Minas Gerais (EAI-CEMIG), no municipio de
Itutinga-MG e no Laboratério do setor de Fisiologia e Farmacologia do
Departamenteo de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), durante o periodo reprodutivo da curimba, de novembro de 2005 a

janeiro de 2006.

A temperatura média no periodo experimental variou de 17,4°C a
25,0°C, indice pluviométrico de 4 mm e 85,7% de umidade relativa média do ar,
de acordo com o Sistema de Telemetria e Hidrometeorologia da Companhia

Energética de Minas Gerais (STM-CEMIG).

3.2 Selecéo dos reprodutores

Foram utilizados 25 fémeas e 33 machos de curimba (Prochilodus
lineatus) do plantel da EAI-CEMIG, mantidos em tanques de terra. A selecdo
dos reprodutores ¢ um ponto muito importante na indu¢do hormonal. Este
processo ¢ baseado em sinais externos que acompanham a maturagdo gonadal.
Os reprodutores foram selecionados para o experimento de acordo com as
caracteristicas reprodutivas citadas por Woynarovich & Horvath (1989). Os
machos aptos a reproducdo liberavam algumas gotas de sémen sob leve
massagem abdominal. As fémeas adequadas para a indu¢do hormonal da desova
apresentavam o abdomen desenvolvido e macio ao toque, papila urogenital
proeminente e de coloragdo rosada ou avermelhada e o orificio genital

ligeiramente aberto.
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Apos a selecdo, os reprodutores foram marcados com fios de linha de
cores diferentes, na altura do primeiro raio da nadadeira dorsal. Durante a
marcagdo, os reprodutores foram pesados individualmente para se calcular a
dose de hormoénio aplicada. Em seguida, os reprodutores foram acondicionados
em aqudrios de alvenaria com capacidade para 2000 litros, com temperatura

(28°C) controlada e renovacao continua de agua.

3.3 Tratamento hormonal

A inducdo hormonal foi realizada em duas doses, uma dose preparatoria,
para a maturagdo total e uma dose final para liberacdo dos gametas. Os animais
foram contidos dentro do aquario, segurando na cabega e no pedunculo caudal,
sendo retirados parcialmente da dgua. Em seguida, aplicou-se a dose hormonal
utilizando-se seringa graduada de 1 mL, na base da nadadeira dorsal, por via
intramuscular. As fémeas de curimba foram submetidas a trés tratamentos e os
machos a quatro tratamentos diferentes, quanto ao tipo de hormonio e a dosagem
empregados (Tabelas 5 e 6). Os hormonios utilizados neste experimento foram o
extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) e a gonadotropina coridnica eqiiina

(eCG, NOVORMON®).
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TABELA 5: Tratamentos estabelecidos para a indugdo da desova das fémeas de

curimba (Prochilodus lineatus).

Doses
Tratamento 18 2 Intervalo (h)  N° peixes
A EBHC 0,5 mg/kg EBHC 5,0 mg/kg 12 14
B EBHC 0,5 mg/kg EBHC 5,0 mg/kg 12 7
eCG 500 Ul/kg
C EBHC 0,5 mg/kg eCG 500 Ul/kg 12 4

EBHC: extrato bruto de hipéfise de carpa; eCG: gonadotropina coridnica eqiiina

TABELA 6: Tratamentos estabelecidos para a indugdo da espermiacdo dos

machos de curimba (Prochilodus lineatus).

Doses
Tratamento 18 2 Intervalo (h)  N° peixes
A EBHC 0,5 mg/kg EBHC 5,0 mg/kg 12 19
B EBHC 0,5 mg/kg EBHC 5,0 mg/kg 12 5
eCG 500 Ul/kg
C EBHC 0,5 mg/kg eCG 500 Ul/kg 12 4
D eCG 500 Ul/kg eCG 500 Ul/kg 12 5

EBHC: extrato bruto de hipéfise de carpa; eCG: gonadotropina coridnica eqiiina

O extrato bruto de hipofise de carpa foi preparado segundo metodologia
da EAI-CEMIG, descrita por Silva (2000). A solugdo utilizada para diluir a
hipofise € a solucao fisiologica. A quantidade de solucdo fisioldgica injetada nos
reprodutores é de 0,2 ml de solugdo fisiologica para cada 1,0 kg. Para que nao

ocorram perdas durante a aplicagdo, acrescentou-se um pouco mais de solugao
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fisiologica. O extrato foi pesado e colocado em um cadinho contendo duas a
trés gotas de glicerina para auxiliar na maceracdo e logo em seguida
acrescentou-se a solucdo fisiologica.

O Novormon® ¢é uma preparacao altamente purificada de gonadotropina
coridnica eqiiina (eCG, PMSG) produzida pela Syntex S.A., este horménio foi
diluido segundo a prescri¢ao do laboratorio de fabricagao.

A partir da segunda dose dos tratamentos hormonais, aferiu-se a
temperatura da agua dos aquarios a cada hora, com precisdo de 1°C, para se
determinar a hora-grau necessaria para a ocorréncia da ovulagdo e conseqiiente

extrusdo dos gametas.

3.4 Coleta de ovocitos e desova

3.4.1 Andlise dos ovdcitos

Foram realizadas duas analises dos ovocitos das fémeas para se
determinar o estagio de desenvolvimento ovariano, sendo a primeira avalia¢ao
realizada cinco horas apos a segunda aplicagdo hormonal e a segundo avaliagao
oito horas apos a segunda aplicacdo hormonal. Foram coletadas amostras de
ovocitos intra-ovaricos, com o auxilio de sonda uretral n® 8, introduzida pela
papila urogenital. Para estas avaliagdes, as fémeas foram manipuladas dentro do
proprio aquério, para minimizar o estresse do manejo. O grau de
desenvolvimento dos ovarios foi verificado por meio da analise da migracao da
vesicula germinativa (ntcleo) e mensurac¢do dos didmetros dos ovocitos.

Para a mensuracdo do didmetro dos ovoécitos, uma das amostras de
ovocitos foi fixada em solugdo de Gilson (50 mL de alcool 60%, 440 mL de
agua destilada, 7 mL de acido nitrico, 10g de cloreto mercurico - HgCl, ¢ 9 mL
de acido acético glacial) por 30 minutos, e os ovocitos foram medidos (mm) com

auxilio de ocular micrométrica (10x), sob microscopio optico (40x).
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Outra amostra foi fixada em liquido de Serra (60 mL de alcool 90°GL;
30 mL de formalina ¢ 10mL de acido acético glacial), para a avaliacdo da
migracdo da vesicula germinativa, a qual permitiu a visualizagdo do nucleo. O
exame foi realizado ap6s um minuto de fixagdo nesta solu¢do, com auxilio de
microscopio estereoscopico. Foram consideradas duas categorias de ovocitos,
segundo Murgas et al. (2003), ovocitos com nucleo em posigdo central e

ovocitos com nucleo em posi¢do periférica.

3.4.2 Peso da desova

A desova ocorreu entre 8 e 9 horas apds a segunda aplicacdo hormonal;
as fémeas foram retiradas do aquario envolvidas em toalhas imidas e apoiadas
sobre uma espuma, na mesa de manipulagdo. Em seguida, a papila urogenital e a
nadadeira anal foram enxugadas com toalhas de papel, evitando o contato dos
ovocitos com a agua. Os ovoécitos foram extruidos por meio de massagens
manuais na parede celomatica, no sentido cranio-caudal. A desova foi realizada
em béquer ou recipiente plastico previamente limpo e seco. Apos a obtengdo das
desovas, estas foram pesadas para o calculo do indice gonadossomatico, de
acordo com a seguinte relacdo: IGS = peso da ova x 100/peso corporal do
animal (Sato et al., 2003).

Nas fémeas que ndo desovaram no periodo de 8 a 9 horas apds a
segunda aplicacdo hormonal, procedeu-se a canulacdo, para a obteng¢do de

amostra de ovocitos para posterior avaliagao.
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3.5 Coleta de sémen e avaliagdo das caracteristicas seminais

Para a coleta de sémen, os machos de curimba foram retirados do
aquario envolvidos em toalhas umidas e apoiados sobre uma espuma, na mesa
de manipulagdo. Em seguida, a papila urogenital ¢ a nadadeira anal foram
enxugadas com toalhas de papel, evitando o contato do s€émen com a agua.

O sémen foi obtido por meio de massagens manuais na parede
celomatica, no sentido cranio-caudal e coletado em tubos de ensaio graduado
esterilizado, no qual se obteve o volume total produzido por cada reprodutor.
Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: volume total (ml), concentracdo de
espermatozoides (spt/ml), motilidade espermatica (%), duragdo da motilidade
(segundos) e morfologia espermatica (%).

A motilidade espermatica foi avaliada para expressar a porcentagem
total de espermatozdides moveis, enquanto que a duracao da motilidade baseou-
se no tempo em que os espermatozoides permaneceram moéveis. Para estas
avaliagoes, foram preparadas laminas de microscopia otica com uma gota de
sémen diluido em uma gota de adgua destilada a temperatura ambiente, levadas
ao microscopio optico em aumento de 400 vezes. Para a variavel motilidade
espermatica, utilizou-se um escorre de 0% a 100%. A duragdo da motilidade foi
medida com auxilio de um crondémetro digital, o qual foi acionado no momento
da diluicdo do sémen e foi encerrado quando o sémen atingia uma motilidade
minima de 10%.

A concentragdo espermatica foi mensurada tomando-se uma amostra de
10 pL de sémen diluido em 990 pL de formol citrato. A partir disso, foram
tomados 10 pL dessa diluicdo e foi colocado em 990 pL de formol citrato,
resultando em uma dilui¢do de 1:10000. Apds a diluicdo, preencheu-se, por
capilaridade, a camara de Neubauer e, posteriormente, obteve-se a quantidade de

espermatozoides por ml de sémen.
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Para a verificagdo de anormalidades espermaticas foi utilizado um
microscOpio optico composto, com iluminacdo episcopica fluorescente (Nikon,
modelo OPTIPHOT-2) do Departamento de Ciéncias dos Solos da Universidade
Federal de Lavras. Com um aumento total de 1000 dioptrias, foi realizada uma
contagem diferencial de 100 células das amostras de s€émen previamente fixadas
em solugdo de formol citrato (10 uL. de s€men:990 uL de solugdo de formol
citrato).

As patologias espermaticas foram classificadas de acordo com Moraes et

al. (2004), da seguinte forma:

(a) espermatozoides normais
(b) espermatozodides com anormalidades:
(b-1) cabeca: macrocefalia, microcefalia e isolada normal;
(b-2) flagelo: fraturado, enrolado, degenerado, dobrado e gotas

citoplasmaticas proximal e distal.

3.6 Analise estatistica

Para os parametros como migracdo da vesicula germinativa (ntcleo),
cinco horas e oito horas apds a segunda aplicagdo hormonal e morfologia
espermatica, foi adotado o teste de qui-quadrado, para verificar a freqiiéncia dos
dados, utilizando a teoria de modelos lineares generalizados, uma vez que estes

ndo atendem a pressuposi¢ao de normalidade.

Segundo Costa (2003), a teoria de modelos lineares generalizados
(GLM) consiste em considerar, para uma amostra de n observacdes de uma
unica variavel resposta Y (exemplo, n°. de patologias), a existéncia de trés

componentes:

1- componente aleatério: as n variaveis respostas;
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2- componente sistematico: as variaveis explanatorias (tratamentos)

que dao origem ao que chamamos de vetor de preditores lineares;

3- funcdo de ligacdo: faz a ligagdo entre o componente aleatorio (item
1) e o componente sistematico (item 2) por meio de uma fungéo

conhecida.

Para a distribuicao binomial (contagens finitas), a funcdo de ligacdo,

conhecida como fungdo logit, € dada por :

g(.) =Ln (p/1-p)
em que: In é o simbolo de logaritmo neperiano ¢ p é a propor¢do de

ocorréncia do evento.

Para as variaveis peso da desova e didmetro médio dos ovocitos, cinco
horas e oito horas ap6s a segunda aplica¢do hormonal e indice gonadossomatico
(IGS) que competem as fémeas e variaveis como motilidade, duracéo, volume e
concentracdo de espermatozoides, que competem aos machos, foram feitas
analises de variancias, considerando um experimento inteiramente casualizado
com numero diferente de repeticdes por tratamento. As médias foram

comparadas pelo teste Tukey, com um nivel nominal de significancia de 5%.

As andlises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o programa

Statistical Analysis System (SAS, 1995).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao dos ovdcitos e da desova

A desova das fémeas induzidas ocorreu entre 224 a 252 horas-graus apos
a segunda aplicagdo hormonal, com temperatura de 28°C, valor que se encontra

na faixa de horas-graus para Prochilodus sp (Sato et al., 2003).

Os valores médios de peso da desova, didmetro dos ovocitos cinco horas
e oito horas apos a segunda aplicagdo hormonal e do indice gonadossomatico
das fémeas de curimba que receberam diferentes tratamentos hormonais estiao
representados na Tabela 7. As fémeas induzidas pelos tratamentos A (0,5 ¢ 5,0
mg/kg EBHC) e B (0,5 ¢ 5,0 mg/kg EBHC + 500 Ul/kg eCG) nfo apresentaram
diferenga significativa (P<0,05) entre o peso das desovas, enquanto que as
fémeas induzidas pelo tratamento C (0,5 mg/kg EBHC e 500 Ul/kg eCG) nao

desovaram, no periodo de 8 a 9 horas apds a segunda aplicacio.

TABELA 7: Valores médios do peso da desova (g), dos didmetros médios dos
ovocitos cinco horas e oito horas apds a segunda aplicacdo
hormonal (mm) e do indice gonadossomatico (IGS) (%).

Diametro médio dos ovocitos

Tratamentos Peso desova I1GS
5 horas 8 horas
A 2217 a 1,36 a 1,36 a 12,8 a
B 213,5a 1,39 a 1,27b 13,8 a
C 0Ob 1,29 a 1,24 b 0b

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo, teste Tukey, com um nivel
nominal de significancia de 5%.

(A) 0,5 mg/kg EBHC e 5,0 mg/kg EBHC; (B) 0,5 mg/kg EBHC e 5,0 mg/kg EBHC + 500 Ul/kg
eCG; (C) 0,5 mg/kg EBHC e 500 Ul/kg eCG.
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O tratamento A (0,5 e 5,0 mg/kg EBHC) foi utilizado como tratamento
controle positivo, devido aos 6timos resultados obtidos com esta dosagem em
reprodugdes anteriores no EAI-CEMIG. Desta dosagem é amplamente utilizada
em varias espécies, como curimba (Prochilodus lineatus), dourado (Salminus
brasilienses), pacu (Piaractus mesopotamicus), piapara (Leporinus obstusidens)

e piracanjuba (Brycon orbinyanus), entre outros (Silva, 2000).

Neste experimento, foram obtidos 100% de desova nas fémeas tratadas
com 0,5 ¢ 5,0 mg/kg de extrato bruto de hipofise de carpa. Chen (2005) obteve
100% de desova em fémeas tratadas com 6 mg/kg de extrato bruto de hipofise de
carpa em Takifugu ocellatus. Por outro lado, Narahara et al. (2002), testando um
método de indugdo da reprodugdo em pirapitinga (B. opalinus), utilizaram uma
dosagem de 5 e 10 mg/kg de extrato bruto de hipofise de salmdo e apenas 48%
das fémeas desovaram. Szabo et al. (2002) obiveram 66,6% de fémeas
desovadas, utilizando 3 e 6 mg/kg de extrato bruto de hipdfise de carpa na
indugdo da ovulagdo de Chondrostoma nasus. Estes resultados demonstram que
ha uma grande variacdo na resposta a dose hormonal aplicada nas diferentes
espécies de peixes.

Outro fator importante que se deve levar em consideracdo é a qualidade
das hipofises para fins de indugdo hormonal em peixes, por ser dependente do
grau de maturagdo em que se encontrava o peixe doador da hipofise
(Woynarovich & Horvath, 1989; Harvey & Carolsfeld, 1993; Baldisserotto,
2002). Quanto mais proximo do estado de maturacao final e da ovulagdo, maior

a concentrac¢do de gonadotropinas na hipofise do peixe doador (Kubitza, 2004).

Os hormdnios sintéticos ndo apresentam dificuldade de padronizagdo
quanto a quantidade de gonadotropinas em sua composi¢do, ao contrario da
hipéfise de peixes doadores. Por isso, varias pesquisas t€ém sido conduzidas com

o objetivo de testar substincias alternativas para a utilizagdo nas técnicas de
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reproducdo induzida em peixes. Ndo existem relatos, na literatura cientifica,
sobre a utilizacdo da gonadotropina coridnica eqiiina (eCG) na indugdo da
reproducdo de peixes. Por isso, os resultados encontrados neste experimento
foram comparados com pesquisas feitas com gonadotropina coriénica humana

(hCGQG), que tem atividade bioldgica semelhante ao eCG.

Segundo Woynarovich & Horvath (1989), a fase de pré-ovulacdo pode,
geralmente, ser obtida facilmente, administrando-se hCG; mas, ¢ dificil alcangar
a plena ovulagdo por meio desse método na maioria dos peixes, somente aqueles
peixes que estdo bem preparados e totalmente maduros para o tratamento com
horménio reagem a administragio de hCG. Além disso, varios fatores
ambientais podem desempenhar um papel importante no sucesso do tratamento

com hCG.

Técnicos da CESP (1994), segundo Sallum (1999), obtiveram resultados
positivos na indugdo da reproducdo da piracanjuba (Brycon orbignyanus) com
uma dosagem de 0,5 mg de EBHC/kg na primeira aplicagdo ¢ 4,5 mg EBHC/kg
juntamente com 3.000 Ul hCG/kg na dose decisiva. Esses resultados sdo
semelhantes aos encontrados neste experimento, quando utilizaram-se 0,5 mg
EBHC/kg, na primeira aplicacdo hormonal ¢ 5,0 mg EBHC/kg, juntamente com
500UI eCG/kg, na segunda aplicacdo hormonal.

Na avaliagdo do diametro dos ovoécitos cinco horas apds a segunda
aplicagdo hormonal, n3o foi constatada diferenca significativa entre os
tratamentos testados (A: 1,36mm; B: 1,39mm; C: 1,29mm). Os didmetros
médios dos ovdcitos oito horas apos a segunda aplicagdo hormonal, nos
tratamentos B e C, foram diferentes estatisticamente (P< 0,05) do tratamento A
(Tabela 7). O diametro dos ovécitos encontrado neste experimento foi inferior
ao relatado por Vazzoler (1996) para Prochilodus lineatus, que foi de 1,45 mm.

Esse mesmo autor relatou que hd uma tendéncia de variagdo do diametro de
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acordo com o comportamento reprodutivo, em que espécies migradoras de

grande porte, como a curimba, tém didmetro de ovocitos médios.

Adebayo & Fagbenro (2004) induziram a ovulagdo e a desova artificial
de H. bidorsalis, utilizando 4 mg/kg de extrato bruto de hipofise de carpa e 200
Ul/kg de gonadotropina coridénica humana e observaram que todas as fémeas dos
grupos testados nos diferentes tratamentos desovaram. Foi avaliado também o
diametro inicial e o didmetro final dos ovdcitos das fémeas tratadas e observou-
se que o diametro inicial foi menor que o didmetro final para todos os
tratamentos. Segundo Vazzoler (1981), o didmetro dos ovoécitos ¢ um método
rapido para a confirmacdo do estadio de maturidade dos peixes e, por isso, €

muito utilizado para a selecdo de fémeas reprodutoras.

O indice gonadossomatico expressa a porcentagem que as gonadas
representam do peso do corpo dos individuos e parece um indicador eficiente do
estado funcional dos ovarios (Vazzoler, 1996). Os valores para este parametro
encontram-se abaixo da faixa apresentada por Sato et al. (2003), a qual variou de

14 a 26,2, para Prochilodus sp.

De acordo com Murgas et al. (2003), assim como a avaliagdo do
diametro dos ovdcitos, as fémeas reprodutoras podem ser selecionadas
utilizando-se a posi¢cdo do nucleo nos ovocitos como indicador do grau de
desenvolvimento gonadal. Este método ¢ muito utilizado em diversas espécies

de peixes.

Na avalia¢do do posicionamento da vesicula germinativa (nucleo), os
tratamentos A ¢ B foram diferentes estatisticamente (P< 0,05) do tratamento C,
tanto na avaliacdo realizada as cinco horas quanto as oito horas apds a segunda
aplicacdo hormonal (Figura 3). Isso demonstra que as fémeas dos tratamentos A
e B estavam numa fase adiantada de maturacdo, provavelmente influenciadas

pelos tratamentos.
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FIGURA 3: Proporg¢des dos nucleos dos ovocitos, cinco horas e oito horas apds
a segunda aplicacdo hormonal, em fun¢do do seu posicionamento,
para cada um dos tratamentos testados. (A) 0,5 mg/kg EBHC ¢ 5,0
mg/kg EBHC; (B) 0,5 mg/kg EBHC e 5,0 mg/kg EBHC + 500
Ul/kg eCG; (C) 0,5 mg/kg EBHC e 500 Ul/kg eCG.

* diferente dos demais tratamentos, pelo teste qui-quadrado.

A funglo respectiva de cada gonadotropina no controle da reproducdo
em peixes foi estudada principalmente em salmonideos. Assim, o FSH estaria
associado, principalmente, como o inicio da maturagdo € como o processo
vitelogénico (incorporagdo da vitelogenina pelo ovoécito), enquanto que o LH
estaria associado com a liberacdo dos esterdides maturacionais que, por sua vez,

induziriam a maturagao final do ovdcito e a ovulacao (Iseki & Negrao, 2003).

O eCG possui atividade biologica semelhante, tanto ao FSH quanto ao
LH, porém, predominantemente ao FSH (Hafez, 2004). Isso justifica a baixa
eficiéncia na inducdo da desova nas fémeas de curimba tratadas com a

combinacdo do EBHC na primeira aplicagdo hormonal ¢ eCG na segunda.
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Supde-se que a utilizagdo do eCG na primeira aplicagdo hormonal e de EBHC
na segunda podera desencadear o processo de maturagdo ¢ ovulacdo das fémeas

de curimba (Prochilodus lineatus).

A maturacdo final e a ovulagio sdo processos complexos, cujo tempo de
duracdo leva varias horas, sendo influenciada pela temperatura da agua. Duas
fases sdo diferenciadas: maturagdo final ou pré-ovulacdo e ovulagdo. Se o
tratamento hormonal nd3o obtiver éxito, as gonadas interrompem o
desenvolvimento causando atresia dos ovocitos e podem até levar o reprodutor a

morte (Woynarovich & Horvath, 1989).

Por outro lado, na ovulagdo, os niveis de LH caem, indicando que as
gonadotropinas ndo estariam diretamente ou totalmente envolvidas na indugdo
da ovulagdo que, aparentemente, dependeria da sintese de prostaglandinas,
responsaveis pela ruptura da parede folicular dos ovocitos (Berndtson et al.,
1989). Isso comprova a eficiéncia do EBHC na indug@o da desova em peixes,
por apresentar varias substancias capazes de estimular todo o processo enddcrino

para a reproducéo induzida.

4.2 Avaliagdo das caracteristicas seminais

A analise do sémen, em peixes, ndo ¢ realizada rotineiramente nas
estagdes de piscicultura, uma vez que a qualidade do sémen é um fator
preponderante na taxa de fertilizagdo e eclosdo, estando diretamente relacionado
ao tipo, a dosagem e ao numero de doses prévias de hormoénio utilizado na

inducao.

Os resultados da anélise das caracteristicas espermaticas dos machos de
curimba (Prochilodus lineatus) tratados com extrato bruto de hipofise de carpa

(EBHC) e gonadotrofina coridnica eqiiina (¢CG) estdo apresentados na Tabela 8.
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TABELA 8: Valores médios de volume total (ml), concentracdo do sémen
(x10°spt/ml), motilidade (%) e duragdo da motilidade espermatica
(segundos) de curimba (Prochilodus lineatus).

Caracteristicas seminais

Tratamentos Volume  Concentragdo Motilidade Duragdo da
seminal espermdtica  espermatica motilidade

A 2,62a 3322a 97,7 a 54,5a

B 245a 63,33 a 97,5a 58,0 a

C 248 a 4738 a 100,0 a 53,0a

D 1,81 a 36,20 a 99,0 a 53,8a

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, com um
nivel nominal de significancia de 5%.

(A) 0,5 mg/kg EBHC e 5,0 mg/kg EBHC; (B) 0,5 mg/kg EBHC e 5,0 mg/kg EBHC + 500
Ul/kg eCG; (C) 0,5 mg/kg EBHC e 500 Ul/kg eCG; (D) 500 Ul/kg e 500 Ul/kg.

Os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica significativa em
relacdo a todas as caracteristicas seminais avaliadas (P<0,05). O extrato bruto de
hipofise de carpa ¢ utilizado na indugdo da reprodugdo de espécies de peixes de
piracema. Em pisciculturas, os machos recebem apenas uma dose de hormdnio,
geralmente no momento em que as fémeas recebem a ultima dose decisiva,
devido a maior facilidade de espermiagdo causada, principalmente, pelo estresse

durante o manejo (Woynarovich & Horvath, 1989).

Alguns estudos tém investigado a influéncia do uso de hormonios
combinados com o extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) ou até mesmo a
sua substituicdo total por gonadotropinas de mamiferos. Miranda et al. (2005)
utilizaram gonadotropina coridnica humana (hCG) e extrato bruto de hipdfise
de carpa na produgdo espermatica de pijerrey, ndo tendo as varidveis
concentracdo ¢ motilidade espermatica apresentado diferencas significativas

entre os tratamentos. Neste estudo, os diferentes tratamentos hormonais nio
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influenciaram as caracteristicas espermaticas avaliadas. Hafez (2004) afirma que
cada hormonio possui um efeito seletivo sobre um ou mais orgéos alvos, além
do qué, as ligagGes especificas sdo mecanismos usuais encontrados em grande

parte dos mamiferos.

Segundo Cruz (2001) a curimba (Prochilodus lineatus) produz um
volume de sémen de 0,5 a 3,0 ml. O presente trabalho confirma esse resultando,
em que o volume médio de sémen produzido nos tratamentos testados foi de
2,62 ml, 2,45 ml, 2,48 ml ¢ 1,81 ml, respectivamente para A, B, C ¢ D. Os
resultados encontrados neste experimento diferem dos resultados apresentados
por outros autores. Streit Jr et al. (2004) obtiveram um volume médio de sémen
de 0,45 ml, utilizando extrato bruto de hipofise de carpa na indugdo da
reproducdo de curimba (Prochilodus lineatus) e Kavamoto et al. (1997), que
utilizaram gonadotropina coridénica humana na inducdo da espermiagdo em
curimbata (Prochilodus scrofa), observaram um volume médio de sémen 0,22
ml. Segundo Streit JR et al. (2003), o volume de sémen varia, entre outros

fatores, quanto ao indutor e a espécie que estd sendo induzida.

A concentragdo de espermatozoides ndo foi significativamente diferente
(P<0,05) para os quatro tratamentos utilizados. Resultados semelhantes foram
encontrados por Miranda et al. (2005), sugerindo que a indug¢do hormonal
estimula tanto a espermiacdo quanto a producdo de plasma seminal. Segundo
Souza et al. (2003), o nimero total de espermatozodides encontrados no sémen
liberado esta diretamente relacionado ao volume e a concentracdo e pode variar
de individuo para individuo. A concentragdo espermatica varia de acordo com as

caracteristicas fisiologicas reprodutivas de espécie para espécie.

Os valores médios de concentracdo espermatica, para todos os
tratamentos testados apresentados neste experimento, foram superiores aos

encontrados por outros autores na indugdo da reprodugdo de varias espécies de
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peixes. Utilizando extrato bruto de hipdfise de carpa, diferentes autores
obtiveram 14 x 10°/ml, em curimba (Prochilodus lineatus) e piavucu (Leporinus
macrocephalus); 23,8 x 10°/ml, em carpa comum (Cyprius carpio);18,62 x
10°/ml, em pacu (Piaractus mesopotamicus) e 11,08 x 10°/ml em piapara
(Leporinus obtusidens). Asturiano et al. (2005) e Rzemienieck et al. (2004)
obtiveram 1,5-2,5 x 10°/ml, em enguia européia e 0,05 x 10°/ml em A. ruthenus

L., utilizando gonadotropina coriénica humana.

Os tratamentos hormonais ndo influenciaram a motilidade espermatica
(P<0,05). Souza et al. (2003) mencionaram que a qualidade dos espermatozdides
produzidos estd diretamente ligada ao estado nutricional, a idade e ao gendtipo
do animal. Essa afirmagdo pode ser considerada valida para este trabalho, pois
todos os animais, indiferente do tratamento, apresentaram Otimos resultados

quanto a motilidade espermatica.

A motilidade espermatica encontrada por Streit Jr. et al. (2004),
utilizando extrato bruto de hipofise de carpa em curimba (Prochilodus lineatus),
foi de 50%. Por outro lado, Franciscato et al. (2002) obtiveram 100% e
motilidade ¢ 96 segundos de duragdo da motilidade espermatica para a mesma
espécie e com o mesmo indutor hormonal. Kavamoto et al. (1997 e¢ 1999)
obtiveram 92,36% e 94,17% de motilidade espermatica para machos de curimata

(Prochilodus scrofa) induzidos com gonadotropina coriénica humana (hCG).

Em outras espécies, foram observados 54% de motilidade espermatica
para enguia européia (Anguilla anguilla L.), utilizando hCG na inducdo da
espermiagdo (Asturiano et al., 2005). Em pacu (Piaractus mesopotamicus),
99,16% de motilidade e 62,5 seguntos de duragdo da motilidade espermadtica
(Miliorini et al., 2002), utilizando EBHC na indugdo da espermiagdo. Esses
valores sdo semelhantes os observados por Murgas et al. (2002), com piapara

(Leporinus obtusidens).
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Hafez (2004) afirmou que a motilidade ¢ essencial para a fertilizagdo em
espermatozoides de mamiferos integros. Esse é, também, um fator de grande
importancia para espécies de peixes reofilicas, como a curimba, pois sua
reproducdo estd, geralmente, sincronizada com fatores ambientais adequados as
necessidades metabolicas, de tal forma que incremente a viabilidade dos

gametas e favorega o desenvolvimento da prole.

O conhecimento da motilidade, da duragdo da motilidade e as
concentracdo espermatica ¢ importante para que se possa avaliar a qualidade do
sémen coletado e, com isso, otimizar sua utilizagdo no processo de fertilizagdo

artificial.

4.3 Analise da morfologia espermatica

Os resultados das analises morfologicas estdo apresentados na Figura 4,
tendo havido diferenca estatistica significativa entre os protocolos hormonais

utilizados (P<0,05).

Alguns protocolos hormonais tém sido investigados quanto a morfologia
espermatica. Moraes et al. (2004) utilizaram extrato de hipofise de carpa, de
frango e de coelho na indugdo da espermiagdo de machos de curimba, em
aplicagdes unicas de 3,0; 5,0 e 7,0 mg de hipofise/kg de peso vivo de peixe,
respectivamente. Entres os tratamentos utilizados, os autores ndo verificaram
qualquer diferenga nos indices de espermatozodides normais (59,8%; 55,9% e

57,4%).

Neste estudo, os indices encontrados foram de 6,0%; 5,6%; 6,25% ¢
2,8% de espermatozodides com anormalidades, nos respectivos tratamentos A, B,
C e D, tendo, em média, sido encontrados 95% de espermatozdides sem

qualquer anormalidade. O tratamento em que utilizaram-se duas doses de 500

41



Ul/kg de gonadotropina coridnica eqiiina foi diferente, estatisticamente, dos
demais tratamentos, apresentando um menor niimero de espermatozoides com

anormalidades.
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FIGURA 4: Propor¢des de espermatozoides com anormalidades, para cada
tratamento hormonal testado. (A) 0,5 mg/kg EBHC e 5,0 mg/kg
EBHC; (B) 0,5 mg/kg EBHC e 5,0 mg/kg EBHC + 500 Ul/kg
eCG; (C) 0,5 mg/kg EBHC e 500 Ul’kg eCG ; (D) 500 Ul’kg eCG
e 500 Ul/kg eCG.

* diferente dos demais tratamentos, pelo teste qui-quadrado.

Nao ha trabalhos, na literatura, relacionando o percentual de
anormalidades espermaticas e o grau de comprometimento sobre a taxa de
fertilizagdo e eclodibilidade em peixes. Segundo Hafez (2004), um ejaculado
com 30% de patologias primarias ¢ considerado razoavel para a reprodugdo de
mamiferos domésticos. Nesse contexto, cabe discutir que a fertilizagdo da

curimba ¢ externa e a espécie possui uma concentragdo espermatica muito
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superior a de mamiferos, sugerindo que, entre os peixes, ha uma maior

tolerancia de patologias espermaticas, sobretudo se a reproducao for assistida.

Outros protocolos incluem a administracdo de gonadotropina coridnica
humana (hCG). Dessa maneira, o valor médio de espermatozdides com
anormalidades oscilou em torno de 9,54%, quando se utilizou uma dosagem de
5,0 Ul/g de hCG (Kavamoto et al., 1999). Este resultado é superior aos
encontrados no presente estudo, para o tratamento em que utilizaram-se duas
doses de 500 Ul/kg de eCG, tendo sido 2,8% de espermatozdides com

anormalidades.

O FSH em machos esta envolvido no inicio do crescimento testicular e
na manutencdo da espermatogénese. Assim como nas fémeas, os machos tem
seus niveis plasmaticos de LH aumentados nos estagios finais de maturagdo

gonadal, atingindo um pico antes da espermiagdo (Iseki & Negrao, 2003).

Os resultados deste trabalho demonstram que a atividade do LH foi
suficiente para a indug@o da espermiacdo em machos de curimba, mesmo com a
atividade bioldgica predominante ao FSH, da gonadotropina coriénica eqiiina. O
FSH atuou na formagdo dos espermatozodides, confirmando os resultados
encontrados quanto a morfologia espermatica, a qual alcangou indices

significativamente baixos de espermatozoides com anormalidades.

Geralmente, a rotina de avaliacdo espermadtica se restringe a analise do
volume e da motilidade espermatica. Dessa forma, a analise morfologica
espermatica € um parametro que pode auxiliar na caracterizacdo de sémen de
reprodutores, além de inferir sobre valores de taxa de fertilizacdo e
eclodibilidade, estando diretamente relacionado ao tipo, a dosagem e ao numero

de doses prévias de hormonio utilizado na indugéo.

A pesquisa de novos protocolos hormonais e a submissdo do protocolo

utilizado no presente trabalho a novos experimentos tornan-se fundamentais para
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a determinag@o da real influéncia sobre a fertilidade. A incorporacdo da analise
morfopatologica do sémen de peixes na rotina reprodutiva deve ser incentivada,
como € para mamiferos, pois ¢ uma ferramenta importante na solucdo de
problemas reprodutivos ou, mesmo, na caracterizacdo de protocolos

biotecnologicos adequados para a espécie com a qual se pretende trabalhar.
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CONCLUSOES

Nas condigdes em que este experimento foi realizado, pdde-se concluir

que:

1.

a gonadotropina corionica eqiiina ndo se mostrou eficiente, quando nao
combinada com o extrato bruto de hipofise de carpa na segunda aplicagdo

hormonal, na indug¢do da desova de curimba (Prochilodus lineatus);

a gonadotropina coridnica eqiiina (¢CG) pode substituir o extrato bruto de
hipéfise de carpa (EBHC) sem alterar as caracteristicas seminais da curimba

(Prochilodus lineatus);

0o ¢CG promove redugdo das alteragdes dos espermatozoides de curimba

(Prochilodus lineatus).
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TABELA 1A. Resumo da analise de variancia do peso da desova, em gramas e
do indice gonadossomatico (IGS) das fémeas de curimba
induzidas com diferentes tratamentos hormonais.

I Quadrado médio Quadrado médio
Fonte de variagao gl (peso da desova) (IGS)
Hormonios 1 434,6031 ns 6,7745 ns
Erro 26 4835,8 23,8579
CV (%) 31,78 36,95

P > 0,05 = NS — nao significativo

TABELA 2A. Resumo da analise de variancia do didmetro médio, cino horas e
oito horas apds a segunda aplicacdo hormonal das fémeas de
curimba induzidas com diferentes tratamentos hormonais.

Quadrado médio Quadrado médio

Fonte de variacao gl (cinco horas) el (oito horas)
Hormonios 2 0,0136 ns 2 0,0385 *
Erro 24 0,0384 29 0,0102
CV (%) 14,38 7,65

P> 0,05 = NS — nao significativo, * significativo.
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TABELA 3A. Resumo dos contrastes estudados para o posicionamento do
nucleo dos ovocitos, cinco horas apds a segunda aplicagdo
hormonal, das fémeas de curimba induzidas com diferentes

tratamentos hormonais.

Contrastes gl Chi-quadrado Pr> Chi-quad.
AvsB 1 0,01 0,9326
AvsC 1 31,99 <0,0001
BvsC 1 22,45 <0,0001

TABELA 4A. Resumo dos contrastes estudados para o posicionamento do
nucleo dos ovocitos, oito horas apds a segunda aplicacdo
hormonal, das fémeas de curimba induzidas com diferentes

tratamentos hormonais.

Contrastes gl Chi-quadrado Pr> Chi-quad.
AvsB 1 14,33 0,0002
AvsC 1 89,27 <0,0001
BvsC 1 30,05 <0,0001
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TABELA 5A. Analise de correlagdo entre peso, diametro médio dos ovocitos
cinco horas ap6s a segunda aplicacdo hormonal, peso da desova
e didmetro médio dos ovoécitos oito horas apos a segunda
aplicacdo hormonal, das fémeas de curimba induzidas com
diferentes tratamentos hormonais.

Coeficiente de correlagdo

Parametros (significancia) —
Peso Diametro antes  Peso desova Dlame.t ro
depois
Peso -0,12916 0,13836 -0,08842
1 (0,5208) (0,4826) (0,6303)
27 28 32
Diametro -0,12916 0,36321 0,23273
cinco horas (0,5208) 1 (0,0885) (0,2427)
27 23 27
Peso desova 0,13836 0,36321 0,09755
(0,4826) (0,0885) 1 (0,6214)
28 23 28
Diametro -0,08842 0,23273 0,09755
oito horas (0,6303) (0,2427) (0,6214) 1
32 27 28
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FIGURA 1B. Resumo da analise de variancia do volume e da concentragdo
espermatica do sémen dos machos induzidos com diferentes
tratamentos hormonais.

Quadrado médio

Fonte de variagao gl

Volume Concentragdo
Horménios 3 0,8478 ns 275,1236 ns
Erro 29 3,8672 198,2102
CV (%) 29,81 40,45

P> 0,05 = NS — ndo significativo

FIGURA 2B. Resumo da analise de varidncia da motilidade e da duragido da
motilidade espermatica do sémen dos machos induzidos com
diferentes tratamentos hormonais.

Quadrado médio

Fonte de variagao gl

Duracgao Motilidade
Hormonios 3 26,7569 ns 0,00074 ns
Erro 29 191,6291 0,00092
CV (%) 25,22 3,09

P> 0,05 = NS — ndo significativo
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FIGURA 3B.

Contrastes estudados para a propor¢do de espermatozoides com
anormalidades, do

sémen dos
diferentes tratamentos hormonais.

machos

induzidos com

Contrastes gl Chi-quadrado Pr> Chi-quad.
AvsB 1 0,09 0,7634
AvsC 1 0,04 0,8501
AvsD 1 9,15 0,0025
BvsC 1 0,15 0,7021
BvsD 1 5,58 0,0182
CvsD 1 6,36 0,0117

FIGURA 4B. Analise de correlagdo entre peso, motilidade e duragdo
espermatica, volume e concentracdo do sémen dos machos
induzidos com diferentes tratamentos hormonais.

Cocficiente de correlagéo

Parimetros (significancia)

Peso Motilidade  Duracdo  Volume Concentragdo

Peso 1 0,04179 -0,05902  0,21330 -0,06705

(0,8174) (0,7442)  (0,2333) (0,7108)
Motilidade 0,04179 1 0,02417  0,17152 0,20152
(0,8174) (0,8938)  (0,3399) (0,2608)
Duracao -0,05902 0,02417 | -0,14597 -0,19750
(0,7442) (0,8938) (0,4176) (0,2706)
Volume 0,21330 0,17152 -0,14597 1 0,01255
(0,2333) (0,3399) (0,4176) (0,9447)
Concentragao -0,06705 0,20152 -0,19750  0,01255 1
(0,7108) (0,2608) (0,2706)  (0,9447)
Pag.
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ANEXO C

FIGURA 1C. Nomes populares e cientificos de teledsteos citados neste
trabalho. Adaptado de BALDISSEROTTO (2002).................
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FIGURA 1C. Nomes populares e cientificos de teledsteos citados neste
trabalho. Adaptado de BALDISSEROTTO (2002).

Nome cientifico

Nome comum

nome comum(em inglés)

Acipenser ruthenus
Anguilla anguilla
Anguilla japonica
Bidyanus bidyanus

Brycon insignis
Brycon opalinus

Brycon orbignyanus

Brycon siebenthalae

Chondrostoma nasus

Cyprinus carpio
Epinephelus striatus
Heterobranchus bidorsalis
Heterobranchus longifilis
Leporinus macrocephalus
Leporinus obtusidens
Lutjanus campechanus
Micropogonias furnieri
Odontesthes bonariensis
Oncorhynchus mykiss
Pagrus major
Piaractus mesopotamicus

Prochilodus lineatus

Prochilodus scrofa
Pseudoplatystoma fasciatum
Scomber japonicus
Silurus asotus

Stizostedion vitreum
Takifugu ocellatus

esturjao
enguia europeia
enguia japonesa
perca
piabanha
pirapitinga-do-sul
piracanjuba
carpa comum
piavugu
piapara
corvina branca
peixe-rei
truta arco-iris
pacu
curimba, curimata
curimbata
cachara
cavala

baiacu

sterlet
european eel
japanese eel
silver perch

yamu
nase
common carp
nassau
african giant catfish
catfish, vundu

red snapper
white croaker
silverside, pejerrey
rainbow trout
red seabream

grumata
brazilian catfish
chub mackerel
catfish
walleyes
puffer
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