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Capitulo |

REVISAO DE LITERATURA

Consideracdo geral sobre a criacdo de peixes migradores nativos e suas

caracteristicas

A maioria dos peixes nativos com potencial zootécnico para a piscicultura é reofilica
(Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007) e, no ambiente natural, necessitam migrar para as
cabeceiras dos rios para se reproduzir (Rezende et al., 1996; Alvarenga et al., 2006; Honji,
2007; Godinho et al., 2007). Quando essas espécies sdo mantidas sob condi¢bes de criacdo,
ocorrem problemas no processo reprodutivo, provavelmente pela auséncia de condicGes
ambientais propicias, sobretudo temperatura, pluviosidade e fotoperiodo, além do estresse
provocado pelo confinamento (Yaron, 1995; Zohar & Mylonas, 2001, Mylonas et al., 2010).
Mesmo assim, 0s migradores nativos estdo no grupo de peixes que quando mantidos em
cativeiro apresentam desenvolvimento ovocitario até a vitelogénese completa (Zohar &
Mylonas, 2001). No entanto, a maturagéo final, ovulagéo e desova ndo ocorrem naturalmente,
de modo que a utilizacdo de horménios exdgenos é um modo efetivo para induzir este
processo, bem como para propiciar 0 aumento do volume de sémen nos machos (Donaldson
& Hunter, 1983; Bromage, 1995; Mylonas et al., 2010).

Dentre as espécies nativas migradoras com potencial zootécnico, podemos destacar o
pacu, pertencente a superordem Ostariophysi, que inclui os peixes de maior valor comercial
na pesca e na piscicultura brasileira. E da ordem Characiformes, um grupo dominante entre os
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peixes de agua doce da Ameérica do Sul, a qual estd amplamente distribuida na regido
neotropical e apresenta o0 maior numero de familias. A subfamilia Myleinae inclui esta espécie
e é representada por peixes herbivoros, preferencialmente frugivoros. Dentre os géneros,
destaca-se o Piaractus e a especie Piaractus mesopotamcius foco deste estudo (Urbinati et al.,
2010).

O pacu apresenta desova total e fecundacgéo externa, a taxa de fecundidade varia entre
297.308 e 377.643 ovécitos quando mantido em cativeiro durante o 1° periodo reprodutivo
(3° ano de vida) (Romagosa et al., 1990). Sendo uma espécie reofilica, sé se reproduz em
cativeiro por estimulacdo hormonal. O periodo de reproducdo da espécie, nas diferentes
regides onde é produzido vai de outubro a marc¢o, tendo um pico entre novembro e janeiro,
época de temperaturas mais altas e maiores indices pluviométricos (Urbinati et al., 2010).

O metodo de hipofisacdo foi desenvolvido na década de trinta, tendo como um dos
seus principais precursores Rodolpho Von lhering (Von lhering & Azevedo, 1936). Esta
técnica foi originalmente desenvolvida a partir da aplicacdo de hipofise de peixes maduros, a
qual promove a retomada da meiose e a maturacgéo final do ovocito (Von lhering & Azevedo,
1936; Goetz, 1983, Nagahama & Yamashita, 2008, Mylonas et al., 2010). A técnica de
hipofisacdo vem sendo a mais utilizada no Brasil e permitiu um avango na producéo aquicola
das espécies nativas migradoras (Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007). No entanto, hoje em
dia, sabe-se que o0 uso de extrato bruto de hipdfise de carpa, assim como de outros horménios
(Horménio liberador de gonadotrofina — GnRH e gonadotrofina coriénica humana — hCG)
ndo promovem ovulacdo bem sucedida na totalidade das fémeas injetadas. Na verdade, apesar
de ndo relatadas cientificamente, observacGes de campo mostram uma grande variagdo no
numero de fémeas que desovam apés a indugdo hormonal, podendo até chegar a zero. Na

auséncia de desova, o abddmen torna-se intumescido e os ovécitos ndo ovulados formam



aglomerados na papila urogenital, popularmente descritos como “ovocitos empedrados”, e as
fémeas que ndo conseguem liberar os ovocitos frequentemente morrem logo apds a inducgéo
hormonal.

No procedimento rotineiro de indu¢do hormonal, as fémeas recebem duas doses de
hipofise (0,5 e 5,0 mg/ kg) com intervalo de dez a doze horas entre as doses (Cecarelli et al.,
2000). A eficacia deste método é comprovada em peixes reofilicos sul-americanos
pertencentes as familias Anostomidae, Curimatidae e Prochilodontidae (Sato et al., 2000;
Sampaio & Sato, 2007). Neste contexto, deve-se salientar que pesquisadores e produtores
mais experientes utilizam diferentes concentracdes e o intervalo de aplicacdo entre as doses, e
ha relato que as matrizes podem responder melhor com uma ou outra destas variacdes. Em
alguns casos, o intervalo entre a primeira e a segunda dose é expandido para 24 ou até 31
horas (Brasil, 2001). No entanto, nenhuma destas variagdes é unanimidade entre produtores, e
nem se comprovou que alguma delas tenha melhorado efetivamente e permanentemente o
desempenho reprodutivo da espécie.

Outra proposta para minimizar os resultados desfavoraveis obtidos pela técnica de
reproducdo induzida é a aplicacdo de uma dose extra de hipofise (priming ou dose
preparatoria. Neste método, as matrizes recebem uma dose extra de horménio (0,25 mg/kg) de
1 a 3 dias antes do tratamento convencional, e de acordo com os autores (Zaniboni Filho &
Barbosa, 1996), o método melhora o desempenho reprodutivo. Existe, ainda, a combinacéo de
diferentes hormonios, como o extrato de hipdfise associado ao GnRH, hCG ou até mesmo a
combinacdo de diferentes fontes de hipdfise (Silva-Filho 1981; Peter et al., 1988; Dumont-
Neto et al., 1997). No entanto, no caso do cachara, Pseudoplatystoma fasciatum, o uso de

hCG associado a hipdfise ndo promoveu resultados favoraveis (Leonardo et al., 2004). Estes



dados avaliados de forma conjunta apontam para possiveis variagdes intra e inter-especificas
das quais ndo se tem conhecimento cientifico em peixes migradores sul-americanos.

Desta forma, apesar das tentativas de variacdo do protocolo tradicional de hipofisacéo
(0,5 mg + 5,0mg/kg com intervalo de 12 horas), por método de “tentativa e erro®, a ovulacéo
muitas vezes ndo € alcancada e os custos sdao altos. Apesar de ndo haver relatos cientificos,
observacdes de campo mostram que o nimero de fémeas de pacu que ovula satisfatoriamente
raramente atinge a totalidade do plantel; todavia como observado em nosso laboratério no
curimbatd, Prochilodus lineatus, o sucesso na desova da maioria das fémeas € alcancado com
maior freqliéncia do que no pacu. Acrescenta-se a estes nimeros as perdas até 0 momento da
eclosdo dos ovos, e durante o processo de larvicultura e alevinagem, e em geral morte de

matrizes apds a inducdo hormonal.

A maturacao final e ovulacédo em peixes e o papel das prostaglandinas

A maturacdo final dos ovdcitos € um pré-requisito para que ocorra a ovulacdo e
envolve o processo de retomada da meiose ainda dentro dos ovarios. Esta etapa ocorre
normalmente algumas horas apds a primeira inducdo hormonal, e € caracterizada por uma
pequena hidratacdo dos ovocitos, principalmente pelo desencadeamento do processo de
quebra da vesicula germinativa (ou nucleo) (Nagahama & Yamashita, 2008). Neste processo,
a vesicula germinativa migra para a periferia do ovécito (ocorre o rompimento do envoltério
nuclear), e perde o formato esférico regular e central que possuia antes do inicio deste
processo (Guraya, 1986; Nagahama & Yamashita, 2008). Concluida a maturacéo final, inicia-
se 0 processo de ovulacdo com a liberacdo dos ovécitos dos foliculos ovarianos (Nagahama &

Yamashita, 2008). A liberacdo dos ovdcitos maduros (ovulacéo) envolve etapas: rompimento



das conexdes entre os microvilos das celulas granulosas com os ovdcitos, estreitamento e
ruptura da parede folicular e ativacdo do processo de contracdo da musculatura lisa da parede
folicular (Goetz, 1983). E sabido que a substdncia mais importante na estimulacdo dos
processos de maturacdo final e ovulacdo € a 170 - 20B-diidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP), um
tipo de prostageno conhecida como “horménio indutor da maturacdo” (MIH) em peixes
(Nagahama & Yamashita, 2008).

O DHP tem sua origem durante a maturacdo final dos ovdcitos, quando células da
camada teca produzem a 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), que por sua vez atravessa a
membrana basal do foliculo e é convertida em DHP pela enzima 20B — hidroxiesterdide
desidrogenase (203-HSD) nas células granulosas. A acdo da enzima 20B-HSD é por sua vez
estimulada pelo horménio luteinizante (LH) (Suzuki et al., 1988; Nagahama, 1994), que
possui receptores nos foliculos ovarianos, 0s quais, quando estimulados, desencadeiam a
sintese e liberacdo do DHP que atua diretamente nos ovdcitos (Nagahama & Yamashita,
2008; Mylonas et al., 2010).i

Neste contexto, Jalabert e colaboradores (1976) demonstraram que quando
administrada em fémeas de truta arco-iris Salmo gairdneri a DHP estimula a maturacao final
e ovulacgdo. Por outro lado, no salmdo coho Oncorhynchus kisutch (Jalabert et al., 1978) e no
“Northern pike” Exous lucius (Montalembert et al., 1978) demonstrou-se que a administracao
apenas de DHP, antes da migracdo da vesicula germinativa, promovia a maturacao final dos
ovocitos, mas ndo a ovulacao.

A eficacia do DHP em induzir o processo de maturacdo e desova também foi
demonstrada in vitro, na perca amarela Perca flavescens, na qual a ovulacdo ocorreu apds
estimulacdo por 17a,20 o — diidroxi-4-pregnen-3-ona (170,203 — P) (170,20p-P) (Goetz &

Theofan, 1979) e DHP (Berndston et al., 1989). Nagahama e colaboradores (1983)



demonstraram que, dentre diversos esteroides utilizados, a DHP ¢é o mais eficaz na indugéo da
maturacao final em diversas espécies, tais como: o ayu Plecoglossus altivelis; salmdo amago
Oncorhynchus rhodurus; e truta arco-iris S. gairdneri e o “goldfish” Carassius auratus. Por
outro lado, em carpa comum, Cyprinus carpio, a administracdo somente de DHP foi
completamente ineficaz, porém induziu a maturacdo final e ovulacdo quando as condi¢des de
temperatura eram extremas (altas) e apds a administracdo de uma dose priming de hipofise
(Jalabert et al., 1977). Desta forma, a literatura indica que o efeito do DHP varia de acordo
com a espécie e também de acordo com as condi¢des experimentais.

Além do DHP, outros progestagenos sdao capazes de atuar na maturacdo e ovulacéo
dos ovécitos de peixes, e outros esterdides também possuem esta capacidade: 17a - 20p,21-
triidroxi-4-prenen-3-ona (Nagahama, 1994); 17a,200—diidroxi-4-pregnen-3-ona (17a,203—P)
e 17,21-diidroxi-4-pregnen-3-ona (17,21-P) (Canario & Scott, 1990); e a 20B-hidroxi-4-
pregen-3-ona (20-P) (Moses & Haider, 1999). No entanto, indubitavelmente, a mais potente,
inclusive confirmada por experimentos in vitro, € a DHP (Goetz & Theofan, 1979, Nagahama
& Yamashita, 2008).

Por outro lado, ndo s6 o DHP, seus precursores e derivados sao indutores da ovulacéo
em peixes, mas outras substancias também possuem papel importante no processo de
maturacao final e desova, entre as quais podemos destacar um grupo de horménios conhecido
como prostaglandinas. Estas substancias, além de apresentarem um papel importante na
inducdo do comportamento reprodutivo de espécies de peixes (Villars et al., 1985; Munakata
& Kobayashi, 2010) estdo comprovadamente relacionadas com o processo de ovulacdo (Lister
& Van der Kraak, 2008 e 2009). As prostaglandinas sao eicosanoides produzidos a partir do
acido araquidonico (AA) e sdo muito eficientes na indugdo da ovulagdo em varios teledsteos

(Ogata et al., 1979; Cetta & Goetz, 1982; Goetz & Cetta, 1983; Jalabert & Szallosi, 1975).



Dentre os subtipos de prostaglandinas, a PGF,, é considerada a mais eficiente na
inducdo a ovulacdo (Kagawa & Nagahama, 1981). Goetz e Cetta (1983) demonstraram em
fémeas maduras de Salvelinus fontinalis um aumento significativo nos niveis plasmaticos e
ovarianos da PGF,, relacionado a ovulagé@o natural, quando comparado aos niveis da mesma
substancia em fémeas maduras que ndo estavam desovando. Na Perca flavescens, foi
demonstrado que o tratamento in vitro de foliculos maduros com DHP induziu a producédo de
prostaglandinas E (PGE) e F (PGF) (Berndtson et al., 1989), e que houve uma relacdo dose-
dependente entre ovulacdo e os niveis de PGF e PGE (Bradley & Goetz, 1994). Na Anguilla
japonica, estudo in vitro demonstrou que o DHP induziu a ovulagdo através da sintese de
prostaglandinas enddgenas nas camadas foliculares (Kagawa et al., 2003).

Desta forma, apesar de ter sido demonstrada a relagéo entre as prostaglandinas e o
processo de ovulacdo nos peixes, hd uma grande escassez de informagfes sobre os
mecanismos que controlam a sintese destas substancias nos ovarios (Lister & Van der Kraak,
2009). Recentemente, alguns estudos tém sido conduzidos em peixes menores e de mais facil
manejo como o zebrafish, Brachydanio rerio (Lister & Van der Kraak, 2008 e 2009). Nesta
espeécie, a inibicdo dos niveis de prostaglandinas com uso de indometacina diminuiu 0 nimero
de ovocitos desovados (ovulacdo), o que sugere o papel das prostaglandinas no processo
natural de maturacéo final e desova na espécie. De forma similar, os niveis de PGF,, e DHP
em fémeas de Brachydanio rerio, em processo natural de desova, sdo significativamente
maiores do que em fémeas que ndo estdo desovando (Lister & Van der Kraak, 2008). Ainda
neste contexto, trabalhos recentes indicam que as gonadotropinas e 0s esterdides gonadais
estdo envolvidos com a regulacdo da via do AA nos foliculos ovarianos (Lister & Van der

Kraak, 2009).



Dado o elevado grau de conservacdo do processo meiotico e de ovulacdo entre
vertebrados (Roelofs et al., 2006; Espey, 1983), é razoavel supor que, em peixes reofilicos, as
prostaglandinas também estejam envolvidas no processo de ovulagdo, de modo que, como ja
verificado em outras especies de peixes (Lister & van der Kraak, 2008 e 2009), € possivel que
este hormonio possa também potencializar o processo de desova em peixes reofilicos nativos,

€COMmo 0 pacu.
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Ovulacao de matrizes de pacu Piaractus mesopotamcius e o papel

da prostaglandina F,

Resumo

Os relatos de produtores e pesquisadores sobre problemas na fase de ovulacdo do pacu Piaractus
mesopotamicus durante a reproducao artificial nos conduziu a avaliar o uso da prostaglandina F,,. O
estudo foi realizado em duas estagdes reprodutivas (2009/2010 e 2010/2011), com dois experimentos
na estacdo 2009/2010 (T1 e T2) um experimento na estagdo 2010/2011 (T3). Foi amostrado um total
de 45 fémeas. As fémeas do grupo controle foram induzidas apenas com extrato bruto de hipofise de
carpa (EC, 6mg/kg), enquanto as do grupo tratado receberam prostaglandina F,, (PGF - 2ml/fémea na
estacdo 2009/2010 e 5ml/fémea na estacdo 2010/2011), além da dose de EC. Nas duas estacOes
observou-se 100% de fémeas desovadas no grupo tratado com PGF enguanto no grupo controle a
desova ocorreu em 52,94% e 83,33% no primeiro e segundo experimentos da estacdo 2009/2010,
respectivamente. Em 2010/2011, somente 25% das fémeas controle desovaram. As taxas de
fecundidade, fertilizacdo e eclosdo nao diferiram (p>0,05) entre os grupos de fémeas. A analise da
freqliéncia de volume de ovdcitos nas diferentes fases de desenvolvimento mostrou, nos ovarios
analisados pos-desova, valores significativamente maiores (p<0,05) de ovdcitos vitelogénicos com
quebra de vesicula germinativa, mas ndo ovulados no grupo controle e maior ocorréncia de ovocitos
pré-vitelogénicos no grupo tratado com PGF. Independente do tratamento, as maiores taxas de
fertilidade ocorreram ao redor de 275 UTA, enquanto a maior parte das fémeas desovou entre 276 e
323 UTA. Do mesmo modo, independente do tratamento, houve um decréscimo significativo (p<0,05)
nas taxas de fertilizacdo e eclosdo na comparacdo das duas coletas de 2009/2010. Os dados obtidos
neste estudo sugerem que a prostaglandina pode aumentar as taxas de desova em fémeas de pacu

induzidas a reproducdo, com efeito evidente na liberagdo dos ovocitos dos foliculos.

Palavras chave: Pacu, ovulagdo, prostaglandinas, foliculo ovariano
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Abstract

Due to reports of fish farmers and researchers about the problems in the ovulation phase of P.
mesopotamicus during its artificial reproduction we evaluated the use of prostaglandin F. The study
was conducted in two spawning seasons (2009/2010 and 2010/2011), with two sampling in season
2009/2010 and one sampling in 2010/2011. Forty five females broodstock were sampled. Control
group was injected with carp pituitary extract (CE, 6mg/kg), while treated group received
prostaglandin F (PGF — 2ml/ 2009/2010 season and 5ml/2010/2011 season) in addiction to CE. In the
two seasons 100% of treated with PGF groups spawned while in control groups 52,94% and 83,33% in
first and second sampling of season 2009/2010 spawned, respectively. In 2010/2011 only 25% of
control group spawned. Fecundity, fertility and hatching rates did not differ (p>0.05) between groups.
The oocytes volume frequency analysis showed that in ovaries after spawning, in control group, there
was a significant higher number (p<0.05) of vitelogenic oocytes with GVBD but anovulated, while in
PGF treated group, a higher number (p<0.05) of pre-vitelogenic oocytes was observed. Independent on
the treatment, the highest fertility rate occurred around 275 ATU, while most of the females spawned
in a range of 276 and 323 ATU. The same way, independent on the treatment, there was a significant
decrease (p<0.05) in fertility and hatching rates comparing samplings from 2009/2010. Data obtained
in this study suggest that prostaglandin F might enhance spawning rate in hormonal induced females

of pacu, with a notable effect on the release of oocytes from the follicles.

Keywords: Pacu; Prostaglandins; Ovulation; Ovarian follicles

14



Capitulo 11

Introducao

A reproducdo em condi¢des de criacdo é o alicerce da producdo de qualquer peixe,
especialmente no caso dos reofilicos, que precisam ser hormonalmente induzidos. No entanto,
hoje em dia, ndo é raro se deparar com relatos de piscicultores e pesquisadores sobre matrizes
que ndo respondem adequadamente a tratamentos hormonais, perda de matrizes apés a
inducdo hormonal, baixa sobrevivéncia de ovos e larvas, ma-formagdo de larvas, e outras
dificuldades que acometem diretamente o processo reprodutivo e a viabilizacdo da producao
destas espécies. O pacu € uma espécie migradora, com alto valor comercial, habito alimentar
herbivoro/frugivoro e possui uma grande producdo no Brasil, principalmente na regido
sudeste (Abimorad et al., 2008; Jomori et al., 2008). De acordo com o Ministério da Pesca e
Aquicultura (2010) sua producdo aumentou de 12,397 toneladas em 2007 para 15,189 e
18,171 em 2008 e 2009, respectivamente. E uma espécie com desova total que depende
exclusivamente de indugdo hormonal para desovar em condigdes de criacdo (Urbinati et al.,
2010). O periodo reprodutivo vai de outubro a marco (primavera/verdo), com um pico entre
novembro e janeiro, periodo com as maiores temperaturas e maiores indices pluviométricos
(Urbinati et al., 2010). Um dos problemas cada vez mais recorrente na reproducéo artificial do
pacu é o insucesso na ovulacdo que resulta na ndo liberacdo dos ovdcitos dos foliculos
ovarianos nas matrizes hipofisadas. Fenémeno popularmente conhecido como
“empedramento”, pelo fato dos ovocitos acumularem-se proximos a papila e ndo serem
liberados.

De acordo com Heinfellner et al. (2011), este fato pode estar relacionado a falha no

processo de ovulagdo, uma vez que, em fémeas de matrinxd (Brycon amazonicus) que
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apresentaram este empedramento, 0s ovocitos passaram pelo processo de maturacao final
(quebra da vesicula germinativa) mas ndo foram eliminados dos foliculos, permanecendo
aderidos ao estroma, dando aos ovarios o carater de “empedrado”.

O processo de ovulagdo resulta na liberacdo dos ovdcitos dos foliculos ovarianos
(Nagahama & Yamashita, 2008). Existem substancias que atuam na maturacdo final e
ovulacdo de peixes como: 17a - 20B-diidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP) (Nagahama &
Yamashita, 2008); 17 o - 208,21 — triidroxi-4-prenen-3-ona (Nagahama, 1994); 17,21-
diidroxi-4-pregnen-3-ona (17,21 — P) (Canario & Scott, 1990) e a 20B-dhidroxi-4-pregen-3-
ona (20 — P) (Moses & Haider, 1999), além de um grupo de substancias conhecidas como
prostaglandinas que além de apresentarem um papel importante na inducdo do
comportamento reprodutivo de diversas espécies de peixes (Villars et al., 1985; Munakata &
Kobayashi, 2010) estdo comprovadamente relacionadas com o processo de ovulacéo (Lister &
Van der Kraak, 2008 e 2009).

Dentro deste contexto, objetivou-se avaliar a possibilidade de potencializar a ovulacédo
do P. mesopotamicus por meio da administracdo de prostaglandina F,, sintética associada ao

agente indutor (hipéfise) a reproducao.

MATERIAL E METODOS

Peixes utilizados e tratamentos

Neste experimento foram utilizadas quarenta e cinco fémeas de pacu de criacdo com
idade entre trés e quatro anos mantidas na Estacdo Experimental de Piscicultura da Empresa
Duke Energy, localizada em Salto Grande — SP, Brasil (22°54723.81”S e 50° 00" 05.06”0).
Os peixes permaneceram em viveiros escavados em terra (200m3), em uma densidade de 0,25
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peixes por m* abastecidos com &gua do Rio Paranapanema, SP, e alimentados com ragdo
comercial (28% proteina bruta (min.); 10% extrato etéreo (min.); 5% matéria fibrosa (max.);
7% de cinza (max.) 10% calcio (max.), 1,2% fosforo (min.) 0,6%) fornecida uma vez ao dia
(16 h) , correspondendo a 3% de biomassa. Os parametros de qualidade de agua observados
durante o periodo experimental (trés semanas) foram: temperatura 26,5 +1,20 °C, oxigénio
dissolvido 5,4 £ 0,44 mg/l e pH a 6,9 + 0,10.

Nas duas estacOes reprodutivas (2009/2010 e 2010/2011), os peixes foram
inspecionados periodicamente nos viveiros durante o periodo reprodutivo (outubro a marco).
As matrizes foram selecionadas aleatoriamente quando consideradas aptas para reproducao,
de acordo com as caracteristicas externas: ventre abaulado, macio e papila urogenital saliente;
e nos machos a fluidez de sémen por meio de massagem abdominal, realizada no sentido
antero-posterior.

Fémeas e machos maduros foram selecionados nos meses de janeiro e fevereiro, com
peso medio de 1,8kg = 2,2 e comprimento médio de 44,47cm + 1,44 (Tabela 1). Apds a
selecdo foram transportados para o laboratério em caixas préprias para transporte e
acondicionados em aquarios (quatro peixes por aquario, machos e fémeas foram mantidos
separados) com capacidade para 500 | de agua, também abastecidas com agua do Rio
Paranapanema, SP. Os peixes foram entdo divididos em dois grupos (controle e tratados com
prostaglandina) e ambos receberam duas doses de extrato bruto de hipofise de carpa EC (0,6 e
5,4 mg/kg, com intervalo de 24 horas entre as doses). O grupo tratado recebeu uma dose de
prostaglandina F sintética (Ciosin/Schering-Plough®) no momento da segunda dose de EC.

Na estacdo reprodutiva de 2009/2010, o grupo tratado recebeu 2mL de prostaglandina
por fémea. Nesta estacdo, foram realizadas duas desovas, uma no dia 28/01/2010 (tratado 1

(T1) e controle (C1)) e outra no dia 12/02/2010 (tratado 2 (T2) e controle 2 (C2).Na segunda
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estacdo reprodutiva 2010/2011, foi realizada uma Unica desova (tratado 3 (T3) e controle 3
(C3) devido a disponibilidade do plantel local. A dose de prostaglandina utilizada foi de 5mL
por fémea.

Os machos utilizados foram induzidos com hipofise e receberam apenas uma dose na

concentragdo de 1,5 ml/kg no mesmo momento que as fémeas receberam a 2° dose.

Avaliacao do desempenho reprodutivo

Na estacdo reprodutiva de 2009/2010, a 2° dose de EC foi aplicada as 22:00 h e a
extrusdo das fémeas foi realizada no dia seguinte, pela manha, 210 horas-grau apés a segunda
dose. Ja& na estacdo reprodutiva de 2010/2011, a 2° dose de EC foi aplicada as 06:40 h e as
fémeas extrusadas no periodo da tarde, 210 horas-grau apds a 2° dose. Apds a extrusao, foi
calculado o percentual de fémeas que desovaram (n° total de fémeas desovadas/n® total de
fémeas*100) e registrado o horario da desova (1° desova - 2009/2010: tratados n=4/ controles
n=17; 2° desova - 2009/2010: tratados n=5/ controles n=12; 3° desova - 2010/2011: tratados
n=3 / controles n=4).

O numero total de ovdcitos liberados de cada fémea foi estimado, e para isso, logo
apos a extrusdo e antes da fertilizacdo, a massa total de ovocitos liberado por cada fémea foi
registrada e amostras de ~1g foram coletadas para a contagem (4 réplicas). A fecundidade
relativa (n° de ovaocitos liberados por grama de peixe) também foi estimada através do n° total
de ovdcitos/quilograma de cada fémea *100.

Depois de registrado o peso, os ovocitos foram fertilizados por um pool de sémen de
machos do mesmo lote (em média quatro machos por desova). Este procedimento foi
realizado para evitar a influéncia de outros fatores além da influéncia das fémeas durante o

processo de reproducdo artificial. Os machos utilizados para os dois grupos (controle e
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tratado) foram os mesmos. Aproximadamente 0,5ml de sémen foi utilizado para fertilizar 50g
de ovocitos.

Foram também estimadas as taxas de fertilidade (percentual de ovdcitos fertilizados 8
horas apos a fecundacgéo) e ecloséo (percentual de larvas-eclodidas 18h apds da fecundagéo)
(n=45). As taxas de fertilidade e eclosdo foram estimadas contando-se os embrides e ovos
gorados, em quatro amostras de 1 mL, de cada incubadora, oito e dezoito horas pés-
fertilizag&o, respectivamente. Foram utilizadas trés incubadoras para cada fémea, e em cada
incubadora foram colocadas em média 200mL de ovacitos. As incubadoras utilizadas eram do

tipo “Israel” de 7 L com fluxo de 5 L por minuto.

Anédlise descritiva e morfomeétrica dos ovarios

Imediatamente apds a desova, fémeas controles e tratadas que desovaram foram
aleatoriamente capturadas (Tabela 1), e eutanasiadas com aprofundamento no plano
anestésico para coleta dos dados biométricos e amostras bioldgicas. Nestas fémeas,
imediatamente ap6s a desova, amostras dos ovarios das regides cranial, média e caudal foram
fixadas em Solucdo de Bouin para o processamento histoldgico de rotina. As amostras foram
incluidas em historesina para obtencdo de cortes histologicos e coradas em hematoxilina-
floxina (Gurr,1971).

Primeiramente, foi realizada uma avaliacdo descritiva destacando-se as caracteristicas
dos ovarios e ovocitos de cada fémea analisada. Apds esta andlise, foi realizada também uma
analise morfométrica dos ovarios para determinacdo da freqliéncia de ovdcitos nas distintas
fases de desenvolvimento e foram classificados como: pré-vitelogénicos (PV); alvéolos
corticais (AC); atrésicos (AT) e vitelogénicos. Trés tipos de ovocitos vitelogénicos foram

encontrados: os imaturos (IM) que ainda ndo apresentavam vitelogénese completa, com
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citoplasma ainda né@o preenchido totalmente por vitelo; os maduros sem quebra de vesicula
germinativa (GVBD) apresentando nucleo central (VNC); e os vitelogénicos com GVBD,
mas que ndo ovularam, e permaneceram aderidos aos ovarios (VR). Foram considerados
também os foliculos poés-ovulatorios (FPO) e tecido intersticial (TI).

As contagens compararam a freqiiéncia de volume ocupada pelos distintos tipos de
ovdcitos e foliculos pds-ovulatérios nos diferentes tratamentos. Para cada peixe, foram
utilizados quatro campos microscopicos (objetiva 4x) de cada regido dos ovarios (anterior,
média e posterior) (12 campos microscopicos por ovario). As contagens foram feitas em um
grid com 352 pontos. Foram computados 0s pontos sobre as distintas estruturas mencionadas
no paragrafo anterior e calculadas suas freqiiéncias (n° pontos * 100/ total de pontos). O
método utilizado para contagem foi o mesmo usado por Alvarenga & Franca (2009) com
algumas modificacGes. Na estacdo reprodutiva de 2009/2010 os peixes das duas desovas
realizadas foram agrupados para estas analises, uma vez que a dose de prostaglandina ndo

variou entre as mesmas.

Analise Estatistica

A normalidade e homocedasticidade foram encontradas para os valores das taxas de
fecundidade, fertilizacdo, eclosdo e foram analisados pelo teste t de Student (a=5%)
comparando o0s grupos controle e tratado nas desovas 1 e 2 (estacao reprodutiva 2009/2010).
Entretanto os parametros de frequéncia de células ovarianas foram realizados pela analise
ndo-paramétrica do teste U de Mann-Whitney (a=5%) para as desovas 1 e 2 (estacdo
reprodutiva 2009/2010), comparando-se os dois grupos tratado e controle. A analise estatistica
foi realizada pelo programa Statistic 7.0 (STATSOFT, 2004). Os dados estdo representados

pelas médias seguida pelo erro-padréo.
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Resultados

Peso e comprimento total

De acordo com a Tabela 1, que apresenta os valores médios de peso, comprimento
total e indice-gonadossomatico (IGS) dos peixes controle e dos peixes tratados com
prostaglandina utilizados nas trés desovas (C1, T1, C2, T2, C3, T3), ndo foram observadas
diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos, sugerindo que estas variaveis nao afetaram

0s resultados obtidos no experimento.

Tabela 1 - Valores médios de peso (kg), comprimento total (cm), indice
gonadossomatico (IGS), N (numero total de peixes) média = EP (erro padrdo) de P.
mesopotamicus controle (C) e tratados com prostaglandina (T), amostrados nas estacdes
reprodutivas de 2009/2010 (1 - janeiro; 2 — fevereiro) e de 2010/2011 (3 — fevereiro).

Variaveis
Peso(kg) Comprimento(cm) 1GS(%) Nitota)  Ndesovadas)

C1 1,95+0,18 44,29+1,17 18,92+4,97 17 8
T1 1,94+0,14 45,20+0,34 16,71+3,19 4 4
C2 2,00+0,10 45,78+0,62 18,33+4,66 12 9
T2 1,80+0,24 44,64+1,67 23,17+4,28 5 5
C3 1,40+0,00 41,30+0,00 17,89+5,05 4 1
T3 1,50+0,44 42 47+3,41 14,99+4,59 3 3

45 30
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Porcentagem de fémeas que desovaram

Na 1° e 2° desovas da estagédo reprodutiva de 2009/ 2010, 100% dos peixes tratados
com prostaglandina desovaram, enquanto que apenas 52,94 e 83,33% dos peixes controle
desovaram respectivamente nos mesmos periodos. Na estacdo reprodutiva de 2010/2011, 25 e

100% dos peixes controle e tratados desovaram, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 — Porcentagem de desova (%) de P. mesopotamicus controle (C) e
tratados com prostaglandina (T), amostrados nas estacdes reprodutivas de
2009/2010 (1 — janeiro; 2 — fevereiro) e de 2010/2011 (3 — fevereiro).

Desempenho reprodutivo

N&o foram encontradas diferengas significativas (p>0,05) entre as taxas de
fecundidade, fertilizacdo e eclosdo comparando os resultados dos grupos controle e os

tratados com prostaglandina dentro da mesma desova (Figura 2).
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Figura 2 — Taxas de fecundidade, fertilizacdo e eclosdo de P. mesopotamicus
controles (C) e tratados com prostaglandina F (T) amostrados nas estacOes
reprodutivas de 2009/2010 (1 - janeiro/2 - fevereiro) e 2010/2011 (3 - fevereiro). As
taxas de fecundidade estdo relacionadas no grafico com o eixo Y e as taxas de
fertilizacdo e eclosdo com o eixo Z. As barras estdo representadas pela média
seguida de EP

Histologia e frequéncia de ovocitos

Na estacdo reprodutiva de 2010/2011 (Figura 3(B)), foi realizado o mesmo processo de
contagens do gque nos outros periodos, porém néo foi possivel aplicar nenhum teste estatistico
pois, apenas uma fémea controle (de quatro injetadas) desovou. Sendo assim, foi realizada
somente uma analise descritiva da freqtiéncia de volume dos ovdcitos. Nos animais tratados
com 2mL de prostaglandina, a freqliéncia de PV remanescentes nos ovarios apos a desova foi
significativamente superior a dos controles (p<0,05) (Figura 3A). Padrdo semelhante foi
encontrado no tratamento com 5 mL (Figura 3B). As frequéncias de VNC, IM, A e Tl ndo
diferiram entre os grupos (p>0,05) (Figura 3A). Ao analisar 0s VR, ou seja, com GVBD, mas
ndo-ovulados, observou-se que a fregiéncia foi significativamente menor (p<0,05) nos peixes
tratados (n=4; 21%) com 2 mL de prostaglandina do que os respectivos controles (n=3; 34%).
Os valores médios deste tipo de ovocito nos animais tratados com 5 mL de prostaglandina foi
numericamente inferior ao valor encontrado para o respectivo controle (~50% menos). Os

animais tratados com 2 e 5mL de prostaglandina apresentaram freqiiéncias de FPO ~2 e ~3
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vezes maiores do que seus respectivos controles, mas ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05). A figura 4 mostra ovarios de fémeas de pacu tratadas com

prostaglandina F (A) e controle (B), evidenciando os foliculos pds-ovulatérios (FPO), ovécitos

vitelogénicos com GVBD, mas ndo ovulados (VR) e pré-vitelogénicos (PV).
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Figura 3 (A) e (B) — Frequéncia dos ovdcitos (%) de P. mesopotamicus
controle e tratados com prostaglandina amostrados nas estacGes reprodutivas
de 2009/2010 (A) (janeiro/fevereiro) (2ml PG) e 2010/2011 (fevereiro) (5ml
PG) (B). PV- pre-vitelogénico; VNC - vitelogénico nucleo centralizado; VR
— vitelogénico com GVBD, mas ndo ovulou; IM — imaturo; FPO — foliculo
pos-ovulatério; A — atrésico; T1 — tecido intersticial. Diferencas estatisticas
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entre grupo controle e tratado estdo demonstradas por asterisco.
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Figura 4 — (A) e (B) — Foto micrografia dos ovario de P. mesopotamicus controle (A) e tratado com
prostaglandina F (B). Foliculo pdés-ovulatério (FPO), ovoécito vitelogénico com GVBD, mas ndo
ovulados (VR) pré-vitelogénico (PV) e vesicula germinativa(GV).  (Hematoxilina-floxina).
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Fertilizacdo e percentual de desova em relagéo as horas- grau apds a 2° dose hormonal

Neste estudo, pudemos comparar também os resultados obtidos, independentemente
de tratamento, entre as desovas. Para isto, todas as fémeas (controles e tratados) de uma
mesma desova foram agrupadas e seus indices (fertilidade e taxa de desova) analisados de
forma conjunta para se ter conhecimento do efeito de cada desova sobre os parametros

encontrados.

Com relacdo ao registro de unidades térmicas acumuladas (horas-grau), verificou-se
que nas duas primeiras desovas (2009/2010) a maioria das fémeas desovou entre 300 e 323
UTA, enquanto que na 3° desova (2010/2011) a maior parte das fémeas desovou entre 276 e
299 UTA. No entanto, as maiores taxas de fertilidade para as trés coletas foram encontradas
para as fémeas que desovam antes, com 275 UTA, e as menores taxas para as fémeas que

desovaram posteriormente com 324 UTA (Figura 5).
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Figura 5 — Fertilizacdo (%) (linhas) e porcentagem de fémeas que desovaram
(%) (barras) em relacédo as horas- grau de P. mesopotamicus amostrados nas
estacOes reprodutivas de 2009/2010 (janeiro (coleta 1)/fevereiro (coleta 2)) e
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Desempenho reprodutivo entre as desovas dentro da mesma estacao reprodutiva

Independentemente dos tratamentos, detectamos um decréscimo significativo (p<0,05)
nos valores das taxas de fertilizacdo e eclosdo quando comparamos as duas coletas
(janeiro/fevereiro) de 2009/2010 (agrupando os tratados com PG e controles de cada coleta)
(Figura 6).

500000

100

400000

itos

300000

(%)

200000

Nimmero de ovoc

100000

1 2
Coletas

Figura 6- Valores das taxas de fecundidade (branco), fertilizacdo (preto) e
ecloséo (cinza) de pacus, amostrados na estacdo reprodutiva de 2009/2010
(janeiro (coleta 1) / fevereiro (coleta 2)). As taxas de fecundidade estdo
relacionadas no grafico com o eixo Y e as taxas de fertilizacdo e eclosdo com
0 eixo Z. Valores estdo representados pela média seguida de EP.
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Discussao

O uso de prostaglandina F sintética (PGF) (Ciosin/Schering-Plough®) neste estudo foi
uma ferramenta eficaz para otimizar o desempenho reprodutivo do pacu. Além disso, 0s
resultados sugeriram que o mecanismo de a¢do da substancia associa-se com 0 ponto mais
falho na desova desta espécie: a ovulacao.

Os resultados obtidos mostraram que a taxa de desova foi constante ao longo das trés
desovas nos animais tratados com PG, alem disso, 100% dos animais tratados desovaram. Por
outro lado, nos controles, a variacdo na taxa de desova foi ampla, de 25% a ~84%. Além do
que, as analises morfométricas revelaram precisamente o efeito da prostaglandina no processo
ovulatorio, intensificando-o nas fémeas tratadas. Neste estudo o uso da PG reduziu
significativamente o nimero de ovGcitos remanescente nos ovarios que apresentavam GVBD
mas que ndo ovularam (VR), estes dados corroboram com estudo recente em Brycon
amazonicus, no qual fémeas que ndo desovaram apresentaram uma porcentagem maior de
ovocitos com VR do que as fémeas que ovularam (Heinfellner, 2011). Assim, podemos
afirmar seguramente que uma falha no processo ovulatério esta relacionado com a auséncia da
desova em peixes tropicais com desova total. Desta forma, o uso de PG pode ajudar a
solucionar um dos principais problemas na reproducao desta espécie que é a inseguranca e a
incapacidade de prever se as fémeas desovardo ou ndo apés o tratamento hormonal.

O papel das prostaglandinas no processo ovulatorio de peixes migradores com desova
total é completamente desconhecido, a maioria dos estudos sdo conduzidos em peixes
modelos ou se referem a estudos in vitro utilizando espécies de regides temperadas. Neste
contexto, sabe-se que a PG é um dos principais horménios que atuam na ovulacdo dos peixes
e na expulsdo dos ovdcitos de dentro dos foliculos (Lister & Van der Kraak, 2008 e 2009).
Stacey & Pandey (1975) foram os primeiros pesquisadores a descrever, no “goldfish”
Carassius auratus, que a ovulagdo induzida in vivo por meio de gonadotrofina coribnica
humana (hCG) podia ser blogueada pela indometacina, um inibidor da atividade da enzima
cicloxigenase que atua na sintese de PG, e logo apds restaurada pela utilizacdo de PG
exogena. Em estudo posterior, as PGs F,,, E;, e E; induziram a ovulacdo na perca-amarela
Perca flavescens em foliculos bloqueados por indometacina (Goetz & Theofan, 1979).
Resultados similares foram obtidos com Brachydanio rerio, no qual a inibi¢do dos niveis de
PG pelo uso da indometacina gerou uma redugdo no numero de ovdcitos desovados (Lister &
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Van der Kraak, 2008). No pacu uma reducdo no nimero de ovécitos VR retidos nos ovarios
pOs-desova, sugerem que o papel desta substancia esta relacionada com o processo de
ovulacdo, mas estudos posteriores, in vitro, podem esclarecer se a prostaglandina esta tambem
relacionada com o processo de maturagéo final (GVBD).

Neste estudo, ndo foi encontrado efeito dose-dependente desta substancia, uma vez
que quando foi usado 5mL de PG (terceira desova) apenas um controle desovou, e ndo foi
possivel analisar estatisticamente os dados de desova e histomorfométricos. De qualquer
forma, com relacdo a taxa de desova e com 0s demais parametros reprodutivos avaliados
neste trabalho, ndo foram encontrados indicios de uma relacdo entre os resultados e a dose
injetada.

Como dito anteriormente, a PG desempenha um papel importante na ovulacdo de
peixes teledsteos (Stacey & Pandey, 1975; Goetz et al., 1982; Lister & Van der Kraak, 2008 e
2009), na inducdo do comportamento reprodutivo (Villars et al., 1985; Munakata &
Kobayashi, 2010) e parece estimular a maturacdo final em algumas espécies de peixes
(Sorbera et al., 2001; Patifio et al., 2003; Lister & Van der Kraak, 2008), mas ndo ha dados
cientificos demonstrando que o uso deste horménio pode reduzir as taxas de fertilidade de
peixes ou causar malformacdes de larvas. Neste estudo, 0 uso de PG ndo afetou os valores das
taxas de fertilidade (média das trés desovas 77,61%) e eclosdo (média das trés desovas 69,77)
entre 0s peixes tratados e controle da mesma coleta. Guerreiro et al. (2011) encontraram
valores semelhantes para as taxas de fertilidade (67%) e eclosdo (77%), mostrando que esta
substancia é de uso seguro. ObservacBes dos autores, ndo-documentadas neste trabalho,
mostraram também o desenvolvimento normal das larvas obtidas das fémeas tratadas até dois
meses apos a eclosdo. O presente estudo também ndo encontrou evidéncia de associacao entre
0 uso de PG e as taxas de fecundidade relativas obtidas. Desta forma, concluimos que a PG
exogena permitiu que o processo de ovulagdo ocorresse numa freqliéncia maior de ovocitos
fazendo com que as fémeas concluissem o processo de ovulacdo, refletindo diretamente nos
maiores valores das porcentagens de desova encontradas nas fémeas tratadas.

Como dito anteriormente, as analises morfométricas revelaram que o uso de PG reduz
significativamente o ndimero de ovocitos VR, os dados indicam que esta substancia
possibilitou um incremento na ovulacdo dos ovécitos com GVBD nas fémeas tratadas.
Resultados similares foram obtidos in vitro por Jalabert & Szallosi (1975) com a truta arco-

iris. Neste caso foliculos maturados in vivo, quando expostos in vitro & PGF foram induzidos
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a ovulacdo. De acordo com os autores, esta resposta foi resultado do efeito da PGF na
contracdo de células semelhantes a células musculares lisas presentes na camada teca do
foliculo. A acéo estimuladora da PGF na ovulagéo foi também descrita in vitro com ovdcitos
de Salvelinus fontinalis (Goetz et al., 1982). De acordo com Stacey & Goetz (1982), as PGs
sintetizadas nos ovarios podem ser importantes especialmente na ruptura dos foliculos e
ovulacdo.

As PGs sdo naturalmente produzidas e liberadas por fémeas de diversas espécies de
peixes durante a desova. De acordo com Ogata et al. (1979) no Misgurnus anguillicaudatus 0s
niveis de PG aumentaram de trés a 12 horas ap6s tratamento com gonadotrofina coribnica
humana (hCG). Em estudos com truta arco-iris, enfocando ovulacdo natural (Goetz & Cetta,
1983) e inducdo com hipdfise (Cetta & Goetz, 1982), observaram um aumento significativo
de PGF no plasma e nos ovarios apds a ovulacdo, em niveis que se mantiveram elevados
durante 24 horas pés-ovulacdo. Além disso, Bouffard (1979) ja& havia demonstrado que o
aumento nos niveis de PGF no fluido ovariano e no plasma s6 ocorre no final da ovulacdo. O
autor sugeriu, ainda, que os elevados niveis de PGF pos-ovulacdo podem depender da
presenca de ovécitos ovulados junto ao limen. Em estudo in vitro realizado por Lister & Van
der Kraak (2008) foi demonstrado que foliculos vitelogénicos sintetizam a PGE;, e PGF,a na
presenca de A&cido araquidonico, de forma dose dependente. Estes dados, analisados
conjuntamente com a otimizacdo na desova do pacu com o uso de PG, sugerem que
possivelmente esta substancia tem papel importante na ovulagao desta espécie e que pode ndo
estar sendo produzida e liberada de forma adequada durante a desova induzida. E
completamente desconhecido porque algumas fémeas de pacu hormonalmente induzidas com
hipdfise (peixes controle) desovam e outras ndo, no entanto, € possivel que nas que nédo
desovam ndo esteja ocorrendo um aumento adequado nos niveis de prostaglandina, sendo
necessaria a administracdo da substancia exdgena. Desta forma é necessario desenvolver
estudos para avaliar a associacdo entre os niveis desta substancia e a desova bem sucedida no
pacu como também investigar o processo de contracdo muscular dos foliculos e um possivel
papel das juncBes celulares adesivas sobre a ruptura dos foliculos. Sendo assim, como
demonstrado em mamiferos (Venutto et al., 1975), é possivel também que as prostaglandinas
também tenham um papel na regulacdo do fluxo sanguineo no sistema reprodutivo de fémeas

de peixes durante a desova. As doses de PGF utilizadas no presente estudo (2 e 5mL por
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peixe, em 2010 e 2011, respectivamente) foram calculadas com base nas doses aplicadas em
outras espécies animais (bovinos, equinos e suinos), conforme o manual do produto.

Este estudo utilizou a PGF, mas outros compostos desta familia de eicosanoides ja
foram testados como indutores de ovulacdo em peixes e as respostas variaram entre as
espécies de peixes estudadas. A PGF foi a mais potente das PGs no processo de estimulacao
da ovulacéo da Salvelinus fontinalis, sendo que houve uma relacdo inversa entre os niveis de
PGE, indicando que nesta espécie a PGE teve acdo inibitéria neste processo (Goetz et al.,
1982). De acordo com Kagawa et al. (2003), as PGs PGE; e PGF;a e PGF,a induziram a
ovulacdo in vitro de ovdcitos da enguia japonesa, porém a PGE; foi ineficaz. Resultados
similares haviam sido descritos por Goetz et al. (1991), em truta arco-iris e na perca-amarela.
Em perca-amarela, as PGs Fy,, E1, € E; (PGE;) induziram ovulacdo em foliculos bloqueados
por indometacina, sendo a PGE; foi a mais efetiva (Goetz & Theofan, 1979). Desta forma, o
uso de PGs, e ndo s6 a PGF, abre um grande gama de possibilidades para incrementar o
processo de desova de peixes migradores nativos, que precisam invariavelmente ser induzidos
a desova. Futuras abordagens podem identificar substancias e doses especificas para cada
espécie e para cada tipo de problema, tendo em vista que o pacu nao é a Unica espécie nativa
que apresenta problemas na ovulacdo em desovas induzidas.

Neste estudo, verificamos também outros aspectos importantes na biologia reprodutiva
desta espécie. Nossos resultados confirmaram relatos de piscicultores sobre a variagdo no
sucesso de desova do pacu. Os resultados mostraram que mesmo numa mesma desova, as
fémeas desovam em periodos diferentes, e que a maior parte das fémeas desta espécie desova
entre 276 e 323 UTA ap0s a 2° dose hormonal, no entanto, as maiores taxas de fertilidade
estdo relacionadas com as fémeas que desovam mais cedo, ou seja, ha uma queda expressiva
nas taxas de fertilidade diretamente proporcional a um tempo maior de desova. Desta forma,
seria interessante em futuras abordagens pesquisar mecanismos que estimulem as fémeas a
desovar antes, mesmo assim é possivel que esta seja uma caracteristica intrinseca de
determinadas fémeas. Outros estudos poderdo indicar se fémeas tratadas com PG desovam
antes, e até mesmo, indicar doses e momentos de aplicagdo que tragam melhores resultados.

Com relagdo as desovas diferentes no mesmo ano, os resultados confirmaram relatos
de produtores que comentam sobre a grande amplitude de variacdo nos resultados nas taxas de
desova, fertilidade e eclosdo entre coletas. Os resultados deste estudo mostraram uma grande

amplitude de variacdo nos controles com relagéo a taxa de desova, realizados no mesmo ano,
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e em anos consecutivos. Na estacdo reprodutiva de 2009/2010, enquanto aproximadamente
50% dos peixes desovaram na primeira desova, na segunda este valor subiu para 80% e caiu
para 30% no ano seguinte, sendo todos os animais tratados com o mesmo protocolo. Além
disso, as analises histomorfométricas e descritivas dos ovarios ndo revelaram diferencas nos
estddios de maturacdo ovariana (especialmente com relagdo a ovdcitos atrésicos),
permanecendo obscuro por que tais valores variaram desta forma. N&o s6 as taxas de desova
variam, mas também as taxas de fertilizacdo e eclosdo com apenas uma semana de diferenca.
Em concluséo, os resultados aqui obtidos demonstram uma alternativa para tentar
solucionar um problema comum na desova induzida do pacu e de outros peixes migradores
através da utilizacdo da PG, a qual pode aumentar as taxas de desova em fémeas de P.
mesopotamicus induzida a reproducdo. A avaliagdo histomorfométrica dos ovarios mostrou
que o efeito desta substancia foi especificamente sobre a ovulacdo, diminuindo a frequéncia

de ovécitos VR.

Referéncias

Alvarenga ER, Franga LR. 2009. Effects of different temperatures on testis structure and
function, with emphasis on somatic cells, in sexually matura nile tilapias (Oreochromis
niloticus). Biology of Reproduction, 80:537-544.

Abimorad EG, Squassoni GH, Carneiro DJ. 2008. Apparent digestibility of protein and amino
acid in some selected feed ingredients for pacu (Piaractus mesopotamicus). Aquaculture
Nutrition, 14:374-380

Bouffard RE. 1979. The role of prostaglandins during sexual maturation, ovulation and
spermiation in the goldfish, Carassius auratus. M.Sc. Thesis, University of British

Columbia, VVancouver, British Columbia.

Canario, AVM, Scott, AP. 1990. Identification of and development of redioimmunoassays for
17,21 — dihydroxy-4-pregnen-3, 20-dione in the ovaries of mature plaice (Pleuronectes

platessa). General and Comparative Endocrinology, 78:273-285.

33



Cetta F, Goetz F W. 1982. Ovarian and plasma prostaglandin E and F levels n brook trout
during pituitary-induced ovulation. Biology Reproduction, 27:1216-1221.

Goetz, FW, Theofan G. 1979. In vitro stimulation of germinal vesicle breakdown and
ovulation of yellow perch (Perca flavescens) oocytes: Effects of 17,20 a — diidroxi-4-
pregnen-3-one and prostaglandins. General and Comparative Endocrinology, 37: 273-
285.

Goetz F W, Smith D C, Krickl S P. 1982. The effects of prostaglandins, phosphodiesterase
inhibitors, and cyclic AMP on ovulation of brook trout (Salvelinus fontinelis) oocytes.
General and Comparative Endocrinology. 48: 154-160.

Goetz FW, Cetta F. 1983. Ovarian and plasma PGE and PGF in naturally ovulating brook
trout (Salavelinus fontinalis) and the effects of indomethacin on prostaglandin levels.
Prostaglandins, 26: 387-395.

Goetz F W, Berndtson A K, Ranjan M. 1991. Ovulation: Mediators at the ovarian level. In:
Kang PK, Schreibman MP, Jones R (eds). Vertebrate Endocrinology, Fundamental and
Biomedical Implications, Vol. IV, Reproduction. Academic Press, New York; 127-203.

Guerreiro LRJ, Dias JAD, Fornari DC, Ribeiro RP, Zanoni MA. Incubacdo de ovos e larvas
de pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) em incubadoras do tipo israelense e
Woynarovich. Semina 2011;32:781-794.

Gurr E.1971. Synthetic dyes in biology, medicine and chemistry; Academic Press, London,
England.

Hainfellner P. Munbz ME, De Souza TG, Batlouni SR, Freitas GA. 2011. A falha na desova
de fémeas de Brycon amazonicus pode estar relacionada com ovulacdo e ndo com a
inducdo a maturacao final dos ovocitos. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia. (in press).

Jalabert B, Szollosi D. (1975). In vitro ovulation of trout oocytes: effect of prostaglandin on
smooth muscle-like cells of the theca. Prostaglandins, 9: 765-779.

Jomori RK, Ducatti C, Carneiro DJ, Portella MC.2008. Stable carbon (d13C) and nitrogen
(d15N) isotopes as natural indicators of live and dry food in Piaractus mesopotamicus
(Holmberg, 1887) larval tissue. Aquaculture Reaserch, 39:370-381.

Kagawa H, Tanaka H, Unuma T, Ohta H, Geen K, Ozukawa K. 2003. Role of prostaglandin
in the control of ovulation in the Japanese eel Anguilla japonica. Fisheries Science, 69:

234-241.
34



Lister A, Van Der Kraak GJ. 2008. An investigation into the role of prostaglandins in
zebrafish oocyte maturation and ovulation. General and Comparative Endocrinology,
159: 46-57.

Lister A, Van Der Kraak GJ. 2009. Regulation of prostagladin synthesis in ovaries of
sexually-mature zebrafish (Danio rerio). Molecular Reproduction & Development, 76:
1064-1075.

MPA — Ministério da Pesca e Aquicultura. Boletim Estatistica da Pesca e Aquicultura 2008-
2010. Disponible at: HTTP://www.mpa.gov.br Accessed at: 10/21/2012

Moses R, Haider, S. 1999. Confirmation of maturation induced esteroids in a freshwater
catfish, Clarias batrachus, In: 6° International Symposium on the Reproductive
Physiology of Fish, Bergen, July 4-5.

Munakata A, Kobayashi M. 2010. Endocrine control of sexual behavior in teleosteos fish.
General and Comparative Endocrinology, 165: 456-468.

Nagahama Y, Yamashita M. 2008. Regulation of oocyte maturation in fish.Development

Growth Differentiation, 50: 195-2109.

Ogata H, Nomura T, Hata M. 1979. Prostaglandin F, alfa changes induced by ovulatory
stimuli in the pond loach, Misgurnus anguilicaudatus. Bull. Jap. Soc. Scient Fish. 45:
929-931.

Patifio R, Yoshizaki G, Bolamba D, Thomas P. 2003. Role of Arachidonic Acid and protein
kinase C during maturation-Inducing hormone dependent meiotic resumption and
ovulation in ovarian follicles of Atlantic croaker. Biology of Reproduction, 68: 516-523.

Sorbera L, Asturiano J, Carrillo M, Zanuy S. 2001. Effects of polyunsaturated fatty acids and
prostaglandins on oocyte maturation in a marine teleost, the European sea bass
(Dicentrarchus labrax). Biology of Reproduction, 64: 382—-389.

Stacey N E, Pandey S. 1975. Effects of indomethacin and prostaglandins on ovulation of
goldfish. Prostaglandins, 9:597-607.

Stacey N E, Goetz F W. 1982. Role of prostaglandin in fish reproduction. Canadian Journal.
Fisheries and Aquatic Science, 39:92-98.

STATSOFT, Inc. Statistica: data analysis software system, version 7, 2004.

Urbinati EC, Goncalves FD, Takahashi LS. Pacu Piaractus mesopotamicus. In: Baldisseroto
B, Gomes LC, editors. Espécies Nativas para piscicultura no Brasil. Santa Maria: Editora
UFSM; 2010. p.1-606.

35



Venutto RC, O"Dorisio T, Stein JH, Ferris TF. 1975. Uterine prostaglandin E secretion and

uterine blood flow in the pregnant rabbit. The Journal of Clinical Investigation, 55:193-197.

Villars TA, Hale N, Chapnick D. 1985. Prostaglandin-F,, stimulates reproductive behavior of
female paradise fish (Macropodus opercularis). Hormones and Behavior, 19: 21-35.

36



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	CAPÍTULO I
	Revisão de literatura
	Referências

	CAPÍTULO II
	Resumo
	Abstract
	Introdução
	Material e Métodos
	Resultados
	Discussão
	Referências




