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RESUMO GERAL

Objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes indutores hormonais na
reprodugdo de lambari (Astyanax fasciatus) e a influéncia do tempo de indugdo
hormonal em fémeas e machos de curimba (Prochilodus lineatus), utilizando
gonadorelina e Extrato Bruto de Hipdfise de Carpa (EBHC). No experimento I
as fémeas de lambari foram expostas a fotoperiodo e temperatura controlados.
As dosagens hormonais constutiram os tratamentos: 6,0 mg/kg de EBHC; 0,25;
0,5; 0,75; 0,9 mL/kg de acetato de buserelina e 40; 60; 80; 100 ug/kg de
gonadorelina. As varidveis avaliadas foram niveis de Horménio Luteinizante
(LH) e estradiol, indice gonadossomatico (IGS), indice hepatossomatico (IHS),
numero total de ovocitos produzidos por peixe, numero de ovécitos em 0,1 g,
diametro dos ovocitos (um) e porcentagem de ovocitos com a vesicula
germinativa na posi¢do periférica (PPGV%). Foi utilizado um DIC sendo os
dados analisados pela ANOVA. Foi realizada uma andalise de variancia em
esquema hierarquico seguida de uma analise de regressdo. O nimero total de
ovocitos por fémea e o nimero de ovocito em 0,1 g apresentou diferenga
(P<0,05) entre os tratamentos. A andlise de regressao das doses, em relagdo a
PPGV% apresentou a dose ideal de gonadorelina de 57 pg/mL. O LH apresentou
diferenca (P<0,05) entre o controle negativo e os tratamentos. No experimento 11
16 casais de curimba foram induzidos com duas aplicagdes de EBHC ou
gonadorelina em intervalo de 12 horas, que foram realizadas as 12:00 (ML) ou
24:00 (MD). Nas fémeas o numero de ovocitos/grama, o didmetro (um) e a
PPGV% foram avaliadas. Nos machos foram avaliados, volume total do sémen
(mL), concentragdo, taxa e duragdo da motilidade espermatica ¢ morfologia. A
taxa de fertilizacdo e eclosdo também foi avaliada. Os dados foram analisados
utilizando o SAEG. Foi observada interagao (P< 0,05) do horménio e o periodo
de aplicagdo sobre a variavel de desova. Houve efeito (P <0,05) do hormodnio
sobre o peso da desova, odcitos por grama e as horas graus. Nos machos, a
utilizacdo de EBHC promoveu maior volume seminal. Na aplicagdo hormonal
realizada em MD, a utilizacdo de EBHC apresentou maior dura¢do da motilidade
espermatica. Somente os reprodutores que receberam a indu¢do hormonal com
EBHC apresentaram taxas de fertilizagdo e eclosdo. Conclui-se que na
reproducdo induzida do lambari, recomenda-se a utilizacdo do hormoénio
gonadorelina na dose de 57 pg/mL, e que a gonadorelina nas doses utilizadas
para curimba, ndo ¢ eficiente para a obtencdo de larvas viaveis,
independentemente do horario de aplicagdo. Nesta espécie, o EBHC pode ser
aplicado nos machos e nas fémeas em ML ou MD, sem alterar a qualidade dos
gametas.

Palavras-chave: Fémeas, Horario de aplicagdo, Macho, Reproducao induzida.



ABSTRACT

This work aimed at evaluating the effects of different hormonal
inductors on lambari (Astyanax fasciatus) reproduction and the influence of the
period of the hormonal induction in male and femal curimba (Prochilodus
lineatus), using gonadorelin and Crude Carp Pituitary Extract (CCPE). In
experiment I, the lambari females were exposed to controlled photo period and
temperature. The treatments were constituted of the hormonal dosages: 6.0
mg/kg of CCPE; 0.25, 0.5, 0.75 and 0.9 mL/kg of buserelin acetate; and 40, 60,
80 and 100 um/kg of gonadorelin. The evaluated variables were: levels of
Luteinizing Hormone (LH) and estradiol, gonadossomatic index (GSI), hepato
somatic index (HIS), total number of oocytes produced by fish, number of
oocytes in 0.1 g, oocyte diameter (um) and percentage of oocytes with germinal
vesicle in a peripheral position (GVPP%). A completely randomized design was
used, with data analyzed by ANOVA. A variance analysis was performed in a
hierarchic scheme followed by a regression analysis. The total number of
oocytes per female and the number of oocytes in 0.1 g presented difference (P <
0.05) between the treatments. The regression analysis of the dosages, in relation
to GVPP% presented an ideal dosage of gonadorelin of 57 pg/mL. The LH
presented difference between the negative control and the treatments. In
experiment II, sixteen curimba pares were induced with two applications of
CCPE or gonadorelin in an interval of 12 hours, which were at 12:00 (HL) or
24:00 (HD). For the females, the number of oocytes/g, the diameter (um) and
the GVPP% were evaluated. For the males, the total volume of semen (mL),
concentration, spermatic motility rate and duration morphology were evaluated.
The fertilization and hatching rates were also evaluated. The data were analyzed
using SAEG. An interaction (P < 0.05) of the hormone and the application
period was observed for the spawning variable. An effect of the hormone
occurred (P < 0.05) over the spawning weight, oocytes/g and hours degree. For
the males, the use of CCPE promoted larger semen volume. With the hormonal
application at HD, the use of CCPE presented larger spermatic motility duration.
Only the broadstock induced with CCPE presented fertilization and hatching
rates. It is concluded that in lambari induced reproduction, the use of a 57
pg/mL dose of gonadorelin hormone is recommended, and that gonadorelin in
the dosages used for curimba are not efficient in the obtaining viable larvae,
independently of the application period. For this species, the CCPE may be
applied to males and females, in HL or HD, without altering the quality of the
gametes.

Key-words: Females. Application period. Male. Induced reproduction.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A expansdo e o desenvolvimento tecnologico na piscicultura brasileira
tém favorecido o desenvolvimento econdémico do pais e contribuido para a
preservagdo e repovoamento de espécies nativas. O desaparecimento dos
estoques naturais de peixes nativos estd relacionado com os efeitos deletérios
causados pela construgdo de hidroelétricas, pela urbanizacao e agricultura.

A reproducdo segue padrdes ritmicos determinados, os ritmos
biolodgicos, que asseguram maxima eficiéncia de desenvolvimento das espécies.
A influéncia dos ritmos biologicos, circadianos, infradianos e ultradianos no
comportamento reprodutivo dos peixes é pouco conhecida, podendo alterar as
respostas reprodutivas, determinando um aumento do numero e qualidade de
alevinos nascidos e crescimento destes individuos. O conhecimento desta
influéncia poderia subsidiar respostas relacionadas a produgdo de peixes em
cativeiro tais como a determinacdo do estado de maturagdo no momento da
inducdo, a hora de aplicacdo do hormdnio, o intervalo entre as aplicagdes, o
periodo de laténcia, a variagdo estacional, as condigdes ambientais e as técnicas
de manipulacdo dos reprodutores, pois hoje ainda sdo detalhes pouco
determinados no processo de reprodugdo artificial de peixes nativos.

Neste aspecto, a utilizacdo de técnicas de reprodugdo artificial, que
consiste na inducdo hormonal da desova e da espermiacdo, permite que os
peixes completem seu ciclo reprodutivo no momento desejado e em condigdes
controladas em cativeiro. A utilizagdo do extrato bruto de hipofise de carpa
(EBHC) ¢ o método de indugdo artificial da reproducdo de espécies de carater
reofilico mais utilizado nas estacdes de piscicultura. Porém este ¢ proveniente de

espécies Cyprinus carpio, as quais geralmente sdo importadas, possuindo
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elevado custo, devido também a uma limitagdo imposta pelo Ministério da
Agricultura (artigo 4°), no estado de Minas Gerais, proibindo o ingresso de
qualquer produto, subprodutos, despojos de animais aquaticos, visceras,
alimento vivo ou qualquer outro material presumivel veiculador de agente
etiologico de doengas contagiosas.

Além disso, ha a impossibilidade da reutilizagdo do mesmo reprodutor
quando utilizamos o EBHC em um mesmo ciclo da piracema, diferente do que
ocorre com a utilizagdo de andlogos de GnRH onde, a ndo resposta do
reprodutor a indu¢do hormonal ndo inviabiliza outra aplicagdo hormonal na
mesma piracema, devido a utilizagdo de hormonio liberador de gonadotrofinas
que estimula o animal a produzir sua prépria gonadotrofina e caso isso ndo
ocorra as gbnadas continuaram com seus ovocitos em boas condigoes de
utilizagdo, fato que ndo ocorre quando aplicamos o hormoénio gonadotrofico
diretamente na corrente sanguinea.

No Brasil, a utilizagdo de hormdnios sintéticos ou purificados na
reproducgdo artificial de peixes ¢ inexpressiva em relacdo ao EBHC. Varios
protocolos hormonais utilizando hormoénios sintéticos ou agonistas de GnRH
tém sido desenvolvidos, porém para peixes nativos brasileiros a padronizagdo
das técnicas de indug@o da reproducdo ainda constitui um problema para os
pesquisadores.

Desta forma, € necessario o aprimoramento de reproducdo induzida,
utilizando hormdnios sintéticos como agonistas de GnRH (gonadorelina) e
GnRH sintético (acetato de buserelina) nas espécies nativas a fim de suprir as
necessidades que estes peixes exigem para obtengdo de maiores numeros de
larvas e alevinos de boa qualidade.

Diante disto, este trabalho teve como objetivos: avaliar os efeitos de
diferentes protocolos de indug¢do hormonal na reprodugdo induzida de lambari

previamente submetido a ambiente controlado e determinar os pardmetros
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reprodutivos de fémeas e machos de curimba (Prochilodus lineatus) induzidos
hormonalmente com gonadorelina e Extrato Bruto de Hipofise de Carpa em

diferentes momentos de aplicagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da reproducao na aquicultura

Devido a crescente demanda por alimento, fez-se necessario € mesmo
imperativo que se encontrasse alternativas para formas de cultivo de peixes que
complementassem a produc@o natural e que tivessem capacidade de saciar a
demanda mundial de pescado, buscando também a sustentabilidade econémica e
ambiental. Neste caso, foi necessario desenvolver tecnologia para producao em
grande escala de peixes cultivados em aguas interiores e no mar. Assim, hoje no
mundo todo, um grande nimero de espécies de agua doce e salgada € cultivado
em diferentes sistemas de produgdo e niveis tecnologicos (ANDRADE; YASUI,
2003).

Dentre os varios setores da produgdo animal brasileira, a piscicultura
vem destacando-se de forma bastante significativa, sendo o que mais cresce
atualmente, com indice entre 10 e 30% (OSTRENSKY; BOEGER, 1998), ¢ hoje
ja partimos para uma escala industrial de produ¢do de pescado cultivado. Esse
grande crescimento ¢ devido principalmente a aptiddo do pais para este tipo de
atividade, do clima adequado, da grande disponibilidade de agua e o grande
numero de espécies de peixes nativos potencialmente cultivaveis (GOMES et al.,
2000).

Como se sabe, o sucesso da piscicultura depende da capacidade da
perpetuacdo da espécie, onde sdo produzidas larvas a serem utilizadas na
criagdo, visando a terminagdo ou a manuteng@o do plantel de reprodutores. Desta
forma, a piscicultura, no nosso pais, somente teve possibilidade de se expandir
no momento em que as técnicas de reproducao natural e artificial de peixes em

cativeiro se consolidaram (SHEPHERD; BROMAGE, 1988).
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O Brasil despertou para o seu potencial em termos de produgdo aquicola
e atravessa um periodo de profissionalizagdo desta atividade voltada agora para
a industrializacdo. Este momento ressalta a importancia da organizacdo da
producdo em fungdo do volume necessario para comercializagdo e exportacao
em grande escala. Isto nos leva a necessidade de cada vez mais produzir alevinos
e aprimorar nossa tecnologia de reprodugdo natural e artificial de peixes
(ANDRADE; YASUI, 2003).

Muitas das técnicas reprodutivas ainda estdo sendo descobertas para
diversas espécies em cultivo no pais, fazendo com que os principais pacotes
tecnologicos voltados para a reproducdo de peixes ainda sejam aqueles
encontrados em espécies exoticas (ANDRADE; YASUI, 2003).

Todo o processo de indugdo hormonal comegou com Rodolpho Von
Thering, que iniciou os trabalhos de cultivo de peixes na regido nordeste em
1932. Havia o interesse de expandir a piscicultura, mas, a dificuldade de
obtencdo de alevinos era grande, haja vista a impossibilidade de reproducdo
natural das varias espécies de peixes em cativeiro (PILLAY, 1995).

Nos dias atuais, existem diversas alternativas para a indugao reprodutiva
em peixes, sendo que a maioria das técnicas atuam através da aplicacdo de
substancias que irdo desencadear estimulos na hipofise desses animais,
utilizando hormoénios naturais ou sintéticos, como ¢ o caso de analogos de
GnRH, inibidores de dopamina, domperidona, pimozida ¢ metoclopramida. A
inducdo pode ainda atuar em nivel gonadal, como ¢ o caso de gonadotropinas de
peixes, macerado de hipofises desidratadas e gonadotropina coridnica humana.

Todas essas técnicas sdo realizadas a fim de que seja possivel induzir a
ovulagdo e espermiacdo de algumas espécies de peixes com potencial para ser
utilizadas em pisciculturas (COWARD et al., 2002). As indu¢des quimicas,
podem ainda ser utilizadas para aumentar a producdo seminal, antecipar o

periodo reprodutivo, restringi-lo ou mesmo sincronizar a reprodugdo de um lote
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de matrizes, o que permite ao produtor obter alevinos em periodos onde a
lucratividade seja maior, ou que o cultivo seja finalizado em periodo onde a
comercializacdo seja beneficiada (VENTURIERI; BERNARDINO, 1999).

Alguns grupos de peixes reproduzem-se naturalmente em aguas Iénticas,
outros, que abrange a maioria das espécies nativas, como o pacu (Piaractus
mesopotamicus), tambaqui (Colossoma macropomum), curimba (Prochilodus
lineatus), dourado (Salminus brasiliensis), pintado (Pseudoplatystoma
corruscans), piavugu (Leporinus macrocephalus), piraputanga (Brycon
microleps) e piracanjuba (Brycon orbignianus), necessitam realizar migra¢des
rumo as cabeceiras dos rios para a reprodugdo, peixes estes de grande
importancia para a piscicultura (VENTURIERI; BERNARDINO, 1999).

Para estas espécies, que em cativeiro nao se reproduzem naturalmente,
necessita-se da reprodu¢do induzida a fim de que seja possivel a obtengdo de
larvas para posterior cultivo, da mesma forma, apesar do grupo de peixes que se
reproduzem em aguas lénticas dispensarem a inducdo hormonal para que ocorra
a desova, as técnicas de reproducdo artificial sdo utilizadas para sincronizar a
reprodugdo, ter maior controle sobre os reprodutores ¢ a desova, bem como
manipular o periodo reprodutivo, fatores estes muito importantes no cenario na
produgdo comercial (ANDRADE; YASUI, 2003).

Atualmente, a demanda por alevinos no cenario nacional estimulou o
desenvolvimento da aquicultura que por sua vez ao produzir uma maior oferta de
peixes estimulou o consumo e aumentou a demanda. Este desenvolvimento da
atividade aquicola trouxe consigo todo o acompanhamento representado pelos
insumos, equipamentos, e vias de comercializagdo gerando renda e produzindo
empregos (CAMARGO; POUEY, 2005).

Hoje o mercado se abre e forga a especializacdo, o profissionalismo e a
organizag¢do da atividade aquicola em sistemas de produgdo e comercializagdo

compativeis com as exigéncias do mercado interno e externo. Assim, justifica-se
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a reproducdo induzida, para a obtengdo de uma producdo em massa de larvas,
com alta taxa de sobrevivéncia para o abastecimento dos sistemas de criagao de

espécies reofilicas (QUEIROZ et al., 2000).

2.2 Espécies estudadas

Neste trabalho foram utilizadas duas espécies importantes da bacia do
Rio Grande, o lambari (Astyanax fasciatus) e o curimba (Prochilodus lineatus),

das quais suas principais caracteristicas seguem abaixo.

2.2.1 Lambari (Astyanax fasciatus)

O lambari, Astyanax fasciatus, pertence a familia Characidae, que
engloba a maior parte dos peixes de agua doce do Brasil e a subfamilia
Tetragonopterinae, que possui o maior nimero de espécies (OYAKAWA et al.,
2006), existindo no Brasil cerca de 34 espécies. Os mais importantes deste
género sdo os lambaris-de rabo-vermelho A. fasciatus e os lambaris do-rabo-
amarelo A. bimacultus (ARAUJO; SIMONI, 1997), conhecidos também por
tambiu, piabas no Nordeste e matupiris no Norte. Possuem distribui¢do desde o
sul dos Estados Unidos até a bacia do Prata, e apresentam uma importancia
relevante, dado o seu volume de captura e destaque na pesca esportiva
(BARBIERI; SANTOS; SANTOS, 1982).

O lambari do rabo vermelho Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) é uma
espécie exclusivamente de 4dgua doce, bentopelagica e de ampla distribuicdo
(LIMA et al., 2003), constituindo um importante item alimentar de espécies
piscivoras (CAMARA et al., 1991).

Pesquisas relacionadas a reproducdo e alimentacdo desta espécie,

mostraram que A. fasciatus tem desova parcelada e que sua maior atividade



16

reprodutiva ocorre entre os meses de setembro a abril (BARBIERI; HARTZ;
VERANI, 1996; GURGEL, 2004), apresentando comportamento alimentar
onivoro, com uma tendéncia insetivora (AGOSTINHO; HAHN; MARQUES,
2003; SILVEIRA-VILELLA; BECKER; HARTZ, 2002).

Entre as diversas espécies nativas com potencial para piscicultura, esta
possui um mercado especifico, porém com possibilidades de expansdo, se
destacando pela facil aceitacdo de alimentacdo artificial, além de apresentar alta
proliferacidade, ciclo curto de produgao, ser bem aceito como petisco e bastante
procurado como isca para a pesca esportiva (FAIRCHILD; HOWELL, 2001).
Em cultivo, ja possui algumas pesquisas sobre alguns aspectos de sua criago
(HAYASHI; BOSCOLO; SOARES, 1999; SOARES; DURIGON; BERSANO,
1999; VILELA; HAYASHI, 2001).

Atualmente, a técnica de reprodugdo induzida para a producdo de
alevinos de algumas espécies, importantes comercialmente, como carpa e tilapia
sdo totalmente dominadas e o numero de produtores ¢ elevado, sendo
comercializados por valores mais baixos, ja no caso dos lambaris e trairdes, em
que a demanda ainda ndo ¢ totalmente suprida pelos produtores de alevinos, os
valores de comercializagdo s3o mais elevados, justificando o estudo e
melhoramento das técnicas reprodutivas destas espécies.

O lambari também ¢é muito utilizado como um indicador ambiental
(LOPEZ; MIQUELARENA, 2005) devido a sua resisténcia a mudancgas bruscas,
com grande tolerdncia a solidos dissolvidos totais, temperatura e pH da agua
(MENNI; GOMEZ; LOPEZ-ARMENGOL, 1996). No Brasil, essa caracteristica
o levou a ser considerado como um bioindicador da contaminacdo da agua e,
devido a todos esses fatores, sdo de grande importincia em estudos em

laboratérios (SCHULZ; MARTINS JUNIOR, 2000).
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2.2.2 Curimba (Prochilodus lineatus)

O curimba Prochilodus lineatus (Valencienes, 1836), conhecido também
pelo nome de curimbatd, grumatd ou papa-terra, ¢ uma espécie de peixe de
desova total, fecundagdo externa e sem cuidado parental. Pertencente a ordem
characiformes sendo endémico das bacias formadas pelos rios Parana e Paraguai
(FREITAS; FREATO; SANTOS, 2002).

Trata-se de uma espécie de peixe de médio porte, atingindo até 70 cm,
possui corpo comprimido e alto, e a cabega 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 dsperas na borda exposta e a linha
lateral completa. Possuem um espinho curto e dirigido a frente, na origem da
nadadeira dorsal (COMPANHIA ENERGETICA DE MINAS GERAIS;
FUNDACAO CENTRO TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS - CEMIG;
CETEC, 2000).

E encontrado no leito dos rios durante a época seca, nos trechos de dguas
mais calmas e seu habito alimentar ¢ iliéfago, alimentando-se de detritos
organicos, fauna bentonica e ra¢des. Como é um peixe migrador, ndo se
reproduz em ambientes lénticos, a menos que induzido hormonalmente
(FREITAS; FREATO; SANTOS, 2002). Seu periodo reprodutivo inicia-se na
primavera e tem seu pico no verdo. E uma espécie com prolificidade, de 500.000
a 1.200.000 6vulos por desova (SANTOS, 1981).

Dentre diversas espécies nativas cultivadas no Brasil, o curimba
(Prochilodus lineatus) tem-se destacado por seu potencial para a piscicultura
sendo, atualmente, uma das mais produzidas (GALDIOLI et al., 2000). Os ovos,

larvas, alevinos e os adultos sdo importantes alimentos de muitas espécies de
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peixes predadores, sendo utilizados em sistemas de consorciagdo com outras
espécies (MURGAS et al., 2003), e em policultivos no sul do pais.

A espécie ¢ muito importante para a pesca comercial, artesanal ou de
subsisténcia, principalmente nas regides Norte, Nordeste ¢ Centro-Oeste, apesar
da carne apresentar sabor ndo muito delicado (REIS; KULLANDER; FERRARI
JUNIOR, 2003). Pode ser utilizado para a obtengdo de farinha de peixe, azeite
para cosméticos e para curtir couros.

De acordo com Brasil (2005), o cultivo de Prochilodus sp. atingiu 2.385
toneladas da produgdo brasileira da aquicultura 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 aquiculutra continental brasileira,
juntamente com a tilapia, carpa (Cyprinus crapio) e tambaqui (Colossoma

macropomum).

2.3 Mecanismos neuroendécrinos da reproducao de peixes

O controle dos processos reprodutivos na aquicultura comercial ¢
indispensavel para o sucesso da atividade. Em peixes teleosteos, o hipotalamo e
a hipdfise estio localizados na base do diencéfalo e sdo os principais centros que
coordenam os eventos fisioldgicos, particularmente neuroendocrinos (ISEKI;
NEGRAO, 2003).

O hipotalamo processa os estimulos externos, como fatores ambientais e
ferormdnios, e internos percebidos pelos peixes. Ele inicia a cascata hormonal e
fisiologica ligada a reprodugéo, por meio da estimulagdo da produgéo e liberacao

dos hormonios liberadores de gonadotropina (GnRH) e dopamina, que quando
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caem na corrente sanguinea atua diretamente na hipofise controlando a liberagdo
e sintese das gonadotrofinas. Estas sdo de grande importancia pratica na
reproducdo induzida em peixes desempenhando papel fundamental no
desenvolvimento gonadal (MYLONAS; FOSTIER; ZANUY, 2010).

O GnRH ¢é um decapeptideo e encontra-se presente em diversas espécies
de invertebrados, incluindo os peixes teledsteos, podendo existir diversas formas
de variantes moleculares (CAROLSFELD et al., 2000), sendo que as mais
encontradas nos peixes incluem o GnRH-II (galinha) e o s- GnRH (salméo)
(KLAUSEN et al., 2008). Varios estudos, tem demonstrado a presenca de pelo
menos 23 formas moleculares de GnRH identificadas em vérios vertebrados e
espécies protocordadas (MILLAR et al., 2004), sendo que a diferenca molecular
encontrada entre as formas ¢ de apenas um a trés aminoacidos (YAMAMOTO,
2003).

Essas diferentes formas apresentam diferentes potenciais de estimulagdo
da hipofise para a sintese e liberacdo do hormdnio foliculo estimulante (FSH ou
GtH-I) e do horménio luteinizante (LH ou GtH-II). Estudos comprovam que
diferentes formas moleculares de GnRH podem induzir a ativagdo de diferentes
sinalizagdes moleculares, e consequentemente, causar variagdo na resposta
celular estimulada (CAUNT et al., 2006; KLAUSEN et al., 2008).

Na maioria dos peixes teledsteos, a distribuigdo do GnRH nos
gonadotréfos da hipofise se da por inervagdo direta, o que permite o controle
neural das fungdes da hipofise (REDDING; PATINO, 1993). Mas em alguns
peixes essa ligagdo € uma excecdo, pois ocorre a presenca do sistema porta
hipotadlamo-hipofisario.

Dentre os diferentes estimuladores das gonadorelinas, as diferentes
formas do GnRH sdo consideradas como sendo os mais importantes. O controle
do desenvolvimento e maturacdo gonadal ¢ realizado pelo GtH que tem sua

sintese estimulada pelo GnRH (AMANO et al., 1994). Segundo Klausen et al.
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(2008), além da liberacdo das GtH’s I e II, as formas sGnRH e ¢cGnRH também
estimulam a sintese e liberagdo do horménio do crescimento (GH) e do
horménio estimulante da tireoide (TSH) pela pituitaria. A sincronia entre os
picos de GtH-II ¢ GH em periodos pré ovulatorios é frequente e regulada por um
mecanismo neuroendécrino multifatorial, em que o GnRH ¢ um dos fatores
influentes (PETER; YU, 1997).

O TSH tem fungdo de estimular a tiredide a produzir T3 e T4 que leva a
liberacdo de IGF-I potencializando o efeito das gonadotrofinas no inicio do
desenvolvimento ovariano. Da mesma forma, o GH estimula a liberagdo de
esteroides nos testiculos e nos ovarios, mas tem uma poténcia menor que as GtH
I e II, além de promover o estimulo direto da producao de IGF I e II pelo figado
(BALDISSEROTTO, 2009).

As gonadotrofinas GtH-I e GtH-II sdo hormoénios glicoproteicos que
estdo diretamente envolvidos no processo de producdo de gametas pelas
gbonadas. A sintese e a liberagdo de gonadotrofinas pela hipéfise é estimulada
pelo GnRH e inibida pela dopamina. As gonadotrofinas hipofisarias sao
transportadas via plasma sanguineo até as gonadas, onde irdo estimular a
gametogénese (producdo de espermatozoides e ovocitos) e a esteroidogénese
(esteroides sexuais) pelo testiculo e ovario. Esteroides sexuais e outros fatores
gonadais exercem um controle de resposta positivo e negativo no hipotalamo,
hipofise, e na propria gonada (SALLUM, 2002).

Segundo Mylonas et al. (1996), o GtH-I est4 envolvido nas fases iniciais
da gametogénese (vitelogénese e espermatogénese), e¢ o GtH-II na
espermiogénese, espermiacdo € na maturacdo final dos ovocitos promovendo a
competéncia maturacional do ovécito, deixando-o sensivel a progesterona. Sob a
acdo das diferentes gonadotrofinas, as goénadas produzem os chamados

esteroides sexuais. Esses hormonios podem estar ligados a outras substancias e
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permanecerem inativos, mas prontos para serem ativados ou funcionarem como
ferormonios antes e durante a desova (GINNEKEN; MAES, 2005).

Nos machos os processos de espermatogénese ¢ formagdo do sémen
parecem estar sob o controle da testosterona e da 11-cetotestosterona. A 11-
cetotestosterona estimula as células de Sertoli a produzirem activina, ao qual
juntamente com este horménio estimulam a proliferagdo das espermatogdnias.
No fim da espermatogénese hd uma diminuicdo dos niveis de GtH-I e 11-
cetotestosterona e um aumento do GtH-II e hidroxiprogesterona que ¢é essencial

para maturag@o do esperma e espermiacdo (MIURA; MIURA, 2003) (Figura 1).
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Figura 1 Maturag@o do ovocito no ovario de peixe e seu controle hormonal
Fonte: Pereira (2006).
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Nas fémeas o GtH-II estimula o crescimento ovocitario e vitelogénese,
aumentando a liberacdo ovariana de estradiol, o qual estimula a produgdo
hepatica de vitelogenina. O GtH-II é importante para a maturacdo do ovdcito,
pois estimula a produgdo de progesterona a qual induz a migra¢ao ¢ quebra da
vesicula germinal. A progesterona também estimula a ovulacdo, que € a liber¢ao
do ovocito de dentro do foliculo ovariano, diretamente em algumas espécies e,
em outras, estimula a liberagdo de prostaglandina F pelos ovarios e esta
substancia promove a desova, que € a liberagdo do ovocito para o meio externo

(BALDISSEROTTO, 2009) (Figura 2).
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Figura2 Maturagdo do ovdcito no ovario de peixe e seu controle hormonal

Fonte: Pereira (20006).
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2.4 Inducdo hormonal em peixes nativos

Existem dois grupos de espécies de peixes quando se estuda o
comportamento reprodutivo, sendo que, a maioria das espécies nativas
brasileiras esta incluida nas espécies chamadas reofilicas ou migradoras, que
para se reproduzirem necessitam se deslocar por grandes distancias em direcao
as cabeceiras dos rios, afetando toda sua fisiologia, o que ird desencadear
processos essenciais para o preparo da reprodugdo. Em um segundo grupo
encontra-se os chamados nao-migradores, que se reproduzem naturalmente em
aguas 1énticas (VENTURIERI; BERNARDINO, 1999).

Nos viveiros de piscicultura, a privagdo desse comportamento
migratorio, no grupo de espécies reofilicas, impede que esses peixes atinjam o
preparo fisiologico para a reproducdo. Com isso, se faz necessario a inducao
hormonal nestes animais (MURGAS et al., 2003). Porém, no grupo de peixes
que se reproduzem em aguas lénticas, apesar destes dispensarem a indugdo
hormonal para que ocorra a desova, as técnicas de reproducdo artificial sdo
utilizadas para sincronizar a reproducdo, obtendo maior controle sobre os
reprodutores ¢ a desova, sendo possivel desta forma manipular o periodo
reprodutivo em cativeiro (ANDRADE; YASUI, 2003).

Desta forma, atualmente em cativeiro faz-se necessario algum tipo de
inducdo hormonal para controlar ou estimular a reprodugdo de diversas espécies.
Apesar de diferentes técnicas de manipulacdo hormonal ser empregadas
atualmente com sucesso, alguns problemas tém sido evidenciados como o fato
de o animal estar em estidgio de desenvolvimento gonadal avangado e as
multiplas aplicagdes necessarias para atingir o sucesso na reproducido (ZOAR;
MYLONAS, 2001).

Técnicas de indug¢do hormonal utilizando hormonios sintéticos tém

como objetivo manipular a espermiagdo ¢ maturagdo oocitaria minimizando o
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manejo e o estresse do animal, diminuindo o tempo de maturagdo e ovulagdo, e
consequentemente as perdas devido a mortalidade pré-ovulacdo (ZOHAR;
MYLONAS, 2001).

Mas apesar de necessaria esta técnica pode apresentar, em algumas
espécies de peixes, problemas que levam a disfungdes do processo reprodutivo
como, reduzida capacidade de realizar a espermatogénese e espermiacdo dos
machos, auséncia de vitelogénese e maturagdo final dos ovécitos em fémeas,
podendo levar a uma queda na produgdo de sémen e ovocitos além da baixa

qualidade desses gametas (ZOHAR; MYLONAS, 2001).

2.4.1 Extrato Bruto de Hipo6fise de Carpa

Por muito tempo a técnica mais comumente usada para a propagagio
artificial de peixes foi a hipofisagdo (WOYNAROVICH, 1989), sendo este o
método de inducdo artificial da reproducgdo de espécies de carater reofilico mais
estudado e utilizado nas estag¢des de piscicultura, inclusive entre os piscicultores
(SALLUM, 2002). Porém, com a introducdo de novas leis, no estado de Minas
Gerais, através da limitagdo imposta pelo Ministério da Agricultura (artigo 4° e
5°), proibindo o ingresso de qualquer produto, subprodutos, despojos de animais
aquaticos, visceras, alimento vivo ou qualquer outro material presumivel
veiculador de agente etioldégico de doencas contagiosas, restringindo assim a
utilizacdo do EBHC apenas a estudos cientificos, sendo necessaria a utilizacao
de novos hormonios nos protocolos utilizados.

O uso de EBHC apresenta vantagens e desvantagens, segundo
Donaldson e Hunter (1983) e Streit Junior et al. (2003), o método de hipofisagio
¢ simples, requer pouco material hipofisario para manipulag@o, ndo é necessario
resfriar o material preparado, além do céalculo da dosagem ser baseado em uma

relagdo entre o peso corporal do receptor do extrato de hipofise e do hormonio
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utilizado. Os mesmos autores ainda mencionaram que a presenga de outros
hormdnios no extrato de hip6fise pode ter um efeito sinérgico na inducéo.
Porém, esses autores citaram que o método de hipofisagdo possui
algumas desvantagens como, duas hipdfises de mesmo peso podem ter
quantidades diferentes de hormoénios, a matriz receptora pode desenvolver
reacdo imune a gonadotrofina da espécie doadora e hd a possibilidade de

hipofises frescas transmitirem doengas para as espécies receptoras.

2.4.2 Gonadorelinas: GnRH nativos e analogos

Inicialmente os estudos das gonadotrofinas foram bem intensos,
contudo, nas ultimas décadas, diversos pesquisadores concentraram os estudos
na utilizagdo do GnRH, pois ele é responsavel pela estimulagdo da liberacdao do
FSH e LH pela hipofise dos animais. Estes hormonios sdo responsaveis pela
inducdo da maturacdo dos gametas, da ovulacdo e da espermiacdo em peixes
(HARVEY; CAROLSFELD, 1993). Atualmente tem se utilizado GnRH-a
(analogo do GnRH), mGnRH-a (analogo do GnRH de mamifero) e sGnRH-a
(analogo do GnRH de salmao), sendo estes hormonios sintéticos (CHANG et al.,
2009).

O GnRH, sdo pequenos decapeptideos, que atua no inicio da cadeia
hormonal e estimula o peixe a sintetizar a sua propria gonadotrofina,
eliminando assim os problemas relacionados a utilizagdo de gonadotrofina
de outras espécies. Também sdo capazes de atuar em uma molécula que ndo é
espécie-especifica, sendo suas estruturas simples e facilmente fabricadas,
apresentando grande estabilidade estrutural, sendo muito efetivas utilizando
pequenas dosagens de aplicagdo, sendo seu uso economicamente vantajoso

(HARVEY; CAROLSFELD, 1993).
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Foi observado também, que este hormonio por atuar em altos niveis do
eixo hipotalamo-hipdfise-gonadas, proporciona uma estimulagdo mais
balanceada dos eventos reprodutivos e possivelmente uma maior integragdo com
outras fungdes fisioldgicas, que direta ou indiretamente afetam os processos
endocrinos da reproducao quando comparado ao EBHC. Além disso, os GnRHa
por serem sintéticos, aparentemente sdo incapazes de desencadear resposta
imune e transmissdo de doengas aos reprodutores, perigo este sempre associado
ao uso do EBHC (ZOHAR; MYLONAS, 2001).

Para indugdo hormonal podem ser utilizadas as formas sintéticas ou
nativas de GnRH. As formas sintéticas sdo desenvolvidas a fim de melhorar a
sua resisténcia na circulagdo sanguinea contra a degradacdo enzimdtica e
aumentar o tempo na corrente sanguinea em comparagdo com as formas nativas
(ZOAR; MYLONAS, 2001). Sendo que a forma sintética GnRHa leva em torno
de vinte e trés minutos para ser degradada, enquanto que a forma nativa sGnRH
se degrada em torno de cinco minutos.

Segundo Tan-Fermin et al. (1997), esse tempo reduzido de resisténcia do
GnRH na corrente sanguinea pode certamente justificar falhas na indugdo
hormonal em protocolos que utilizam apenas uma aplicacdo, o que
possivelmente ndo induz ao aumento dos niveis de LH. Além disso, a maturago
final dos ovocitos ndo ¢ alcancada imediatamente apos a aplicagdo do GnRH,
pois € necessario que altos niveis, deste hormonio, sejam mantidos neste periodo
para garantir a liberagdo adequada das gonadotrofinas, sendo este fator
dependente da espécie e do estagio gonadal a qual esta se encontra, apresentando
melhores resultados dentro do periodo reprodutivo (MYLONAS; ZOAR, 2001).

A explicag@o para a impossibilidade de induzir a maturagdo final e
desova em vérias espécies, com GnRH-a de mamifero ou de salmio, pode
estar relacionada com os tipos de GnRH presentes nas espécies desse género

(ZANIBONI FILHO; WEINGARTNER, 2007). Nesse sentido, diversos
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experimentos tém focado o emprego de multiplas aplicagdes hormonais. A
comparagdo dos resultados obtidos com a utilizagdo do [D-Ala6, Pro9 NEt]
LHRH e com o extrato de hipdfise, na indugdo da carpa capim
(Ctenopharingodon  idella), relevou que a taxa de mortalidade dos
reprodutores ¢ menor quando se utiliza o analogo (DONALDSON; HUNTER,
1983) e, com Piaractus mesopotamicus, foi verificada a produgdo qualitativa e
quantitativamente semelhante dos gametas, porém, com o custo 4,5 vezes menor
quando o analogo foi utilizado (ZANIBONI FILHO, 1995).

Analogos do hormoénio liberador de Luteinizantes des Gly10 (D-Ala6)
etilamida de LHRH (LHRHa) tem sido utilizado com sucesso para induzir a
maturagdo final e sincronizar a ovulacdo de muitas espécies cultivadas
comercialmente (DONALDSON; HUNTER, 1983; MYLONAS; FOSTIER,;
ZANUY, 2010; PARK et al.,, 1997;. No inicio dos estudos com analogos
sintéticos de GnRH, as doses eficazes utilizadas para induzir a ovulagdo em
peixes variou de 1 a 15 mg / kg de peso corporal (DONALDSON; HUNTER,
1983; ZOHAR; MYLONAS, 2001). Na maioria dos relatos cientificos sobre a
reproducgdo de peixes publicados na década de 1980, as doses de analogos do
GnRH variou de 50 a 100 pg / kg de peso corporal. Atualmente, recomendam-se
doses variando entre 10 e 50 pg / kg de peso corporal, dependendo das espécies
de peixes, do andlogo ¢ do modo de administracio (ZOHAR et al., 2010;
ZOHAR; MYLONAS, 2001). No entanto, injecdo de GnRHa nem sempre
resulta em ovulagdo de 100% (ZOHAR et al., 1995).

Atualmente, manipulacdes hormonais da reproducdo utilizando um
antagonista de andlogo de GnRH combinado com tratamento antidopaminérgico
sdo utilizadas principalmente em ciprinideos (MIKOLAJCZYK et al., 2002,
2004; YARON, 1995), bagres (SILVERSTEIN et al., 1999) e tainha (AIZEN et
al., 2005; ARABACI; DILER; SARI, 2004).
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2.4.3 Anéalogos do GnRH [D-Ser®, Pro® Net] LHRH (acetato de buserelina) e
gonadorelina (aGnRH)

O analogo do GnRH (acetato de buserelina), vem sendo testado para a
inducdo hormonal em peixes e trata-se de um nonapeptideo, porém apresenta a
serina inserida na posicdo dextro em substituicdo ao sexto peptideo. Este
hormonio foi utilizado com sucesso na inducdo a maturacdo final ¢ desova de
peixes migradores brasileiros (MENDEZ; RODRIGUEZ, 1989), h4 necessidade
de mais trabalhos para definigdo da dose ideal a ser utilizada em cada espécie. A
resposta a este hormdnio pode variar de 1 a 4 dias e, geralmente, duas doses
menores sdo melhores do que a soma das duas em uma unica aplicagdo
(BALDISSEROTTO, 2009). Segundo este mesmo autor a resposta ao GnRH ou
seus analogos varia conforme a temperatura da 4gua em que os reprodutores sdo
mantidos, pois em temperaturas baixas aumenta-se o periodo de liberacdo dos
gametas comprometendo assim a qualidade da desova.

A gonadorelina (aGnRH) ¢ um horménio que tem sido utilizado na
indug@o hormonal em peixes. Em um trabalho pioneiro com esta substancia para
peixes realizado com Astyanax bimaculatus, Felizardo et al. (2012), observou
que para esta espécie a gonodorrelina foi eficiente para induzir a desova em

fémeas.

2.5 Fatores que influenciam a reproducdo: ritmo biol6gico e temperatura

Os movimentos de rotagdo e translagdo da terra fazem com que os
organismos que nela habitam sejam submetidos a mudancas ciclicas dos fatores
ambientais. Todas as formas de vida respondem aos ciclos do sol, da lua ou
circalunares, das marés, ou circamarés e das estagcOes circanuais ou sazonais,

sendo denominados de relogio bioldgico ou ritmo circadiano. Os animais sdo



29

governados com um ciclo que € correspondente ao tempo de uma rotacdo
terrestre. Cada ciclo de 24 horas influencia uma fungdo do organismo:
temperatura, niveis hormonais, ritmo cardiaco, pressdo arterial e até mesmo
sensibilidade a dor (DOUGLAS, 2006).

Através da observagdo desses fatores bioldgicos que aconteciam de
forma constante e ciclica, surgiu uma ciéncia denominada cronobiologia, que
estuda os ritmos circadianos, infradianos e ultradianos e os fendmenos fisicos e
bioquimicos periddicos que ocorrem nos seres vivos (OLIVEIRA et al., 2009).

Um dos mecanismos que permite a sincronizagdo do ambiente com o
metabolismo corporal s8o os relogios bioldgicos, um mecanismo intracelular
organizado que prepara os organismos de acordo com eventos/estimulos
ambientais no intuito de manter a homeostasia corporal (TOSINI et al., 2008).
Apesar disso, vale ressaltar, que nem sempre os relogios bioldgicos estdo em
sincronia com os ciclos ambientais.

O ritmo circadiano designa-se pelo periodo de aproximadamente um dia
(24 horas) sobre o qual se baseia todo o ciclo biologico do individuo
influenciado pela luz solar, influenciando os ritmos fisioldgicos, que atuam
sobre processos como a digestdo, o estado de vigilia, crescimento e renovagao
das células. O ritmo ultradiano inclui variagdes ocorridas em curtos periodos de
tempo, por exemplo a frequéncia cardiaca. O ritmo infradiano caracteriza as
variagdes que correm num periodo superior a vinte e oito horas (OLIVEIRA et
al., 2009).

Todos esses fendmenos bioldgicos sdo processados e monitorados por
um componente chave do sistema circadiano dos vertebrados que € o orgdo da
Este ¢ responsavel pela transdugdo de sinais ambientais (como luz e escuro) num
sinal hormonal, a melatonina, que € produzido em quantidades elevadas durante
a noite e imediatamente secretada para o corrente sanguinea (FALCON et al.,

2007). Nos mamiferos, este 6rgdo perdeu a sua capacidade fotossensivel e o
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ritmo circadiano ¢ controlado por uma area do cérebro que se encontra
localizada no hipotalamo, denominado nucleo supraquiasmatico (SCN). Nos
peixes, o relogio circadiano parece estar localizado no 6rgéo pineal, uma vez que
este tecido mantém a sua capacidade fotossensivel e apresenta uma oscilagdo
auto-sustentavel (EKSTROM; MEISSL, 1997; IIGO et al., 1994).

Essas variacdes periddicas externas que sdo utilizadas pelos animais
para ajustar seu reldgio interno e seus ritmos biolodgicos sdo denominadas
sincronizadoras ("zeitgebers"), que podem ser classificados em dois tipos:
fatores abidticos e biodticos. Entre os fatores abidticos, a luz e os ciclos de
temperatura sdo os principais sincronizadores do ritmo diario de comportamento
e de expressdo de genes relogio e tem um papel crucial nos ritmos estacionais,
como a reproducdo de peixes (BROMAGE; PORTER; RANDALL, 2001).

Quando se trabalha com indugdo reprodutiva em peixes um fator
importante a ser observado € o horario da aplicacdo hormonal, pois em peixes
teledsteos a ovulagdo e a desova tendem a ocorrer em determinadas horas do dia,
por causa da influéncia fotoperiddica (SHERWOOD, 1983). Assim, pode-se
considerar o horario da aplicagdo hormonal, um dos mais importantes no
controle da reprodugdo induzida. Sendo necessarios estudos, pois os picos de
gonadatropina maturacional plasmatica (GtHm) entre espécies de peixes variam
de acordo com a hora do dia (ZANUY; CARRILLO, 1987).

Dentro desses fatores abidticos que controlam o reldgio biologico dos
seres vivos podemos destacar a temperatura. Como ectotérmicos os peixes sao
geralmente mais ativos quando as temperaturas sdo mais altas e se encontram
dentro dos limites de tolerancia da espécie (LUCAS; BARAS, 2001). Este fator
pode modular a agdo de hormdnios em todos os niveis de controle reprodutivo,
especialmente na ovulacdo e desova.

Algumas espécies de peixes de clima temperado e com alto valor

econdmico foram, desde a década de 70, testadas nas mais diversas condigoes de
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temperatura com o intuito de se estabelecer condicdes ambientais apropriadas
para a manutengdo dos reprodutores adultos. Estes estudos consistiam
basicamente na manutengdo dos animais e verificacdes quantitativas e
qualitativas do sucesso da gametogénese (taxa de crescimento ovariano e perfil
hormonal) e ovulacdo (nimero de ovos, taxa de fertilizacdo), processos
intimamente relacionados ao sucesso reprodutivo de uma espécie (RIBEIRO;
MOREIRA, 2012).

Sabe-se que a eficiéncia da indugdo hormonal pode depender em grande
parte da temperatura da agua. Dentro do intervalo de temperaturas fisiologicas,
que sdo temperaturas ideias para os processos bioldgicos, temperaturas mais
elevadas geralmente aceleram a reproducdo sem qualquer efeito adverso. Fora
deste intervalo, a alta temperatura é desfavoravel e pode afetar o sucesso de
desova e a qualidade da progénie (MYLONAS; FOSTIER; ZANUY, 2010).

Assim, alguns estudos foram realizados em relacdo a temperatura da
agua e suas influéncias sobre a reproducao afim de proporcionar informagdes da
criagdo de espécies em cativeiro. Na maioria das espécies, a temperatura é o
fator determinante sobre a reprodugdo, exercendo seus efeitos através de uma
acdo direta na gametogénese, na secrecdo de gonadotrofinas, na eliminacdo
metabodlica de horménios, na resposta a agdo de estrogenos sobre a producdo de
vitelogenina pelo figado e na resposta das gonadas a estimulagdo hormonal
(BALDISSEROTTO, 2009).

Em um estudo realizado com truta arco-iris, foi observado que a alta
temperatura pode atrasar a resposta ovariana para GTH, modificando seu padrao
esteroidogénico (PANKHURST; THOMAS, 1998). E também conhecido que a
temperatura pode modular a conjugago de esterdides e, assim, ativar a sua livre
concentragdo. Em espécies de aguas mais quentes, como o robalo preto
(Centropristes striata), a baixa temperatura pode atrasar esta resposta (CERDA;
FERNANDEZ; VARGAS, 1996), ¢ em carpa comum (Cyprinus carpio) o
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intervalo entre administragdo hormonal e a desova foi negativamente
correlacionada com a temperatura da agua dentro do intervalo de 20 — 26 °C
(DRORI et al., 1994).
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3 CONCLUSAO

Pode-se concluir que devido a todos estes fatores, deve-se levar em
conta as caracteristicas de cada espécie, sendo possivel simular de forma muito
préxima as condicdes naturais dentro de cativeiro. Sendo possivel até reproduzir
espécies fora da época de piracema, desde de que se realize de forma correta as

técnicas de indugdo hormonal, que visa aperfei¢oar os trabalhos em reproducao.
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1 - Resumo

Com este trabalho objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes
protocolos de indu¢@o hormonal sobre os pardmetros reprodutivos de lambari
(Astyanax fasciatus) previamente submetidos a ambiente controlado. O
experimento foi realizado no laboratorio de Fisiologia Animal da Universidade
Federal de Lavras. Nos meses de junho e julho de 2011, fémeas de lambari
(n=97) foram expostas a um fotoperiodo de 12:12 luz:escuro e temperatura de
27+1°C por 45 dias. No experimento realizou-se um delineamento inteiramente
casualizado com 10 tratamentos, onde os tratamentos consistiam na aplica¢do de
diferentes hormonios, sendo eles: controle negativo (sem aplicacdo hormonal);
6,0 mg/kg de extrato bruto de hipdfise de carpa (controle positivo); 0,25; 0,5;
0,75; 0,9 mL/kg de acetato de buserelina e 40; 60; 80; 100 pg/kg de
gonadorelina. Ap6s 12 horas da aplicacdo hormonal, foi realizada coleta de
sangue de todos os animais para mensura¢ao do Hormoénio Luteinizante - LH e
estradiol. Em seguida os peixes foram eutanaziados e determinados o indice
gonadossomatico (IGS), indice hepatossomatico (IHS), o numero total de
ovocitos produzidos por peixe, numero de ovocitos em 0,1 g, o didmetro dos
ovocitos (um) e a porcentagem de ovocitos com a posicdo da vesicula
germinativa periférica. Os dados foram analisados por ANOVA simples, € em
caso significativo as médias foram submetidas aos testes de contraste ortogonal
de Dunnet entre os controles e os demais tratamentos. Foi realizada também uma
analise de varidncia em esquema hierarquico (dose aninhada dentro de
hormdnio) seguido de uma analise de regress@o. Os resultados ndo apresentaram
diferenga (P>0,05) entre os tratamentos com relagdo ao IGS, IHS e didmetro de
ovocitos. O niimero total de ovocitos por fémea e nimero de ovdcito em 0,1 g
apresentou diferenca (P<0,05) entre os tratamentos. A regressao das doses, tendo
em vista a posicao periférica da vesicula germinativa apresentou a dose ideal de
gonadorelina de 57 pg/mL. Na analise hormonal somente LH apresentou
diferenca (P<0,05) entre o controle negativo e os tratamentos. Pode-se concluir
que na reproducgdo induzida desta espécie, a utilizacdo da dose de 57 pg/mL de
gonadorelina foi a que promoveu maior migracdo da vesicula germinativa dos
ovocitos para a posicao periférica.

Palavras-chave: Acetato de buserelina. Fémeas. Gonadorelina. Ovocitos.
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2 - Abstract

This study’s objective was to evaluate the effects of different hormonal
inducing protocols on the reproductive parameters of lambari (Astyanax
fasciatus) previously submitted to a controlled environment. The experiment
was carried out in the Anima Physiology laboratory of Universidade Federal de
Lavras. In the months of June and July of 2011, lambari females (n=97) were
exposed to a photoperiod of 12:12 light/dark and temperature of 27 + 1°C for 45
days. A completely randomized design was used with 10 treatments, which
consisted in the application of different hormones, being: negative control
(without the application of hormones); 6.0 mg/kg of crude carp pituitary extract
(positive control); 0.25; 0.5; 0.75; 0.9 mL/kg of buserelin acetate and 40; 60; 80;
100 pg/kg of gonadorelin. Twelve hours after hormonal application, blood was
collected from all animals for the measurement of Luteinizing Hormone (LH)
and estradiol. Subsequently, the fish were euthanized and the gonadosomatic
index (GSI), the hepatiosomatic index (HIS), the total number of oocytes
produced per fish, the number of oocytes in 0.1 g, the diameter of the oocytes
and the percentage of oocytes in the peripheral germinal vesicle were
determined. The data were analyzed by simple ANOVA, and in the case of a
significant result, the means were submitted to Dunnet’s orthogonal contrast test
between the controls and the other treatments. A variance analysis hierarchic
scheme was also performed (dosage nested inside the hormone) followed by
regression analysis. The results did not present significant difference (P > 0.05)
between the treatments in regard to GSI, HIS and the diameter of the oocytes.
The total number of oocytes per female and the number of oocytes in 0.1 g
presented a significant difference (P < 0.05) between treatments. The regression
of the dosages, considering the peripheral position of the germinal vesicle,
presented the ideal dosage of gonadorelin of 57 pg/mL. In the hormonal
analysis, only the LH presented significant difference (P < 0.05) between the
controls and the other treatments. It may be concluded that for induced
reproduction in this species, the use of 57 pg/mL of gonadorelin was that which
promoted a larger migration of the germinal vesicle of the oocytes to the
peripheral position.

Key-words: Buserelin acetate. Females. Gonadorelin. Oocytes.
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3 Introducao

A utilizagdo de técnicas de reproducdo artificial, que consistem na
inducdo hormonal da desova e da espermiacdo, permite que o0s peixes
completem seu ciclo reprodutivo no momento desejado e em condi¢des
controladas de cativeiro (Cabrita et al., 2003). O Extrato bruto de hipofise de
carpa (EBHC) tem sido o horménio mais utilizado na inducdo artificial da
reproducdo de espécies reofilicas na piscicultura comercial (Zaniboni filho &
Weingartner, 2007).

Porém, no estado de Minas Gerais, existe uma limitacdo através da
instru¢do normativa imposta pelo Ministério da Agricultura (artigo 4° e 5°),
proibindo o ingresso de qualquer produto, subprodutos, despojos de animais
aquaticos, visceras, alimento vivo ou qualquer outro material presumivel
veiculador de agente etioldégico de doencas contagiosas, restringindo assim a
utilizagdo do EBHC apenas a estudos cientificos. Além disso, este extrato
apresenta alto custo, dificuldade na obtencdo de glandulas em quantidade e
qualidade satisfatéria durante todo o ano, ndo havendo padronizagdo do
conteudo de gonadotropina das hipofises, uma vez que se trabalha com niimeros
ou peso das hipofises e ndo sua atividade hormonal (Crepaldi et al., 2006).

Uma das alternativas encontradas ¢ a utilizagdo de hormonios sintéticos
como agonistas de GnRH e GnRH sintético (Murgas et al., 2007). Varios
protocolos hormonais utilizando hormonios sintéticos ou agonistas de GnRH
tém sido desenvolvidos, assim como dispositivos de liberagdo hormonal
continuos para mimetizagdo da libera¢do destes hormdnios durante o processo
reprodutivo (Zohar & Mylonas, 2007).

A buserelina ([D-Ser(tBu)6,Pro9-NEt]-GnRHa), ¢ um destes GnRH
analogos ja utilizado na reprodugdo de espécies como pacu, Piaractus

mesopotamius (Carolsfeld et al., 1988), truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss
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(Arabaci et al., 2004), curimba, Prochilodus lineatus e piracanjuba, Brycon
orbignyanus (Paulino et al., 2011).

A gonadorelina (GnRHa) ¢ outro horménio sintético que tem sido
utilizado na indugdo da reproducdo de peixes (Muniz et al., 2008). Em um
trabalho com este horménio realizado com Astyanax bimaculatus, Felizardo et
al. (2012) observaram que a gonodorrelina foi eficiente para induzir a desova em
fémeas desta espécie.

O lambari do rabo vermelho, Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) pode ser
utilizado como modelo para outras espécies, devido ao seu pequeno tamanho e
facilidade de manipulag¢do em laboratorio (Lima et al., 2000). Apesar de ser um
peixe de desova parcelada, sua reproducdo ocorre na época das cheias sob
condi¢cdes ideais de fotoperiodo e temperatura, o qual realiza curtas migracdes
ascendentes, proporcionando o estimulo necessario para reproducdo (Garutti e
Britski, 2000). Diante disto, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
de diferentes protocolos de indugao hormonal sobre os parametros reprodutivos
de fémeas de lambari (Astyanax fasciatus) previamente submetidos a ambiente

controlado.

4 Material de métodos
Local e época de realizagédo do estudo
O experimento foi realizado no laboratério de Fisiologia Animal no
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), nos meses de junho e julho de 2011. Foram utilizadas 97 fémeas de
lambari, com peso e comprimento total médio e 16,16 + 5,08 g e 10,52 + 1,08
cm, respectivamente, provenientes da estagdo de piscicultura da

CEMIG/Itutinga-MG.
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Periodo pré-experimental

Antes da alocacdo dos animais nos aquarios foi realizada uma prévia
avaliacdo de dez fémeas, para verificar a condigdo em que se encontravam as
gbénadas das mesmas, visto que, no més em que ocorreu a coleta dos animais,
ndo estd compreendido entre os meses em que ocorre a reproducdo desta
espécie. Para tanto, estas fémeas foram eutanasiadas com benzoncaina a 0,2%,
realizada incisdo ventral e procedeu-se a retirada das gonadas para visualizagdo
macroscopica das mesmas.

Os exemplares foram mantidos em aquarios de vidro de 20 litros (com
uma média de 10 peixes/ aquario) em um sistema fechado de recirculacdo de
agua instalada em ambiente devidamente preparado para o controle de
temperatura e fotoperiodo. Manteve-se um fotoperiodo de 12:12 horas de
luz:escuro (L:E). O periodo de luz foi proporcionado com auxilio de lampadas
fluorescentes controladas por um timer bivolt, modelo FX-TBA. Os peixes
permaneceram em condi¢des controladas em laboratdrio durante 45 dias, onde a
temperatura da agua foi mantida em 27+1 °C e os niveis de oxigénio dissolvido
e pH em 6 £0,5 mg.L'1 e 6,5+0,5, respectivamente. Durante este periodo, os
animais receberam ra¢do comercial com 36% de proteina bruta, na quantidade
calculada de 2% do peso vivo em duas porgdes diarias fornecidas durante o

periodo de luz.

Inducdo hormonal

Apos o periodo de 45 dias de exposi¢dao as condigdes controladas no
laboratorio, outras dez fémeas foram eutanasiadas para verificacdo das
condi¢des gonadais, aplicando metodologia igual a descrita para verificagdo pré-
experimental. Apds a verificacdo das gonadas, que se apresentavam repletas de

ovocitos, a indu¢do hormonal foi realizada, apos jejum de 24 horas, através de
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aplica¢@o em dose unica, via intramuscular (na base da nadadeira peitoral). Para
esta finalidade, foram utilizados 10 tratamentos sendo:

A- controle negativo — nao se aplicou nenhuma substancia nos exemplares
B- 6,0 mg/kg de EBHC (EBHC-controle positivo)

C- 0,25 ml/kg de acetato de buserelina (A0.25)

D- 0,5 ml/kg de acetato de buserelina (A0.5)

E- 0,75 ml/kg de acetato de buserelina (A0.75)

F- 0,9 ml/kg de acetato de buserelina (A0.9)

G- 40 pg/kg de gonadorelina (G40)

H- 60 pg/kg de gonadorelina (G60)

I- 80 pg/kg de gonadorelina (G80)

J- 100 ng/kg de gonadorelina (G100)

O EBHC foi utilizado como controle positivo por apresentar resultados
satisfatorios em trabalhos prévios realizados por outros autores para peixes do
mesmo género, como o Astyanax bimaculatus (Felizardo et al., 2012; Sato et al.,
2003).

Coleta de amostras

Apos 12 horas, da aplicacdo hormonal, os exemplares foram retirados
dos aquarios e realizou-se a coleta de sangue pela veia caudal para mensuragao
de LH e estradiol. Em seguida os animais foram eutanasiados com o anestésico
benzocaina 0,2% (2 g. em 5 mL alcool + 1 L de agua). Apds a eutandsia,
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 expressdes: IGS = (PG/PT)x100,
em que PG é o peso da gonada e PT é o peso total do animal; IHS =

(PF/PT)x100, em que PF ¢ o peso do figado (Vazzoler, 1996).
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Apoés a pesagem das gonadas foram coletados, da por¢do mediana das
gondas, 0,1 g de ovocitos das gonadas para determinacdo do numero de
ovocitos. A medida de didmetro (DIAM pum) foi realizada em 10 ovécitos de
cada fémea, previamente imersos em soluc¢do de Gilson (5 mL de 4lcool 60%, 44
de agua destilada, 0,7 acido nitrico 80%, 1 g de cloreto de mercurio e 0,9 mL de
acido acético glacial). Para a analise da posicdo da vesicula germinativa
periférica, 25 ovoécitos de cada fémea foram imersos em solucdo de Serra (60
mL de alcool 90%, 30 mL de formaldeido e 10 mL de acido acético glacial)

sendo avaliados com auxilio de microscopio optico (Murgas et al., 2003).

Analises estatisticas

Para a avaliagdo dos dados obtidos no experimento foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado com 10 tratamentos. Os dados foram
submetidos a analise de variancia simples, utilizando-se o pacote computacional
SAEG, e em caso significativo as médias foram submetidas aos testes de
contraste ortogonal de Dunnet entre os controles ¢ os demais tratamentos. Foi
realizada também uma analise de varidncia em esquema hierarquico (dose

aninhada dentro de hormdnio) seguido de uma anélise de regressao.

5 Resultados

Na avaliacdo gonadal prévia realizada antes de expor os animais as
condi¢des controladas do laboratdrio, foi observado que as fémeas ndo estavam
em periodo reprodutivo, visto que, a cavidade celomatica das fémeas ndo estava
abaulada, nem o orificio urogenital edemaciado ¢ avermelhado. Além disso, as
gbnadas estavam pequenas, com poucos ovocitos ¢ de pequeno tamanho. Porém,

apos os 45 dias de manuteng@o sob estas condigdes, as fémeas ja se mostravam
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preparadas para reproduzir, com as goénadas ja repletas de ovocitos,
aparentemente ocupando grande parte da cavidade celomatica.

Dentre os pardmetros reprodutivos avaliados, o IGS, o IHS e o didmetro
nao apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre os diferentes
tratamentos empregados € o grupo controle, tanto positivo como o negativo
(Tab. 1). No entanto, quando se avaliou o numero de ovocito em 0,1 g, os
tratamentos A0,75; A0,9; G40 e G60 diferiram (P<0,05) do grupo controle
positivo, apresentando valores maiores. Por outro lado, somente o tratamento
G40 se apresentou diferente (P<0,05) do controle negativo para esta variavel
(Tab. 1).



TABELA 1. Tratamentos, valores médios (+ desvio padrdo) do indice gonadossomatico (%), indice hepatossomatico (%), didmetro
de ovocitos (um), posi¢do de vesicula ndo observada(%) e posi¢ao da vesicula germinativa central (%) e o numero de ovocitos em

0,1 g de ovocitos de desova de lambari (Astyanax fasciatus) analisados (n=77).

Posicéo da vesicula

Posicédo da vesicula

Tratamentos (n) 1GS® IHS® Diametro 0,1 g de ovécito* germinativa ndo germinativa
observada* central
Controle (7) 3,6+4,0 1,0£0,8 944,1 £120,3 282,7+108,8 aA 56,43 £ 23,0 bA 42,86 +£229
EBHC (10) 72+£30 09+0,5 1004,0 + 360,5 183,2+£ 81,2 aA 22,50 £22,1 aA 39,44 £ 19,0
A0,25 (10) 88+36 05+0,2 812,1 £ 68,0 296,8 £92,9 aA 40,00 £ 25,5 aA 50,91 £ 19,6
A0,5 (8) 69+22 0,7£0,7 876,3 £ 84,3 231,8 £ 97,0 aA 35,63 £21,8 aA 58,75+ 18,5
A0,75 (7) 6,0+28 08+0,5 896,6 + 84,6 344,5+119,6 bA 46,43 £ 21,7 aA 51,43 £20,6
A0,9 (8) 74+43 1,1 £0,7 896,0 + 84,1 4223 +168,9 bA 30,00 21,0 aA 62,50 £22,8
G40 (9) 7,5+28 04+0,1 848,8 +£100,0 518,2+118,4 bB 14,44 £ 15,7 aB 58,89 £21,6
G60 (6) 59+£27 0,6+0,2 848,2+£100,4 367,8 £ 142,9 bA 20,00 £ 16,4 aA 52,50 £ 14,4
G80 (4) 81+25 05+0,1 852,2£112,7 299,7 £49,6 aA 38,75 +£23,2 aA 43,75+243
G100 (8) 59+3,1 1,0+1,1 876,4 +120,1 211,1 £71,7 aA 33,75+£21,2 aA 51,88 £24,0

MIGS: indice gonadossomatico
@ THS: indice hepatossomatico

EBHC: 6,0 mg/kg de Extrato Bruto de Hipodfise de Carpa; A0.25: 0,25mL/kg de acetato de buserelina; A0.5: 0,5 mL/kg de acetato de buserelina;
A0.75: 0,75 mL/kg de acetato de buserelina; A0.9: 0,9 mL/kg de acetato de buserelina; G40: 40 ug/kg de gonadorelina; G60: 60 pg/kg de
gonadorelina; G80: 80 pg/kg de gonadorelina; G100: 100 ng/kg de gonadorelina
* Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem estatisticamente do controle positivo em relagdo aos demais tratamentos pelo
teste de Dunnett a 5%.
* Médias seguidas de letras maiusculas diferentes nas colunas diferem estatisticamente do controle negativo em relagdo aos demais tratamentos pelo
teste de Dunnett a 5%.
n= nimero de animais

A
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Avaliando-se a posigdo periférica da vesicula germinativa foi possivel
observar que os tratamentos utilizando a gonadorelina mostrou-se mais eficiente
(P<0,05) em relagdo aos tratamentos que utilizaram acetato de buserelina e ao
grupo controle negativo. No entanto, quando comparado ao grupo controle
positivo, as maiores (P>0,05) porcentagens foram obtidas com os tratamentos
G40 e G60 (Tab. 2).

No teste de regressdo com as doses de gonadorelina utilizadas, foi
possivel determinar a dose ideal de 57 pg/kg de gonadorelina para inducdo de

lambari (Fig. 1).

TABELA 2. Valores médios (= desvio padrdo) da posicdo de wvesicula
germinativa periférica (%) de lambari (Astyanax fasciatus) analisados (n=77).

Tratamentos (n) Controle - * EBHC (controlet) *
Controle (7) 0,7+1,8b 0,7+1,8b
EBHC (10) 36,5+12,0a 36,5+12,0a
A0,25 (10) 9,5+9.8Db 9,5+98b
A0,5 (8) 58+6,6b 58+6,6b
A0,75 (7) 2,1£5,6D 2,1+56D
A0,9 (8) 75+122b 75+122b
G40 (9) 26,6 £ 13,6 a 26,6 +13,6a
G60 (6) 275+93a 275+93a
G80 (4) 17,5+2.8a 17,5+2.8b
G100 (8) 143+8,6a 143+8,6b

EBHC: 6,0 mg/kg de Extrato Bruto de Hipofise de Carpa; A0.25: 0,25 mL/kg de
acetato de buserelina; A0.5: 0,5 mL/kg de acetato de buserelina; A0.75: 0,75
mL/kg de acetato de buserelina; A0.9: 0,9 mL/kg de acetato de buserelina; G40:
40 pg/kg de gonadorelina; G60: 60 pg/kg de gonadorelina; G80: 80 pg/kg de
gonadorelina; G100: 100 pg/kg de gonadorelina.

Controle -: controle negativo

Controle +: controle positivo

n= nimero de animais

* Meédias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem
estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5%.
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FIGURA 1- Regressdo entre a posicdo da vesicula germinativa periférica e a
dose aplicada do hormonio gonadorelina

No presente estudo, as fémeas de lambari induzidas com diferentes
protocolos hormonais ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) nos
niveis plasmaticos de estradiol, j& para os niveis de horménio luteinizante-LH
foi identificado diferenca significativa (P<0,05), quando comparados ao controle
negativo, o qual ndo recebeu nenhum hormonio, sendo este maior que os demais

tratamentos (Tab. 3).
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TABELA 3. Valores médios (£ desvio padrdo) dos niveis plasmaticos de
Horménio-Luteinizante- LH (mIU/mL) e estradiol (pg/mL) de lambari
(Astyanax fasciatus) analisados (n=77).

Tratamentos Hormonio Estradiol

(n) Luteinizante*

Controle (7) 1,8 +0,07 A 5679,1 + 1559,7
EBHC (10) 0,7+0,15B 7825,0 £ 1559,7
A0,25 (10) 0,9+023B 7127,2 £2122,6
A0,5 (8) 1,1+0,13B 6603,1 +2123,0
A0,75 (7) 0,7+0,37B 5618,7 £ 1957,0
A0,9 (8) 1,1+0,08B 5413,7 + 588.7
G40 (9) 1,L1+0,11 B 9055,6 + 2247,0
G60 (6) 09+0,11B 6311,5+881,5
G80 (4) 08+0,17B 3957,3 +928,7
G100 (8) 1,0+£0,13B 9321,9 £2511,0

EBHC: 6,0 mg/kg de Extrato Bruto de Hipdfise de Carpa; A0.25: 0,25mL/kg de acetato
de buserelina; A0.5: 0,5 mL/kg de acetato de buserelina; A0.75: 0,75 mL/kg de acetato
de buserelina; A0.9: 0,9 mL/kg de acetato de buserelina; G40: 40 pg/kg de gonadorelina;
G60: 60 pg/kg de gonadorelina; G80: 80 ng/kg de gonadorelina; G100: 100 pg/kg de
gonadorelina

* Meédias seguidas de letras maiusculas diferentes nas

colunas diferem estatisticamente pela analise do contraste.

n= nimero de animais

6 Discussao

Mediante a observagdo das fémeas pré e pods-acondicionamento em
condigdes controladas de laboratorio € possivel sugerir que mesmo nao estando
em seu periodo reprodutivo, as condigdes controladas podem induzir esta
espécie a alterar seu ciclo levando-as a uma preparacdo a reproducdo fora da
época em que geralmente ocorre em ambiente natural. O lambari apesar de ser

um peixe de desova parcelada, apresenta seu pico reprodutivo entre as estagdes
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de primavera e verdo, influenciado principalmente pelas condigdes ambientais
em que se encontra (Garutti e Britski, 2000).

Provavelmente o controle, principalmente, da temperatura e do
fotoperiodo em laboratério tenha proporcionado estimulo adequado para que
esta espécie tenha se preparado para reproduzir, este resultado ¢ muito
importante, pois desta forma em periodos considerados de intersafra reprodutiva,
pode-se manipular o ambiente e induzir a reproducdo de algumas espécies de
peixes. De acordo com Bromage et al. (2001), a reprodugdo de peixes teledsteos
¢ controlada pelo aumento ou a diminui¢ao do fotoperiodo e temperatura, a fim
de atingir maxima sobrevivéncia da prole, devido as condigdes favoraveis que
sdo alcangadas em determinada época do ano.

Os parametros IGS, IHS e didmetro dos ovocitos ndo foram alterados
mediante a aplicagdo hormonal, visto que nenhum tratamento que se realizou a
inducdo hormonal diferiu do grupo controle negativo. Este resultado era
esperado, tendo em vista que a maioria dos peixes mantidos em cativeiro sdo
capazes de atingir o crescimento dos foliculos até a fase de vitelogénese sem que
haja a indu¢do hormonal, mas ndo consegue atingir a fase de maturagdo
ovocitaria e desova (Podhorec e Kouril, 2009), portanto, a indu¢do hormonal
provavelmente nao altera o IHS porque toda a fungdo do figado ja foi efetuada
antes da inducao.

Também o IGS e o didmetro dos ovdcitos ndo apresentaram alteragdo
em relagdo a fase pré e pés indu¢do hormonal, pois para se realizar a indugdo
hormonal é necessario que a vitelogénese ja tenha se completado, ou seja, o
ovocito ja esta preparado (Zaniboni Filho e Weingartner, 2007). Sabe-se que a
vesicula germinativa (nticleo), no inicio da maturacdo, ocupa posicdo central
sendo que a etapa final da maturacdo consiste basicamente na migragdo e

posterior desintegragdo da vesicula germinal, com o rompimento do envelope
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folicular e a consequente liberacdo dos ovodcitos na luz do ovario, estando a
indug@o hormonal diretamente relacionada a este estagio (Godinho et al., 2000).

O valor médio do IGS encontrado foi de 6,91% = 3,5. De acordo com
estudos realizados por Barbieri et al. (1996) com Astyanax bimaculatus onde
foram realizadas coletas mensais durante um ano na represa do Lobo, que
localiza-se na regido central do estado de Sdao Paulo, foi observado um valor
maximo do IGS de 10% no periodo de outubro-novembro, época considerada
ideal para a reproducdo das espécies de peixes em geral, representando valores
proximos ao encontrado neste trabalho.

Os valores médios de didmetro dos ovocitos encontrados foram muito
proximos aos encontrados em alguns estudos como o realizado por Felizardo et
al. (2012), com Astyanax fasciatus utilizando gonadorelina (1030,95um), Dalai-
Corte e Azevedo (2010), com Astyanax henseli (889 pum) sem utilizagdo
hormonal e Romagosa et al.(2001) com Brycon cephalus utilizando EBHC
(1001,6 pm).

A porcentagem observada de ovdcitos com a vesicula germinativa na
posicdo periférica ndo diferiu entre os tratamentos G40 ¢ G60 em relacdo ao
grupo controle positivo. O EBHC foi utilizado como controle positivo, por ja ter
sido testado em outras espécies como o Astyanax bimaculatus (Felizardo et al.,
2012; Sato et al., 2003) e ter sido indicado como um horménio eficiente na
reproducdo induzida dessa espécie. Porém, neste trabalho o EBHC assim como
os demais tratamentos, também apresentou uma porcentagem baixa de ovocitos
com a vesicula germinativa na posi¢ao periférica indicando que houve influéncia
de outros fatores além dos horménios. Segundo Yaron (1995), a avaliacdao da
posicdo da vesicula germinativa nos ovdcitos € um pardmetro muito importante
para a analise da viabilidade dos ovdcitos, pois ovocitos que ndo apresentam

migragdo da vesicula para a periferia ndo sdo fecundaveis.
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Quando se avaliou a posicdo periférica da vesicula germinativa, a dose
ideal indicada para a utilizagdo do hormoénio gonadorelina (57 pg / kg de peixe)
¢ aproximadamente 30% inferior a dose recomendada por Felizardo et al.
(2012) para indugdo de Astyanax bimaculatus (80 ug / kg de peixe), porém nio
pode-se afirmar com este trabalho que dose citada faria os peixes desovarem.
Tendo em vista que o produtor visa aumentar sua lucratividade, a determinacao
da dose ideal pode ser uma alternativa para diminui¢ao de custos sem alteragdo
da produtividade na reprodugdo de peixes.

Neste trabalho o fato de ndo ter sido observado diferenca dos niveis de
estradiol nos diferentes tratamentos, inclusive no grupo controle negativo, que
ndo recebeu a aplicagdo hormonal, pode ser justificada pelo fato que todos os
peixes estavam preparados para receber a indu¢do, ou seja, estavam com
ovocitos vitelogénicos. Segundo Jalabert (2005), a vitelogénese ¢ regulada
diretamente pela produgdo de FSH que atua induzindo a produgdo de estradiol
no ovario, que ¢ responsavel pela produgdo de vitelogenina no figado, fato este
que precede o processo de indugdo.

Mehdi e Ehsan (2011) descrevem que as altas concentragdes de estradiol
estimulam a sintese da vitelogenina, que ¢ incorporado pelos ovocitos, sob a
acdo do FSH. A funcdo respectiva de cada gonadotropina no controle da
reproducdo em peixes foi estudada principalmente em salmonideos. Assim, o
FSH estaria associado, principalmente, com o inicio da maturagdo e com o
processo vitelogénico (incorporagdo da vitelogenina pelo ovdcito), enquanto que
o LH estaria associado com a liberagdo dos esteréides maturacionais que, por
sua vez, induziriam a maturagdo final do ovdcito e a ovulagdo (Iseki e Negrao,
2003).

A diferenga observada nos niveis de LH do grupo controle negativo em
relagdo aos tratamentos onde foi realizada a indu¢do hormonal, possivelmente é

devida libera¢ao do hormoénio antes da coleta do sangue, visto que a migragao da
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vesicula ocorreu antes da coleta do sangue, podendo indicar a ocorréncia da
ovulagio.

Nas fémeas o LH parece estimular a producao da substancia indutora da
maturagdo de ovocitos, a 17020 B-P, nas células dos foliculos ovarianos
(Baldisserotto, 2002). Alguns autores tem reportado, em peixes ndo
salmonideos, uma correlacdo entre o aumento da transcricdo de RNAm do f-LH
e os valores de IGS associado aos estagios finais de matura¢do ovocitaria
(Kajimura et al., 2004).

Steven et al. (2000), estudou sobre a sintese ¢ liberagdo de LH
armazenado na hip6fise durante a vitelogénese. Neste trabalho os niveis de LH e
seu mRNA na hipofise ndo diferiu entre fémeas selvagens e de cativeiro,
demonstrando que os peixes em cativeiro ndo se reproduzem naturalmente por
uma falha na liberacdo do LH e ndo na sintese deste hormonio, uma vez que o
mRNA do receptor da hipdfise para o GnRH, mais importante para a sintese de
LH, foi semelhante entre fémeas selvagens e de cativeiro. Isto sugere que a
interrupg¢do da liberagdo de LH das hipofises de peixes em cativeiro ndo ¢
devido a uma disfuncdo da responsividade da hipdfise, mas pode estar
relacionado com o controle de fungdo reprodutiva pelo cérebro (Mylonas et al.,
2010).

Segundo Breton et al., (1998), tem sido observado em algumas espécies
de peixes que os niveis plasmaticos de ambas as gonadotrofinas FSH ¢ LH
aumentam progressivamente, a partir de cerca de 6 e 4 dias respectivamente,
antes do inicio da maturacdo. Sendo que logo apos a ovulagdo & possivel
observar um grande aumento dos niveis de FSH e uma diminuicdo do LH
durante até duas semanas, justificando assim os resultados encontrados neste

trabalho.
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7 Concluséo

Na reprodugdo induzida desta espécie, recomenda-se a utilizagdo do
horménio gonadorelina na dose de 57 pg/mL, que pode ser um indutor
alternativo a utilizagdo do EBHC, por ter promovido a maior migracdo da

vesicula germinativa dos ovocitos para a posi¢ao periférica.
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ABSTRACT
The objective of the study was evaluating the influence of hormonal
induction periods in curimba (Prochilodus lineatus) using gonadorelin or
crude carp pituitary extract (CCPE). The experiment was conducted in the
aquiculture sector in Universidade Federal de Lavras (UFLA), done in a
completely randomized 2x2 factorial (two hormones and two application
periods), using 16 curimba pares. The animals were induced with CCPE
and gonadorelin in which, for CCPE (0.4 and 4 mg/kg) and gondorelin
(50 and 70 pg/kg) with an approximate interval of 12 hours between
applications which occurred at 12:00 (half light — HL) or 24:00 (half dark
— HD). The time of ovulation was calculated in degree hours. In the
females’ case, weight at spawning (g), number of oocytes/g, diameter
(um) and the position of the oocyte’s germinal vesicle (% GVPP) were
registered. In the males’ case, total volume of semen, spermatic
concentration (number of spermatozoa/mL), motility rate (%) and
duration (s) and spermatic morphology were calculated. Fertility and
hatching rates were evaluated. The data were submitted to variance
analysis using SAEG, according to a statistical model with two main

effects (hormones and application period), and the interaction between
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these factors. When significant (P < 0.05) for each of the factors or the
interaction, the means were compared by the F test (5%). There was no
interaction (P > 0.05) of the hormone and the application period used in
the spawning variable. However, an effect of the hormone occurred (P <
0.05) regarding the variables: spawning weight, oocytes/g and hours
degree of spawning. The best results for spawning weight and number of
oocytes/g were observed in females which received CCPE, and also
presented the lowest hours degree. There was no interaction (P > 0.05) of
hormone application period in the variables analyzed in the semen.
However, the use of CCPE showed a larger seminal volume then the use
of gonadorelin, independent of the application period. When the hormonal
application was done in HD, the CCPE showed motility duration superior
in relation to using gonadorelin. The animals which received hormonal
induction with CCPE, independently from the application period, showed
fertilization and hatching rates, while gondorelin did not provide
fertilization or hatching. In conclusion, gondorelin, in the used dosage,
was not efficient in obtaining viable curimba larvae, independently of the
application period. In addition, CCPE may be applied in males and

females at any application period without altering gamete quality.
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1. INTRODUCTION

The curimba, Prochilodus lineatus, is a migratory species of fish,
native of South America (Viveiros and Godinho, 2008). This species has
an important role in the ecosystem, as well as in commercial and
subsistence fishing in southeastern Brazil, with high productivity when
bred in captivity (Maduenho and Martinez, 2008).

The reproduction of this species occurs during the rainy season and
the spawning is regulated by endogenous rhythms mediated by external
factors, such as changes in temperature, cyclical changes in light among
other variable which determine the ideal period for the survival of the
offspring (Woynarovich, 1989; Zanuy and Carrillo, 1987). In addition,
the curimba, such as other migratory species, do not reproduce in
captivity, demanding hormone application for reproduction (Murgas et
al., 2003).

Crude Carp Pituitary Extract (CCPE) is extensively used to induce

final maturation in Brazilian migratory fish, reaching acceptable results
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for many species, including Prochilodus lineatus (Felizardo et al., 2010)
and Brycon orbignyanus (Carolsfeld et al., 2003). However, its high cost
incentives research on alternative hormones, such as ovaprim, hCG
(human chorionic  gonadotropin), GnRH (gonadotropin-releasing
hormone) and GnRH analogs (Donaldson and Hunter, 1983).

Muniz et al. (2008) and Felizardo et al. (2012) investigated the
influence of the application period of the hormones CCPE and
gonadorelin in tambaqui (Colossoma macropomum) and Astyanax
bimaculatus, respectively, evaluating their reproductive characteristics.

However, there are few reports in literature on the influence of
hormone application period to induce reproduction in curimba. Therefore,
the objectives of this study were to determine the reproductive parameters
of male and female curimba (P. lineatus) induced with gonadorelin and

CCPE in different application times.

2. MATERIAL AND METHODS
The experiment was conducted in March of 2010, in UFLA’s fish
culture station and in the Physiology and Pharmacology laboratory of the

Veterinary Medicine Department. Sixteen pares of curimba broadstock
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with an average of 398 + 48 g of weight and 26.4 + 1.74 cm of length,
provided selected cultivating tanks in the fish culture station.

The experiment was done in a completely randomized design, in a
2x2 factorial scheme (two hormones and two applications), with four
replicates, and each pare considered an experimental unit.

The selection of the animals which would receive hormonal
induction was done according to the reproductive characteristics; in
females, hyperemia and the edematous aspect of the urogenital papilla,
and in males, semen elimination in response to manual massage in the
coelomatic cavity (Felizardo et al., 2010a).

The animals were marked and transferred to net tanks (2 m length
and width), at a density of 4 animals per tank and a natural photoperiod,
in which the light period began at 06:00 and ended at 18:30 hours. The
fish were maintained in fasting for 24 hours before hormonal application.

The animals received two CCPE injections (1 of 0.4 mg/kg and 2™
of 4 mg/kg), and gonadorelin (1* of 50 pm/kg and 2™ of 70 pg/kg), with
an interval of approximately 12 hours between applications. The
hormonal applications occurred at different periods (Table 1); the first

group received the first application of different hormones
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(4 pares/hormone) at 12:00 hours, which is considered the half light
period (HL) and the second group received the first application at 00:00
hours, considered the half dark period (HD) (Table 1).

For the collection of the gametes, the fish were captured, had their
urogenital papilla cleaned and dried with paper towel to avoid the
activation of the semen or hydration of the oocyte, through contact with
the animal’s feces or urine water. Sequentially, a manual compression of
the coelomatic cavity was done in the cranial-caudal direction. The semen
was collected in sterile and graduated test tubes and the oocytes were

collected in beakers.

2.1 Evaluation of the oocytes

Immediately after collected, the oocytes were weighed and 0.1 g of
oocytes were sampled to determine quantity of oocytes/g. The diameter
(mm) was measured of 10 oocytes, previously immersed in Gilson
solution (5 mL of 60% alcohol, 44 mL of distilled water, 0.7 mL of 80%
nitric acid, 1 g of mercury chloride and 0.9 mL of glacial acidic acid),

collected of each female.
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To analyze the oocytes’ germinal vesicle peripheral position
(%GVPP), 25 oocytes were analyzed of each female, after being
immersed in Serra solution (60 mL of 90% alcohol, 30 mL of
formaldehyde and 10 mL of glacial acetic acid). The diameter was
measured and the GVPP analyzed with an optical microscope in 40x

magnification (Murgas et al., 2003).

2.2 Evaluation of the semen

The evaluated characteristics in the semen were: total volume (mL),
spermatic concentration (number of spermatozoa/mL), motility rate (%)
and duration (s) and spermatic morphology.

For spermatic concentration, the fresh semen was diluted in
formaldehyde solution in the proportion of 10:990 uL (semen:solution).
The evaluation was done in a Neubauer chamber under an optical
microscope. The obtained value was multiplied by the correction factor
50.000, obtained as the concentration of cells per mm®. The conversion to
spermatozoa/mL was done by multiplying the reported values by 10’

(Felizardo et al., 2010 b).
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Motility rate and duration were observed in an aliquot of 10 puL of
semen in a histological lamina, previously activated with distilled water
in a proportion of 1:4 (semen:water), and analyzed under a microscope
magnified 400x. Motility duration was observed from the moment of
activation until only 10% of the spermatozoa were active (Felizardo et al.,
2010; Murgas et al., 2007).

For the analysis of spermatic morphology, an aliquot of semen
diluted in formalin solution was used. The semen was deposited on a
histological lamina and stained with Rose Bengal. The laminas were
observed in optical microscope (1000x). One hundred spermatic cells
were analyzed from each sample, and the percentage of normal and
abnormal spermatozoa calculated, considering head (isolated,
macrocephaly and microcephaly), central part and tail (fractured/broken,

curled and isolated).

2.3 Fertilization
For fertilization, an aliquot of 10 uL of semen was added to 0.1 g of
oocyte (Felizardo et al.,, 2010 b), procedure done separately for each

pare). After combining the semen and oocytes, the gametes were
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activated with 100 mL of water taken from the tank in which the
broodstock were placed, at a temperature of 27° C.

After fertilization, the eggs were distributed in PVC experimental
incubators, with capacity for one liter, located inside a 1000 L tank, with
water at 28 + 1° C. The incubators were equipped with constant aeration,
which provided movement of the eggs and adequate environment for
fertilization (Felizardo et al., 2010 a).

The fertilization rates were evaluated eight hours after the activation
of the gametes, in stereoscopic binocular microscope, using the formula
employed by Miliorini et al. (2011):

FR = [E / (E+UE] x 100, in which:
FR: fertilization rate;

E: number of viable embryos;

UE: number of unviable embryos.

The hatching rate was calculated 16 hours after fertilization. All the
larvae were counted using a stereoscopic binocular microscope. The
hatching rate was estimated using the formula:

HR =L /FR x 100, in which

HR: hatching rate;
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L: number of larvae;
FR: Fertilization rate.

The data were submitted to ANOVA, using the computer package
SAEG, following the statistical model with two main effects (hormone
and application period), and the interaction between these factors. When a
significant difference occurred (P < 0.05) between the main effect or its

interaction, the means were compared by the F test (5% probability).

3. RESULTS

Of the eight females induced with Crude Carp Pituitary Extract,
seven went through spawning. However, when induction with
gonadorelin was used, only four responded positively to the treatment
(Table 2).

There was no significant difference (P > 0.05) between the
interaction of the hormone and the application period regarding the
variables oocyte diameter and germinal vesicle peripheral position of the
oocyte (Table 2). However, the effect of the hormone was significant (P <

0.05) regarding the variables: weight at spawning (g), oocyte/gram and
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hours degree (Table 2). The application period was not significant for any
of the variables.

The best result of weight of spawning (g) and oocytes/g was
observed in females which received CCPE with values of 49.2 + 31.6 and
141.5+ 1865 g, respectively. The CCPE also presented the least
spawning hours degree.(Table 2)

All the males responded to hormonal induction, releasing semen
independently of the used hormone, application period and interaction.
There was no interaction (P > 0.05) between the hormone and the
application period regarding the variables semen volume, motility,
concentration and spermatic abnormality. However, when only analyzing
the hormone, a significant difference (P < 0.05) occurred for semen
volume, in which the use of CCPE presented a larger volume in relation
to the use of gonadorelin, 1.15 + 0.3 and 0.5 + 0.2, respectively,
independent of the application period. When the application period was
done in HD, the CCPE presented larger (P < 0.05) spermatic motility
duration (112.2 + 48.2) in comparison to the use of gonadorelin, in the

same application period (Table 3).
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The animals which received hormonal induction with CCPE,
independent of the application period, obtained fertilization and hatching
rate, on the other hand, gonadorelin did not supply fertilization or

hatching rates, independent of application period (Figure 1).

4. DISCUSSION

In spite of 50% of the females induced with gonadorelin positively
responding to hormonal induction, the hormone was not efficient at
providing fertilization and hatching rates, independently of the application
period.

Gonadorelin was recently tested and recommended to induce the
reproduction of Astyanax bimaculatus with a single dose of 80 pg/kg of
fish (Felizardo et al., 2012). The
com uma unica dose de 80 pg / kg de peixe (Felizardo et al., 2012). The
divergence in the results for these two species may be due to the fact of A.
bimaculatus being a sedentary species and, therefore, is not completely
dependent of environmental factors to reproduce.

A larger value of hours degree was observed in the animals induced

with gonadorelin when compared to those induced with CCPE. This
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might be due to the fact of the application of CCPE be a direct source of
luteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH), these
hormones act directly at the gonads, inducing ovulation. On the other
hand, gonadorelin is an analog of the hormone GnRH, acting directly at
the fishes’ pituitary gland, inducing LH and FSH production and
liberation. Thus, with the application of CCPE, the release of gametes
was induced, in less time, possibly by the direct supply of these hormones
in the fishes’ blood stream, without the need to be produced by the
animals.

As known, curimba reproduction is seasonal, and generally
synchronized to the environmental factors. In captivity, environmental
stimuli are necessary so that an increase in gamete viability and better
development of the offspring may occur (Muniz et al., 2008). In addition,
when this species is maintained in captivity, the gonads develop to a
certain stage, remaining in repose (Murgas et al., 2009), and the hormonal
induction must be used to supply the necessary conditions for
reproduction.

Since gonadorelin is a hormone which is still under testing, it had

not yet been tested in curimba, therefore, it has no pattern dosage. Unlike
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gonadorelin, protocols for the application of CCPE have already been
defined for wvarious species, this being the main factor which
differentiated seminal and oocyte characteristics in this study.

The males induced with gonadorelin, despite having released
sperm, had a reduced seminal volume in comparison to the group induced
with CCPE. However, spermatic concentration was similar. According to
Murgas et al. (2011), most species which receive treatment with the
appropriate hormone present a significant increase in semen volume.
However, it is known that the volume has no intrinsic biological value,
but the number of spermatic cells present. The highest and lowest
concentration of spermatozoa observed was, respectively, 93.7 + 33.8 x
10’ spermatozoa/mL (CCPE in mL). These concentrations were higher
than those found by other authors for this species, such as Felizardo et al.
(2010 a) and Viveiros et al. (2009), who reported values of 23.4 + 18.4 x
10° and 16.8 x 10° spermatozoa/mL, respectively. The variation is
expected because the spermatozoa concentration may be affected by
various factors, such as, environmental changes, reproductive phase,
semen volume and the type of hormone used for the induction (Silva et

al., 2009).
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An influence of the hormone application period was not observed in
qualitative and quantitative parameters of curimba gametes. These results
disagree to those of Muniz et al. (2008), who demonstrated the influence
of the photo period in the ovulatory process of tambaqui (Colossoma
macropomum), when induced with gonadorelin in different application
periods and, according to this author, the intensity of this influence may
be dependent of the plasmatic levels of sexual steroids at the moment of
the hormonal induction.

The apparent difference between the observations made by Muniz
et al. (2008) and this study may be due to the period of induction, which,
in this study, was done in HL or HD, instead of at the beginning of the
day. In addition, different species of fish may present specific responses
to hormonal induction.

The maximum percentage of spermatic anomalies found in the
semen of the animals which received CCPE at HD was of 28.5 + 5.4%.
This value is acceptable for the use in fertilization. Miliorini et al. (2011)
reported that the critical percentage of total anomalies in curimba semen

used in artificial fertilization is inferior to 50%, considering that this
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technique involves an elevated proportion of sperm:oocyte in a controlled
environment.

The animals induced with gonadorelin did not provide embryo
viability, not presenting fertilization and hatching rates. This result is
probably related to the quality of the spawning, which, though presented
an elevated percentage of oocytes with GVPP, which is the main
parameter to obtain fertilization and hatching rates, did not provide
adequate conditions for the development of the embryo. Another factor
that must be observed is the total concentration of spermatozoa, which,
despite not having made significant difference, was shown to be very
different between the hormones, which may indicate that, for both sexes,
the treatments with gonadorelin did not provide adequate conditions for
embryo development.

Another factor which may have contributed for the embryo’s not
being viable is the hours degree of spawning, in which the fish induced
with gonadorelin reproduces with more hours degree than the fish treated
with CCPE, and may have entered oocyte degradation process (Murgas et
al., 2009). In addition, the used dosage of gonadorelin may have been

effective at causing the migration of the germinal vesicle; however,
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ineffective at promoting the release of oocytes, since, despite the females

ovulating, the extrusion was forced.

5. CONCLUSION

In conclusion, the preliminary and final dosages of gonadorelin, 50
and 70 mg, respectivaly, were not effective at obtaining induced
reproduction in curimba and viable larvae, independent of the application
period. On the other hand, CCPE may be applied to male and female
curimba, at any application period, without altering the quality of the

gametes.
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Fig. 1. Fertilization and hatching rates in induced spawning of P. lineatus.
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Table 1 - Treatments used to induce reproduction of curimba Prochilodus

lineatus (n = 4 pairs).

Times of Dose
Trataments Hormone o

application 1 2°

A CPE' ML* 04 malke 4 malk
4 MZ/KZ mg/kg

B CPE MD’
C Gonadorelin ML 50 wa/k 70 welk
D Gonadorelin MD HEKS Here

'CPE. Carp pituitary extract;
*ML. Mid light;

SMD. Mid dark.
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Table 2. Mean (+ SD) of several end points of curimba female
that underwent hormonal induction with two hormones and two periods

of hormone application (2 x 2 factorial), n=16

Period of Hormone
End point o
application Carp pituitary extract Gonadorelin
Spawning+ (N) ML 4 2
MD 3 2
Spawning (g)' ML
49.2+31.6" 4.6£3.7°
MD
Oocytes/g! ML
1865.0+141.5% 1240+162.6°
MD
Diameter (um) ML 1742 £ 42 1697 =104
MD 1677 + 196 1659 + 49
PPGV (%) ML 84.2+19.2 89.2+10.9
MD 97.5+3.5 91.33£2.3
DHO! ML .
239.2+15.7 318.8+£15.9*
MD

‘Main effect (P<0.05) of hormone utilized. Means followed by different
lowercase on a same line are statistically different (F test, P<0.05). + positive;
ML. Mid-light; MD. Mid-dark; DHO. degree hours of ovulation; PPGV.

Peripheral position of the germinal vesicle.
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Table 3 - Mean and standard deviation of the qualitative parameters of

semen male curimba (Prochilodus lineatus) after induction with different

hormonal treatments, n =16

Period of Hormone
End point
application CPE Gonadorelin
Volume (mL)! ML
1.15+0.3 0.5+0.2°
MD
Motility (%) ML 100.0+0.0 100.0£0.0
MD 100.0+0.0 100.0£0.0
Duration (s) ML 86.7+40.2 69.2+14.6
MD 11224828  43.5+6.6°
Concentration (sptz x109/mL) ML 57,8+30,8 62,5+20,0
MD 93,7+£33,8 82.0+39,0
Abnormal sperm (%) ML 25.5+6.9 18.5%£7.5
MD 28.5+5.4 25.2+11.8

! Main effect (P<0.05) of hormone utilized. Means followed by different

lowercase on a same line are statistically different (F test, P<0.05). CPE: Carp

pituitary extrat; sptz. sperm; ML. Mid-light; MD. Mid-dark.



