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INTRODUCAO GERAL



Os teleosteos apresentam uma enorme variedade de espécies, mas estudos detalhados
do inicio de seu desenvolvimento sdo pouco comuns (Shardo, 1995). O conhecimento da
ontogenia e morfogénese dos peixes fornece importantes informagdes ecoldgicas e bioldgicas.

O género Brycon pertence & familia Characidae, distribui-se amplamente na América
Central e do Sul (Howes, 1982) e apresenta varias espécies utilizadas em criacOes
experimentais e comerciais. S&0 espécies de grande valor econdmico que se distribuem pelas
principais bacias hidrogréficas brasileiras (Mendonca, 1996) e o matrinx& (Brycon cephalus) ,
originario da Bacia Amazonica (Howes, 1982), é uma das principais espécies deste género.
Sua criagdo tem despertado grande atencdo por parte de pesquisadores, considerando-se sua
grande potencialidade para a piscicultura, devido a facil adaptacdo ao cultivo, crescimento
rapido, habito alimentar onivoro e valor econdmico (Bernardino et al., 1993; Zaniboni Filho
et al., 1988, Scorvo-Filho et al., 1998; Melo & Pereira, 1999; Gomes et al., 2000; Carneiro &
Urbinati, 2001a,b; Soares et al., 2001; Urbinati & Carneiro, 2001; Carneiro & Urbinati, 2002).
Apesar dessas qualidades, sua criacdo em sistemas controlados ainda apresenta dificuldade
devido sua baixa sobrevivéncia na fase larval (Ceccarelli, 1997).

O inicio do desenvolvimento dos peixes, assim como de todos os vertebrados, é um
periodo critico, durante o qual ocorre a diferenciacdo dos sistemas e 6rgaos (Brown & Nufiez,
1994). Nos vertebrados, os hormonios tireoidianos (HTs) tém papel essencial na regulagdo
das mudancas moleculares, bioquimicas e morfologicas que ocorrem durante o
desenvolvimento inicial, diferenciacéo de tecidos e metabolismo. A maioria dos vertebrados é
incapaz de crescer e atingir sua forma adulta normal sem estes hormonios (Robert et al., 1998)
e a metamorfose dos anfibios, bem como a degradagéo dos tecidos larvais e a organogénese, é

quase que exclusivamente controlada pelos HTs (Shi et al., 1986). Embora algumas das a¢des



dos HTs sejam diretas, eles sdo necessarios em acles permissivas, potenciando a acgdo de
outros horménios em processos especificos (Robert et al., 1998).

Nos peixes, a regulacdo da funcdo tireoidiana ocorre em dois pontos bésicos: a
estimulacdo da secrecdo do T, (tetraiodotironina ou tiroxina) pela glandula através do eixo
hipotdlamo - hipofise e a conversdo periférica do T, em T3 (triiodotironina), para interagéo
com os receptores nucleares (Eales & Himick, 1988). A sintese dos hormdnios tireoidianos
ocorre no foliculo tireoidiano, constituido por uma camada simples de células epiteliais que
envolve um espacgo preenchido por um coldide onde acham-se distribuidos os horménios,
principalmente T, e em menor quantidade T3. O T4 tem poucas ac¢des diretas e € considerado
precursor do T3, a forma biologicamente do horménio (Eales & Himick, 1988). Estudos in
vitro mostram que os receptores nucleares se ligam com muito mais afinidade ao T3 que ao
T4 (Nowell et al., 2001). A agdo dos hormdnios tireoidianos é mediada por sua ligagdo a
receptores nucleares que agem diretamente em genes-alvo, ligando-se a sequéncias
especificas do DNA para aumentar ou diminuir a expressdo génica e promover a resposta
celular dos horménios (Yen & Chin, 1994).

As fungdes bésicas do sistema enddcrino dos peixes se instalam no final da fase de
desenvolvimento embrionério (Tanaka, 1991). A participacdo dos HTs na embriogénese e
desenvolvimento larval tem sido observada em estudos nos quais estes horménios sdo
extraidos de ovos e larvas e quantificados por técnicas de radioimunoensaio e de biologia
molecular (de Jesus et al., 1991; de Jesus & Hirano, 1992; Power et al., 2001; Dean & Woo,
2002) ou atraves da determinacdo da atividade dos receptores nucleares dos HTs (Essner et
al., 1997, 1999; Yamano & Miwa, 1998; Liu & Chan, 2002). Entretanto, 0 T4 e T3 séo de
origem materna, pois foliculos tireoidianos sdo ausentes nos embrides (Power et al., 2001). A
auséncia de uma glandula tire6ide nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario de

Danio rerio sugere auséncia de HTs de producdo propria (Essner et al., 1997). A fisiologia



dos reprodutores e a gametogénese sdo fatores importantes na qualidade dos ovos e
viabilidade larval e o mecanismo pelo qual os HTs participam destes processos tem sido
investigado em varias espécies (Brown et al., 1988; Ayson & Lam, 1993; Mylonas et al.,
1994). Uma correlacéo positiva foi encontrada entre o status tireoidiano e o status reprodutivo
e picos sazonais de HTs séo coincidentes com maturacdo gonadal e reproducgédo (Cyr & Eales,
1996; Soares, 2000). E possivel que concentracdes elevadas destes hormdnios sejam
necessarias para assegurar concentracfes adequadas nos ovocitos em desenvolvimento.
Estudos nos quais HTs foram extraidos das gbnadas em desenvolvimento, ou nos quais T3 foi
administrado aos reprodutores (Brown et al., 1988; Ayson & Lam, 1993; Weber et al., 1992;
Mylonas et al., 1994; Tagawa et al., 1994), mostraram que eles se acumulam nos ovAcitos
durante a maturagdo gonadal.

Os HTs podem estimular varios aspectos da embriogénese por apresentarem profunda
influéncia no crescimento e maturagéo de muitos tecidos (Moon et al., 1994). A administragéo
de HT exdgeno, além de promover alteracdes na taxa de metamorfose e morfologia externa de
varias espécies (Inui & Miwa, 1985; Miwa & Inui, 1987; Inui et al., 1989; Yamano et al.,
1991), parece afetar o desenvolvimento de outros tecidos, tais como do sistema
gastrointestinal (Miwa et al., 1992; Walford & Lam, 1993; Huang et al., 1998; Nayak et al.,
2000; Liu & Chan, 2002), eritrocitos (Miwa & Inui, 1991; luchi, 1973; Yamamoto & luchi,
1975; Al-Adhami & Kunz, 1976), bexiga natatoria (Brown et al., 1988; Liu & Chan, 2002),
cartilagens (Liu & Chan, 2002), musculos (Yamano et al., 1994; Liu & Chan, 2002; Martines

et al., 1995) e esqueleto (Faustino & Power, 1998, 1999, 2001).

Os processos anabolicos, por meio dos quais 0s nutrientes absorvidos sdo convertidos
em tecidos durante o metabolismo, sdo regulados por horménios que estdo entre os principais
fatores que ajudam a promover o crescimento corporal, associados a fatores genéticos e

nutricionais (Weatherley & Gill, 1989). Segundo esses autores, os HTs podem influenciar no



crescimento. Entretanto, ainda ndo esta claro se o seu efeito promotor de crescimento é uma
consequéncia de sua acdo direta ou se eles potencializam a atividade anabdlica de outros
hormonios, especialmente o hormonio de crescimento (agindo sinergicamente ou com efeito
permissivo), ou exercem alguma influéncia mais generalizada no metabolismo (Plisetskaya et
al., 1983).

Foram relatados efeitos benéficos de niveis de T3 materno elevados por administracéo
exdgena no subseqliente desenvolvimento larval e sobrevivéncia em Sarotherodon niloticus,
Cyprinus carpio, Morone saxatilis, Oreochromis mossambicus, Siganus guttatus, Epinephelus
coiodes e Hippoglossus stenolepis (Nacario, 1983; Lam & Sharma, 1985; Brown et al., 1988,
1989; Reddy & Lam, 1992a e b; Ayson & Lam, 1993; De Jesus & Simpas 1998; Stickney &
Liu, 1999), embora efeitos negativos também tenham sido relatados em Cyprinus carpio,
Oreochromis niloticus, Salmo trutta, Danio rerio (Lam & Sharma, 1985; Mylonas et al.,
1994), principalmente quando doses altas de hormdnio foram utilizadas (Nacario, 1983; Liu
& Chan, 2002). Por outro lado, deficiéncia de HT nos ovos de Oryzias latipes (Tagawa &
Hirano, 1991) e Siganus guttatus (Ayson & Lam, 1993) ndo parecem ter afetado o
desenvolvimento larval. Estes resultados controversos ndo séo explicados e podem estar
relacionados com diferengas nas doses utilizadas e modo de administracdo dos horménios.

Os estudos disponiveis sobre a acdo dos HTs no desenvolvimento inicial dos peixes
envolvem as mudancas que acompanham a transicdo de larva a juvenil, tanto em espécies que
sofrem metamorfose (Paralichthys olivaceus, Inui & Miwa, 1985; Miwa & Inui, 1987;
Yamano et al., 1991a; Inui et al., 1995; Conger myriaster, Yamano et al., 1991b; Carassius
auratus, Reddy & Lam, 1992; Petromyzon marinus, Youson, 1994; Danio rerio, Brown,
1997; Epinephelus coioides, de Jesus et al., 1998; Paralichthys dentatus, Gavlik et al., 2002)
como naquelas que ndo passam por este processo (Onchorhynchus mikiss, luchi, 1973 e

Yamamoto & luchi, 1975; Pterophyllum scalare, Al-Adhami & Kunz, 1976; Sarotherodon



mossambicus, Lam, 1980; Sarotherodon niloticus, Nacario, 1983; Cyprinus carpio, Lam &
Sharma, 1985; Chanos chanos, Lam et al, 1985; Siganus guttatus, Ayson & Lam, 1993;
Sciaenops ocellatus, Moon et al, 1994; Salmo trutta, Mylonas et al., 1994; Salvelinus alpinus,
Martines et al., 1995; Coregonus albula, Mancarz et al., 1995 e Demska-Zakes et al., 1995;
Polydactylus sexfilis, Brown & Kim, 1995; Stizostedion vitreum, Hey et al., 1996; Morone
saxatilis, Huang et al., 1996; Sparus sarba, Deane & Woo0, 2002). Poucos estudos se referem
a espécies tropicais (Sarotherodon mossambicus, Lam, 1980; Sarotherodon niloticus,
Nacario, 1983; Cyprinus carpio, Lam & Sharma, 1985; Oreochromis mossambicus, Reddy &
Lam, 1992; Heteropneustes fossilis, Nayak et al., 2000).

Um melhor entendimento do papel do sistema endocrino, e em particular dos HTs, no
desenvolvimento inicial dos peixes poderéa trazer melhorias na larvicultura e produzir grande

impacto na aquicultura.
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RESUMO

Para avaliar o efeito da exposicdo de ovos de matrinxd a triiodotironina, sobre o
desenvolvimento embrionario, ovocitos extrusados foram fertilizados e imersos em solugdes
de 0,00; 0,01; 0,05 e 0,10ppm de triiodotironina, durante a hidratacdo. A pesquisa foi
desenvolvida no Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais (CEPTA/IBAMA),
Pirassununga, SP, e Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal, SP. Para a observacgdo do
desenvolvimento embrionario, da fertilizacdo até a eclosdo das larvas, durante as duas
primeiras horas apos a fertilizacdo os ovos foram amostrados a cada 15 minutos, e depois a
cada 30 minutos e observados ao esteromicroscopio. Foi calculado a taxa de eclosdo e a
contagem dos ovos para classificagdo quanto a qualidade. Os ovos (50 por fémea) obtidos por
desova induzida mostraram-se esféricos, com didmetro medio de 912,5 + 15,31 um,
independente do tratamento. Apos a fertilizagdo aconteceu a formacéo do disco germinativo
no polo animal, o que classifica estes ovos como telolécitos e também polilécitos, em virtude
da grande quantidade de vitelo e a clivagem em parcial ou merobléstica, acontecendo apenas
no polo animal. O desenvolvimento embrionario do matrinx ocorreu a temperatura de 27°C
em um intervalo de aproximadamente 12 horas para ovos do grupo controle e os que
receberam o hormonio na dose de 0,1ppm, 12 horas e 30 minutos para aqueles da dose
0,05ppm e 13 horas para os da dose de 0,01ppm. Pela taxa de eclosdo, observou-se que a
imersdo dos ovos em triiodotironina ndo afetou o nimero de ovos com larvas viaveis e larvas
mortas e 0s ovos expostos a dose de 0,01ppm apresentaram maior nimero de larvas com

anormalidades.
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ABSTRACT

The present work evaluated the effect of the exposure of matrinxa (Brycon cephalus)
eggs to triiodothyronine (T3) on the embrionic development. The study was performed at the
Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais (CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, and
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias, UNESP, Jaboticabal campus, SP. Fertilized eggs were exposed to 0.00; 0.01;
0.05 e 010ppm T3 and samplings were carried out at each 15 minutes during the first 2 hs after
the fertilization and following at each 30 minutes to observation in stereomicroscopy.
Hatching rate and eggs counting were done to qualify the biological material. Eggs (50 per
female) were spheric, average diameter of 912.5 + 15.31 um regardless the treatment. After
fertilization, it was possible to observe the germinative disk at animal pole, what characterize
the eggs as telolecits and polilecits due to the great amont of yolk, and partial cleavage, or
meroblastic cleavage occurring only in the animal pole.

The embrionic development of matrinxd occurred at 27°C in intervals of 12hs in the
control group (Oppm T3) and 0.1ppm group, 12:30hs in the 0.05ppm group and 13hs in the
0.01ppm group. The hatching rate showed that the exposure of the eggs to triiodothyronine
did not affect the number of viable and dead larvae. Besides eggs exposed to 0.01ppm T;

produced higher number of abnormalities.
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INTRODUCAO

Os peixes teledsteos apresentam uma enorme variedade de espécies, mas estudos
detalhados do inicio de seu desenvolvimento sdo pouco comuns (Shardo, 1995). Os estudos
de ovos e larvas sdo relevantes para o conhecimento global da biologia e sistematica das
espécies de peixes, particularmente em seus aspectos relacionados a variagdo ontogénica na
morfologia, crescimento, alimentagdo, comportamento e mortalidade (Nakatani et al., 2001).

Muitas pesquisas envolvendo a criagdo de matrinxd (Brycon cephalus) vém sendo
realizadas devido sua grande potencialidade para a piscicultura, proporcionada pela facilidade
de adaptacdo ao cativeiro, rapido crescimento, habito alimentar onivoro e valor econémico
(Zaniboni Filho et al., 1988, Scorvo-Filho et al., 1998; Gomes et al., 2000). Estudos sobre a
fase inicial da vida desta espécie ainda séo incipientes (Ceccarelli, 1997; Romagosa, 1998;
Senhorini, 1999; Urbinati et al.,, 2002) e ndo abordam aspectos do desenvolvimento
embrionario.

O inicio do desenvolvimento dos peixes, assim como de todos os vertebrados, inclui
uma série de periodos criticos, durante os quais acontecem a diferenciacdo dos sistemas e
6rgdos (Brown & Nufiez, 1994). Os hormonios tireoidianos, incluindo os de origem materna,
podem estimular varios aspectos da embriogénese (Power et al., 2001) durante estas fases
criticas, por apresentarem influéncia no crescimento e maturagdo de muitos tecidos (Moon et
al.,1994).

As fungdes basicas do sistema endocrino dos peixes ocorrem ao final da fase de
desenvolvimento embrionario e desempenham um importante papel no desenvolvimento e

crescimento das larvas (Tanaka, 1991).
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Segundo Ayson & Lam (1993), alguns horménios se depositam nos ovos por
transferéncia materna, e sdo utilizados até que seus proprios Orgdos endocrinos estejam
desenvolvidos e funcionais. Ao pesquisarem fémeas de Siganus guttatus injetadas com T,
estes autores verificaram que os niveis plasmaticos de T3 e T, aumentaram 24 horas ap6s a
injecdo e diminuiram algumas horas antes da desova. Nos ovos, momento antes da
fertilizacdo, os niveis de T3 e T4 eram significativamente maiores do que aqueles provenientes
de fémeas ndo injetadas.

Nos ovos de peixes, ha grande concentragdo de hormonios tireoideanos antes de
ocorrer a proliferacdo e diferenciacdo celular e, com o desenvolvimento, este nivel diminui
(Lam, 1994). Raine & Leatherland (1999), ao estudarem em truta arco iris, a ontogenia do
tecido tireoidiano e a utilizagdo dos horménios produzidos por esta glandula, verificaram um
declinio nos niveis hormonais do inicio ao final do desenvolvimento embrionario.

Experimentos com hormdnios tireoidianos exdgenos em peixes mostram efeitos
positivos no crescimento, desenvolvimento, sobrevivéncia larval, além de aceleracdo da
absorcdo do saco vitelinico (Lam, 1980; Lam & Sharma, 1985; Brown & Nufiez, 1994;
Ayson & Lam, 1993; Hey et al., 1996 e De Jesus et al., 1998). Segundo Weartherley & Gill
(1989), os horménios tireoidianos podem influenciar o crescimento, mas néo é certo se este
crescimento € uma acgdo direta destes hormdnios ou se eles potencializam a atividade
anabolica de outros hormdnios, mais particularmente o de crescimento, ou ainda, se de forma
generalizada, influenciam o metabolismo de modo permissivo, interagindo com outros
hormonios (Plisetskaya et al., 1983).

A técnica de imersdo de larvas tem sido utilizada como uma estratégia experimental
para se avaliar efeitos dos hormonios tireoidianos no desenvolvimento de peixes (Lam, 1980;
Nacario, 1983; Lam & Sharma, 1985; Lam et al., 1985; Lam, 1991; Reddy & Lam, 1992;

Huang, 1996; Tay et al., 1995; de Jesus et al., 1998 e Stratholt et al., 1997).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da exposi¢cdo de ovos de

matrinxa (Brycon cephalus) a triiodotironina sobre o desenvolvimento embrionario.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal.

Quatro fémeas de matrinxd@ foram induzidas a reproducdo segundo técnica de
Woynarovich & Horvath, (1983) e os ovdcitos extrusados de cada uma foram fertilizados
(Figura 1A) e divididos em 4 partes iguais (aproximadamente 20.000 ovos/parte). Cada parte
foi hidratada com 500 ml de solugdes de triiodotironina (0,00ppm, 0,01ppm, 0,05ppm e
0,10ppm), por 15 minutos. A seguir, os ovos foram transferidos para incubadoras conicas de
fibra de vidro 60 L, com agua em fluxo continuo e temperatura de 27°C (Figura 1B).

Para observacdo do desenvolvimento embrionario, da fertilizacdo até a eclosdo das
larvas, 50 ovos foram retirados, a cada 15 minutos, durante as 2 primeiras horas ap6s a
fertilizacdo, e a cada 30 minutos, ap6s 2 horas, fixados em solucdo Karnowsky e observados
ao estereomicroscopio.

Para o calculo da taxa de eclosdo, foram retiradas quatro amostras de ovos de cada

incubadora para contagem do numero de ovos e classificagdo quanto & sua qualidade. Os
resultados foram transformados pela expressdo y = arcsen./x/100, sendo X expresso em

porcentagem. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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RESULTADOS

Os ovos eram esféricos, com diametro médio de 912,5 + 15,31 um, independente do
tratamento. O desenvolvimento embrionario ocorreu em intervalo de aproximadamente 13

horas, a temperatura de 27°C, e foi caracterizado pelas fases descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Tempo em horas decorrido desde a fertilizacdo até 0 momento de

cada fase do desenvolvimento embrionario.

Triiodotironina (ppm)

Fases 0 0,01 0,05 0,1
| 1:00 1:15 1:.00 1:15
| 1:30 1:45 1:30 1:45
11 2:30 2:30 2:30 3:00
v 5:00 5:30 5:00 5:00
\% 6:00 6:00 6:30 6:00
VI 8:00 8:00 8:00 8:30
Vil 8:30 9:00 9:00 9:00
VI 10:00 11:00 10:00 11:00
IX 12:00 13:00 12:30 12:00

Fase I: ovos envolvidos por espaco perivitelinico, delimitado pelo cério (membrana
permeavel ao ambiente aquatico). Nesta fase, foi possivel observar o vitelo segregado no polo
vegetativo, e, na parte superior, a presenca do polo animal.

Fase II: aparecimento dos primeiros planos de clivagens (Figura 2A).

Fase 111: polo animal constituido por muitas células, caracterizando a fase de morula

ou de bléastula (Figura 2B).
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Fase I1V: blastoderma iniciando o movimento de epibolia (parte da massa vitelinica
envolvida pelas células blastodérmicas e presenca do anel embrionério) caracterizando a fase
de géstrula (Figura 2C).

Fase V: aparecimento dos primeiros pares de somitos, bem como dos esbogos da
cabeca e da cauda (Figura 2D).

Fase VI: presenga das vesiculas Optica e Otica, na altura das vesiculas encefalica
anterior e posterior, respectivamente (Figura 2E).

Fase VII: embrido bem desenvolvido, com cauda ainda aderida ao vitelo (Figura 2F).

Fase VIII: embrido com a cauda parcialmente aderida e apresentando os primeiros
movimentos.

Fase 1X: eclosédo das larvas, apresentando cauda totalmente solta, movimentos rapidos

e corio amolecido (Figura 2G).

A analise da taxa de eclosdo mostrou que a imersédo dos ovos em triiodotironina néo

afetou o numero de ovos com larvas viaveis e larvas mortas (P>0,05). Os ovos expostos a

dose de 0,01ppm deram origem a maior numero de larvas com anormalidades (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de eclosdo (%) de larvas provenientes de ovos expostos a triiodotironina (Tz).

Ts (ppm)
Qualidade das larvas (%) 0 0,01 0,05 0,10 C.V. (%)
Viaveis 64,75a 68,81a 72,78a 58,24a 22,22
Mortas 24,40a 19,07a 15,91a 30,38a 60,63
Anormais 5,18b 7,89a 5,28b 5,38b 59,33

Médias seguidas de mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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DISCUSSAO

As fases do desenvolvimento embrionario descritas no matrinxa sao semelhantes as de
outros teleosteos (Lagler et al., 1977; Castellani et al., 1994; Ribeiro et al., 1995; Shardo,
1995).

Apoés a fertilizacdo do ovo, ocorre a formacdo do espaco perivitelino que representa
protecdo para o embrido contra danos provocados pelo ambiente (Kovac, 2000), favorece o
crescimento harmonioso e o desenvolvimento muscular e esquelético da futura larva
(Castellani et al., 1994; Ribeiro et al., 1995). Foi observado um amplo espago perivitelino,
como descrito em outras espécies (Laale, 1980; Shardo, 1995).

A entrada do gameta masculino no ovocito causa uma reacdo interna na superficie do
citoplasma, estabelecendo a formacdo do disco germinativo no polo animal, o que classifica
estes ovos como telolécitos e também polilécitos, em virtude da grande quantidade de vitelo
(Lagler et al., 1977; Leme dos Santos & Azoubel, 1999). Em conseqiiéncia disto, o processo
de segmentacdo, nos ovos de matrinxa, é parcial ou meroblastico, acontecendo apenas no polo
animal.

A continuidade deste processo, tipico dos teledsteos, leva a diminui¢cdo do tamanho
dos blastdmeros e a formagdo das células blastodermicas e das células periblasticas. A partir
dai, tem inicio o movimento de epibolia (Shardo, 1995). Nos teledsteos, 0 movimento de
epibolia acontece durante a fase de gastrula (Warga & Kimmel, 1990). Em ovos de tambaqui
e tambacu (Ribeiro et al., 1995), este movimento termina antes do aparecimento dos primeiros

somitos, do mesmo modo que o verificado neste estudo.
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Por volta de seis horas ap6s a fertilizacdo, independente do tratamento hormonal,
ocorreu o aparecimento dos somitos e a diferenciagdo dos esbogos da cabeca e da cauda,
diferente do encontrado para Brachydanio rerio, no qual verificou-se, inicialmente, o
aparecimento da cabeca e da cauda e depois a formacdo dos somitos (Warga & Kimmel,
1990).

De acordo com Lagler et al. (1977), Vieira & Johnston (1999) e Privittera (2001), o
tempo de desenvolvimento embrionario de peixes tropicais esta diretamente relacionado com
a temperatura, enquanto que os hormonios tireoideanos estdo associados a desenvolvimento
acelerado dos peixes (Brown & Nufiez, 1994). Neste estudo, a temperatura da dgua variou de
25 a 27°C. Nos ovos que foram expostos a dose de 0,05 ppm de triiodotironina, observou-se a
maior taxa de eclosdo das larvas, embora sem significAncia estatistica, enquanto o menor
tempo de desenvolvimento embrionario encontrado foi de 12 horas para os ovos do grupo
controle e para aqueles expostos a dose de 0,1ppm. Este tempo foi superior ao encontrado por
Romagosa (1998) para a mesma espécie, em temperatura superior a testada neste estudo.
Brown & Nufez (1994) sugerem uma evidente sensibilidade dos ovos de peixes aos
hormonios tireoideanos, devido a redugdo no tempo de ecloséo em larvas de Oncorhynchus
keta e o aumento na viabilidade dos ovos, na taxa de eclosdo e na sobrevivéncia larval de
Cyprinus carpio (Lam & Sharma, 1985), embora isto ndo tenha sido verificado no presente
estudo.

Os hormonios tireoideanos, mais particularmente a triiodotironina, desempenham um
significativo papel na embriogénese, na morfogénese, no crescimento, na taxa de eclosdo e na
sobrevivéncia de peixes (Hey et al., 1996). Experimento com triiodotironina em Morone
saxatilis mostrou que as doses mais altas promoveram atraso do crescimento no inicio do
desenvolvimento (Huang et al., 1996), podendo inclusive causar anormalidades em algumas

espécies (Nacario, 1983; Leartherland & Barret, 1993; Mylonas et al. 1994). Lambert et al.
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(1999), analisando o efeito de hormonios tireoidianos associados com hormonios esteroides,
em fémeas de Ictalurus punctatus, ndo observaram efeito na ovulagédo, na producédo de ovos,
na fertilizac&o e na ecloséo.

A acdo de hormonios tireoidianos em peixes tem despertado muita atengdo e, embora
seu efeito tenha sido associado a um desenvolvimento acelerado, a literatura traz informacdes
de que algumas concentra¢Ges podem ndo surtir resultados, e por outro lado, doses excessivas
podem causar efeitos deletérios (Brown & Nufiez, 1994). Em razéo disto, diferentes respostas
podem ser obtidas a partir da utilizacdo de variadas concentracGes destes horménios em
diferentes espécies de peixes e formas de administracdo (Power et al., 2001).

Nas doses testadas, ndo se observou efeito da triiodotironina no desenvolvimento
embrionario do matrinxa apesar da triiodotironina na concentracdo de 0,01ppm ter provocado
um aumento no namero de larvas anormais, futuras investigacdes deverdo ser realizadas para
maior entendimento da participagdo dos hormonios tireoidianos no desenvolvimento inicial da

espécie.
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Figura 1. A- Fertilizagdo dos ovos de matrinx& (Brycon cephalus). B- Incubadoras com ovos
de matrinxa (Brycon cephalus).



somitos

Figura 2- Desenvolvimento embrionario do matrinxa (Brycon cephalus). Escala: 30:1.
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ARTIGO CIENTIFICO I

DESENVOLVIMENTO DA MUSCULATURA
ESQUELETICA EM LARVAS DE MATRINXA
Brycon cephalus APOS A EXPOSICAO DOS OVOS
A TRIIODOTIRONINA
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar o efeito da exposi¢do de ovos de matrinxa
(Brycon cephalus) a triiodotironina (T3), no desenvolvimento muscular das larvas. Este estudo
foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais (CEPTA/IBAMA),
Pirassununga, SP, e no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal, SP. Ovocitos fertilizados
foram imersos por 15 minutos em solugbes de Ts; (0,00; 0,01; 0,05 e 0,10ppm). As
amostragens aconteceram 6; 18; 30; 42; 54; 126; 198; 270 e 342 horas apos a eclosdo. Na
microscopia de luz, foi possivel identificar, a partir de 6 horas apos a eclosdo, em larvas de
todos os tratamentos, duas camadas de musculo, uma mais delgada formada por células com
pequena dimensdo, localizada logo abaixo da pele e uma outra mais profunda constituida por
numerosas fibras de diferentes tamanhos e com nulcleos centralizados. Seis horas apo6s a
eclosdo, observou-se a formacdo dos miotomos e a partir de 18 horas ja foi possivel
identificar estriacGes transversais nas fibras, independente da dose de T; utilizada. Nas larvas
amostradas 6, 18, 30, 42, 54, 126 e 198 horas ap0s a eclosdo observou-se, entre as fibras
musculares, nucleos esféricos, provavelmente de mioblastos ou células satélites, que
diminuiram gradativamente, em namero, com o0 avancar do tempo. Duzentas e setenta horas
apos a ecloséo, nas larvas das doses 0,05 e 0,10ppm de T3, 0 tecido muscular era constituido
principalmente por fibras brancas, grandes e arredondadas e com nucleos localizados
perifericamente e por uma estreita faixa de fibras vermelhas, localizadas logo abaixo da pele.
A partir de 54 horas apds a ecloséo, as larvas provenientes de ovos expostos a 0,05ppm de T3
apresentavam a area da seccdo transversal das fibras musculares maior que as dos demais
tratamentos e este fato acentuou-se com o tempo, principalmente nas larvas dos tratamentos
0,05 e 0,10ppm, indicando um acelerado processo de hipertrofia por efeito do T3 nestas

concentracdes.
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ABSTRACTS

The aim of the present study was to determine the effect of exposure of the eggs of
matrinx@ (Brycon cephalus) to triiodothyronine (T3) on the larval muscle development. The
study was carried out at the Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais
(CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, and at the Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias/Veterinarias, UNESP, Jaboticabal campus, SP.
Fertilized oocytes were exposed for 15 minutes to T solutions (0,00; 0,01; 0,05 e 0,10ppm)
and samplings were done 6; 18; 30; 42; 54; 126; 198; 270 and 342 hours after hatching. Since
6 hours after hatching, larvae from all the treatments presented 2 layers of muscles. One
thinner composed by small cells, located beneath the skin, and other deeply located and
formed by several fibers of different sizes and central nucleus. Six hours after hatching, it was
possible to observe myotomes and at 18 hours striated fibers. At 6, 18, 30, 42, 54, 126 and
198 hours after hatching, there were spheric nucleus among the fibers, probably from
myoblasts ou satellite cells, which number decreased as the time went on. Two hundred
seventy hours after hatching, in the larvae originated from eggs exposed to 0.05 and 0.1ppm
T; the trunk musculature was constituted mainly by white fibers, large and round, containing
peripheral nucleus, and also by a thin string of red fibers located beneath the skin. After 54
hours, larvae originated from eggs exposed to 0.05 ppmTs presented the transversal section
area of the fibers larger than those of the larvae from the other treatments. This was more
accentuated with the larvae growth mainly in those treated with 0.05 and 0.1ppm Tj,

suggesting an accelerated muscle hypertrophy provoked by those conentrations of Ts.
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INTRODUCAO

Nos vertebrados, durante o desenvolvimento embrionario, a musculatura estriada do
tronco é derivada dos somitos que se formam a partir do mesoderma paraxial e progride na
diregéo cefalo-caudal. Nos teledsteos, as células que formardo o mesoderma paraxial surgem
ao final da gastrulagdo, acontecendo mais cedo do que para outros amniotas (Temple et al.,
2001).

Na embriogénese das fibras musculares esqueléticas, as células sdo classificadas em
células miogénicas, quando desprovidas de miofilamentos; mioblastos, quando apresentam
miofilamentos ndo organizados; fibras musculares imaturas, quando contém variavel nimero
de miofibrilas organizadas e fibras musculares maduras, quando apresentam a maior parte do
sarcoplasma repleto de miofibrilas organizadas, além das organelas correspondentes (Dal-Pai
& Dal Pai-Silva, 1995).

O crescimento somatico nos peixes esta diretamente relacionado com o crescimento da
musculatura esquelética (Nathanailides et al., 1995). O aumento da massa muscular ocorre
mediante o processo de hiperplasia das fibras. Nos mamiferos, a hiperplasia das fibras
musculares é restrita aos periodos embrionario e perinatal. Em contrapartida, nos teledsteos, o
crescimento do tecido muscular por hiperplasia persiste, de modo significativo, nos periodos
larval, alevino e juvenil, em intima associacdo com o processo de hipertrofia das fibras (Dal-
Pai et al., 1995; Johnston, 1999). Os musculos dos peixes apresentam uma regido superficial
composta de pequenas fibras, possivelmente originadas das células-satélites musculares, que
definem uma zona de crescimento localizada nas extremidades dorsal e ventral dos miétomos

(Johnston & McLay, 1997).
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Segundo Dal-Pai & Dal Pai-Silva (1995), as células-satélites sdo equivalentes a
mioblastos indiferenciados e, dependendo do estado funcional do musculo, estas células
revelam acentuado grau de diferenciagdo, incluindo a presenga de miofibrilas. Além disso, sdo
responsaveis pelo crescimento final do tecido muscular, além do maior ou menor grau de
hiperplasia.

Nos peixes, o tecido muscular forma a maior parte da massa corporal (Weatherley &
Gill, 1989; Veggetti, 1995; Temple et al., 2000) e apresenta-se sob a forma segmentada ao
longo de todo o corpo, constituindo o principal 6rgdo locomotor. A distribuicdo das fibras
musculares dos peixes difere do padrdo encontrado nos musculos de outros vertebrados, onde
as fibras estdo arranjadas em mosaico.

Na maioria das espécies de peixes, a musculatura apresenta-se dividida em dois
compartimentos: vermelho na regido superficial logo abaixo da derme e branco, na regido
profunda, formando a maior parte da massa muscular (Vieira & Johnston, 1999; Johnston et
al., 2000a). O compartimento vermelho € constituido por fibras que apresentam metabolismo
oxidativo e contragdo lenta, denominadas vermelhas ou SO (slow oxidative), enquanto o
compartimento branco é constituido por fibras com metabolismo glicolitico e de contragéo
rapida, denominadas brancas ou FG (fast glycolitic) (Dal Pai-Silva et al., 1995; Luther et al,
1995; Johnston, 2001).

Os aspectos morfologicos, histoquimicos e bioquimicos do tecido muscular s&o objeto
de estudo de varios pesquisadores, uma vez que estas variaveis sao importantes para entender
0 metabolismo e fisiologia dos musculos. Entretanto, poucas pesquisas estdo voltadas aos
peixes tropicais (Brooks et al., 1995).

O matrinxa@ (Brycon cephalus) é uma das principais espécies do género Brycon, da
Bacia Amazbnica (Howes, 1982), e a sua criacdo tem despertado grande atencdo

considerando sua grande potencialidade para a piscicultura, proporcionada pela facilidade de
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adaptacdo ao cativeiro, rapido crescimento, habito alimentar onivoro e valor econdémico
(Zaniboni Filho et al., 1988, Scorvo-Filho et al., 1998; Gomes et al., 2000) e sdo poucos 0s
dados encontrados, principalmente morfologicos sobre o inicio de seu desenvolvimento
(Romagosa, 1998).

Para Power et al. (2001), é evidente a agdo de hormonios tireoidianos induzindo a
morfologia externa de Paralichthys olivaceus durante a metamorfose e sua agdo em tecidos
como das glandulas gastricas, eritrocitos e muscular.

Experimentos com hormonios tireoideanos exdgenos, em peixes, mostram resultados
satisfatorios no crescimento, desenvolvimento, sobrevivéncia larval, além de aceleracdo da
absorc¢do do saco vitelinico (Lam, 1980; Lam & Sharma, 1985, Brown & Nufiez, 1994; Ayson
& Lam, 1993; Hey et al., 1996; De Jesus et al., 1998). Segundo Weartherley & Gill (1989), os
horménios tireoidianos podem influenciar o crescimento, mas ndo é certo se este crescimento
é uma acdo direta destes hormonios ou se eles potencializam a atividade anabolica de outros
horménios, mais particularmente o de crescimento, ou ainda se, de forma generalizada,
influenciam o metabolismo de modo permissivo, interagindo com outros hormdnios
(Plisetskaya et al., 1983).

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito da exposi¢cdo de ovos de

matrinxa (Brycon cephalus) a triiodotironina, no desenvolvimento muscular das larvas.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa e Treinamento em
Aquicultura (CEPTA/IBAMA), Pirassununga — SP. Foram utilizadas 4 fémeas de matrinxa
que foram induzidas a reproducdo por protocolo de rotina (Woynarovich & Horvath, 1983).
Os ovocitos de cada fémea foram fertilizados e divididos em 4 partes iguais
(aproximadamente 20.000 ovos/parte), e cada parte hidratada com 500ml de solugbes de
triiodotironina (0,00ppm, 0,01ppm, 0,05ppm e 0,10ppm), por 15 minutos. Em seguida, 0s
ovos foram transferidos e mantidos em incubadoras, com agua em fluxo continuo por 54
horas apos a eclosdo. Posteriormente, as larvas foram mantidas em aquarios com capacidade
de 20 L, na densidade de 10 larvas/L. As amostragens foram realizadas 6; 18; 30; 42; 54; 126;
198; 270 e 342 horas apos a ecloséo.

Trinta e seis horas apds a eclosdo, todos 0s grupos receberam alimentacdo exdgena,
constituida por zooplancton, duas vezes ao dia (9h e 17h), e alimentacdo artificial, quatro
vezes ao dia (9h, 12h, 16h e 21h).

Para a descricdo estrutural do tecidos e 6rgdos, as larvas foram fixadas em solucdo de
Karnowsky por 2 horas, transferidas para tampdo cacodilato de sédio e mantidas em
geladeira. As amostras foram desidratadas, diafanizadas, embebidas em parafina e
seccionadas transversalmente e sagitalmente com a espessura de 5um. Foi utilizada a técnica
de coloragdo de hematoxilina de Harris (HE), descrita por Behmer et al. (1976). Os cortes
histologicos foram analisados por microscopio de luz, com objetivas de 10x e de 40x.

Para o calculo da éarea transversal do tecido muscular estriado esquelético, foram
tomadas medidas do corte transversal médio de 10 larvas de cada repeticdo, através do

analisador de imagens Image Pro Plus Version 3.0 For Windows 3.1 (Media Cybernetics)
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acoplado a um microscépio Olympus BX50. Para definir o corte médio, levou-se em
consideracdo o comprimento total das larvas.

Os dados obtidos para area transversal da musculatura esquelética, peso e
comprimento foram analisados em parcelas subdivididas com quatro tratamentos primarios
(doses de Ts3), nove tratamentos secundarios (periodos de amostragem) e quatro repeticdes
(incubadoras) distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey.

Durante o experimento, registrou-se a temperatura (25°C a 27°C), pH (6,8 a 7,8),
oxigénio dissolvido (5,7 a 7,8 mg/L), alcalinidade (8,3 a 8,7mg/L) e amdnia total (0,13 a

0,33ml/L).
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RESULTADOS

A eclosdo das larvas ocorreu 12-13h apds a fertilizacdo dos ovos nos diferentes
tratamentos. Momentos antes da ecloséo, larvas de todos os tratamentos apresentavam a cauda
totalmente solta realizando movimentos rapidos e a cabeca curvada sobre o vesicula
vitelinica.

Através da microscopia de luz, foi possivel identificar, a partir de 6 horas apos a
eclosdo, em larvas de todos os tratamentos, duas camadas de tecido muscular, uma mais
delgada formada por células com pequena dimenséo, localizada logo abaixo da pele e uma
outra mais profunda constituida por numerosas fibras de diferentes tamanhos e com nucleos
centralizados (Figura 1A e 1B).

Em todos os tratamentos, 6 horas apds a eclosdo, observou-se a formagdo dos
midmeros, que nesta fase apresentavam-se separados uns dos outros por estreita faixa de
tecido conjuntivo, constituindo os mioseptos (Figura 2A) e a partir de dezoito horas ja foi
possivel identificar nas fibras estriagcdes transversais (Figura 2B).

Através da andlise de cortes sagitais, nas larvas amostradas 6, 18, 30, 42, 54, 126 e 198
horas apds a eclosdo observou-se, entre as fibras musculares, nucleos esféricos,
provavelmente de mioblastos ou células satélites, que diminuiram gradativamente, em
quantidade, de acordo com a evolugdo dos periodos (Figuras 2A, 2B, 2C, 3A, 3B e 3C)

Duzentas e setenta horas ap0s a eclosdo, nas larvas dos tratamentos 0,05 e 0,10ppm de
T3, 0 tecido muscular mostrou-se constituido principalmente por fibras brancas, grandes e
arredondadas e com nucleos localizados perifericamente e por uma estreita faixa de fibras
vermelhas, localizadas logo abaixo da pele (Figuras 4A e 4B). Nos demais tratamentos, estas

observacOes foram registradas 342 horas ap0s a ecloséo.
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A partir de 54 horas apds a eclosdo, as larvas provenientes de ovos expostos a dose de
0,05ppm do hormdnio apresentavam a area da seccdo transversal das fibras musculares maior
que as dos demais tratamentos. Com o passar do tempo, este fato foi se acentuando,

principalmente nas larvas dos tratamentos 0,05 e 0,10ppm (Tabela 1).
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DISCUSSAQO

Os horménios tireoidianos, mais particularmente a triiodotironina, desempenham um
significativo papel no controle do desenvolvimento, diferenciagdo e metabolismo e a maioria
dos vertebrados ndo atingem sua forma adulta sem eles (Power et al., 2001).

Neste estudo, a triiodotironina acelerou o desenvolvimento muscular de larvas
provenientes de ovos expostos ao horménio.

A partir de 6 horas ap6s a eclosdo, em todas as larvas, observou-se duas camadas de
musculo, uma mais delgada formada por células com pequena dimensédo, localizada logo
abaixo da pele, provavelmente futuras fibras vermelhas e uma outra mais profunda constituida
por numerosas fibras de diferentes tamanhos e com nucleos centralizados (fibras brancas). De
acordo com Martinez et al. (1995), as fibras musculares dos peixes ficam reunidas em
midtomos e de acordo com a sua coloragdo apresentam fisiologia e localizagéo distintas. Duas
camadas de fibras musculares, uma superficial mais delgada e outra interna foram descritas
também para Prochilodus marggravii (Brooks et al., 1995), Scophthalmus maximus (Gibson
& Johnston, 1995), Salmo salar (Johnston & McLay, 1997) e Colossoma macropomum
(Vieira & Johnston, 1999).

A presenga de estriacOes transversais foram identificadas nas larvas de todos os
tratamentos a partir de dezoito horas, indicando a sintese de miofibrilas (Johnston et al., 1997;
Killeen et al., 1999).

De 6 a 198 horas apos a eclosdo, estavam presentes entre as fibras musculares, nacleos
esféricos, provavelmente de mioblastos ou células satélites, que diminuiram gradativamente,
em ndmero, com o crescimento das larvas. O crescimento muscular durante as fases
embrionaria e larval dos peixes esta diretamente envolvido com a presenca de células

indiferenciadas chamadas de satélites ou mioblastos (Johnston et al., 1995; Johnston, 2001).
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Estas células sdo caracterizadas como células fonte e séo absorvidas durante o crescimento,
em diametro, das fibras musculares (Johnston et al., 2000a). No Salmo salar L., o continuo
recrutamento de novas fibras (hiperplasia) esta envolvido com a proliferacdo de células
satélites que acontece ao final da vida embrionaria e a hipertrofia serd o resultado da divisdo
destas células na formagdo de miotubulos que seréo incorporados as fibras (Johnston et al.,
1999; Johnston et al., 2000b). E provavel que o matrinxa tenha respondido de forma similar,
uma vez que, com o crescimento das larvas, houve diminui¢cdo no nimero destas células e um
gradativo aumento no didametro das fibras.

O tecido muscular do matrinxa mostrou-se subdividido em midmeros, delimitados por
miosseptos. Esta disposicdo é comum a maioria das espécies de peixes (Grizzle & Rogers,
1979; Dal-Pai Silva, et al, 1993; Vasques, 1997). Para Grizzle & Rogers (1979), os
miosseptos proporcionam o deslizamento dos miémeros, provocando as contor¢des do animal
essenciais para sua movimentacéo.

Inui et al. (1995) verificaram que a administracdo de tiroxina em Paralichthys
olivaceus induziu alteragfes morfologicas na musculatura esquelética, durante o processo de
metamorfose, assim como o observado por Lam et al. (1985) em Chanos chanos. Embora Liu
& Chan, 2002 tenham observado que em larvas de Danio rerio imersas em tiroxina, a
organizacdo dos midtomos tenha se mostrado de forma menos compactada quando comparada
ao do grupo controle. Duzentas e setenta horas apos a ecloséo, no presente estudo, nas larvas
das concentragdes 0,05 e 0,10ppm Tz, o tecido muscular mostrou-se constituido
principalmente por fibras brancas, grandes e arredondadas e com nucleos localizados
perifericamente e por uma estreita faixa de fibras vermelhas, localizadas logo abaixo da pele e
nos demais tratamentos, estas observacdes foram registradas posteriormente, indicando que o
efeito da triiodotironina nas concentracdes de 0,05 e 0,10ppm para o matrinx&@ pode acelerar o

desenvolvimento da musculatura esquelética.
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A partir de 54 horas apds a eclosdo, as larvas provenientes de ovos expostos a dose de
0,05ppm do hormdnio apresentavam a area da seccdo transversal das fibras musculares maior
que as dos demais tratamentos. Com o passar do tempo e o crescimento das larvas, este fato
foi se acentuando, principalmente nas larvas dos tratamentos 0,05 e 0,10ppm indicando um

acelerado processo de hipertrofia muscular por efeito do T3 nestas concentragdes.
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Tabela 1. Valores da area da secdo transversal média da musculatura (ASTMM) de larvas provenientes de ovos expostos a triiodotironina (Ty3).

Perfodos (horas)
Vaiaeils  Doses(gm) 6 18 0 2 5 126 198 270 )
ATTM 000  1865t2,26AT  3L76t2,26Aef 3883t 154Aef 5601t 104Ae  6L06:083Bde  9402+0,56Bcd  10535+3,05BC  37224506Bb  47284%12,56Ca
x10°u) 001  183+1,74AF  27+245Af 3805+ 155Aef  S515+1,75Ae  6217+511Bde  O738+179Bd  16107+1,97Ac  36543521Bb  47687+9,76Ca

005 2028+1,06Af 3653+ 1,30Aef PAN+2. 77 Aef 5967+ 085A¢e 9658+1,70Ad 12665+3,35Ad  17625+2,18Ac  41786+2,20Ab  77865+6,56Aa
010 1972+0,80Ag 3363+ 082Afy 4097+ 092Afy 58,73+ 1,34A¢f 8328+2,80ABoe 9781+3,49ABd 16991+ 1,36Ac 40594+11,46Ab 656,21+ 313Ba
c.v. doses: 7,25% c.v. periodos: 9,97%

"Médias seguidas de letras iguais minGsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
+ Desvio Padréo
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes transversais de larva de matrinxa (Brycon cephalus) A -
6 horas apds a eclosdo (0,10ppm). Obj. 40x. B - 30 horas apos a ecloséo (0,05ppm). Obj. 20x.
HE. * (Fibras brancas). Seta (fibras vermelhas).
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Figura 2. Fotomicrografias de cortes sagitais de fibras brancas de larva de matrinxa (Brycon
cephalus). A - 6 horas ap6s a eclosdo (0,00ppm). B - 18 horas apds a eclosao (0,01ppm). C -
30 horas ap06s a eclosao (0,05ppm). Seta (nicleos de mioblastos). HE. Objetiva 40x.
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Figura 3. Fotomicrografias de cortes sagitais de fibras brancas de larva de matrinxa (Brycon
cephalus). A - 42 horas apés a eclosdo (0,00ppm). Obj. 40x. B - 126 horas apds a eclosdo
(0,01ppm). Obj. 40x. C - 198 horas ap6s a eclosdo (0,05ppm). Obj. 20x. Seta (nucleos de
mioblastos). HE.



50

Figura 4. Fotomicrografias de cortes transversais de larva de matrinxa (Brycon cephalus). A -
270 horas ap0s a eclosdo (0,05ppm). B - 270 horas apos a eclosdo (0,10ppm). Seta maior
(fibras vermelhas). Seta menor (nucleos das fibras brancas). Objetiva 10x. HE.
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MATRINXA (Brycon cephalus) APOS A
EXPOSICAO DOS OVOS A TRIIODOTIRONINA
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RESUMO

O presente estudo analisou o efeito da exposicdo de ovos de matrinxa (Brycon
cephalus) a triiodotironina (T3) no desenvolvimento de estruturas do sistema digestorio das
larvas. A pesquisa foi desenvolvida no Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais
(CEPTA/IBAMA), Pirassununga, e no Depto de Morfologia/Fisiologia Animal, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP. Ovdcitos fertilizados foram
imersos por 15 minutos em solugbes de triiodotironina (0,00; 0,01; 0,05 e 0,10ppm) e o
material biologico coletado 6, 18, 30, 42, 54, 126, 198, 270 e 342 h apds a eclosdo das larvas,
para analise em microscopia de luz e eletronica de varredura. Em todos os tratamentos, 18 h
apos a eclosdo, as larvas apresentavam a boca aberta e o limem do tubo digestorio
parcialmente aberto na concentrago 0,10ppm. As 30h, nas larvas oriundas de ovos expostos a
0,05 e 0,10ppm de T3, a camada mucosa da regido gastrica era mais organizada que dos
demais tratamentos. Aproximadamente 33h ap0s a eclosdo, larvas de todos os tratamentos
apresentaram canibalismo e, as 54 h, apenas as provenientes de ovos expostos a 0,05ppm de
T3 ndo apresentavam mais evidéncia de ataques. O vitelo das larvas do tratamento 0,10ppm de
T3 havia sido totalmente consumido as 54 h, e nas larvas dos demais tratamentos este fato
ocorreu 126 h ap6s a eclosdo. Por outro lado, as 30 h, em larvas de todos os tratamentos, o
intestino era linear, mostrando discretas vilosidades na camada mucosa, sendo que as 54 h,
nas larvas expostas a 0,05ppm e 0,10ppm de Ts, a quantidade de vilosidades era relativamente
maior que a dos demais tratamentos. Cinqiienta e quatro horas apos a eclosdo, verificou-se,
nas larvas dos tratamentos 0,05 e 0,10ppm T3, 0 aparecimento de células vacuoladas entre as
que formavam a camada mucosa do estdmago. O tecido hepatico das larvas dos tratamentos
0,05 e 0,10ppm de T3, 198 h apds a ecloséo, apresentava células se organizando em corddes
paralelos. Os resultados encontrados neste estudo mostram que a triiodotironina atua no

desenvolvimento de estruturas do sistema digestorio nas larvas de matrinxa.
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ABSTRACT

The present study analyzed the effect of the exposure of the eggs of matrinxa (Brycon
cephalus) to triiodothyronine (T3) on the development of the components of the digestive
system of the larvae. The study was carried out at the Centro Nacional de Pesquisa em Peixes
Tropicais (CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, and at the Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal
campus, SP.

Fertilized oocytes were imersed for 15 minutes in T3 solutions (0.00; 0.01; 0.05 and
0.10ppm) and biological material was collected 6, 18, 30, 42, 54, 126, 198, 270 e 342 h after
larvae hatching. Tissues and organs were analyzed in light and scanning microscopy. Larvae
from all treatments showed opened mouth 18 h after hatching, and the digestive lumen was
partially opened in larvae from 0.1ppm treatment. At 30 h, it was possible to observe that
larvae produced by eggs exposed to 0.10ppm T3 had stomach mucus layer more organized
than in larvae from the other treatments. Aproximately 33 h after hatching, larvae presented
canibalism, regardless the treatment and at 54 h only those from the 0.05ppm treatment no
more presented predation. Yolk in larvae from the 0.10ppm treatment was totally consumed at
54 hs but it only occurred in larvae from the other treatment at 126 h after hatching.

Otherwise, at 30 hs, in larvae from all treatments the intestine was linear, showing
discrete vilosities in the mucus layer and at 54 h, in larvae from eggs exposed to 0.05ppm and
0.10ppm T3 the number of vilosities was higher than those of the larvae from the other
treatments. Fifty four h after hatching, larvae from the 0.05ppm and 0.10ppm T3 treatments
presented vacuolus cells among those forming the stomach mucus layer. Liver tissue of larvae
from 0.05ppm and 0.10ppm T3 treatments had cells organized in paralel strings.

The results of this study suggest that triiodothyronine play a role in the development of

the digestive system in larvae of matrinxa.
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INTRODUCAO

As espécies do género Brycon sdo de alto valor econdémico (Mendonca, 1996;
Senhorini et al., 1998). Entre elas, destaca-se 0 matrinxd, Brycon cephalus, originario da
Bacia Amazonica (Howes, 1982), espécie onivora, de crescimento rapido (Werder & Saint
Paul, 1978) e de crescente importancia entre os peixes cultivados no Brasil. Atualmente, é
criado comercialmente em varias regides do pais, incluindo o sudeste, onde é muito utilizado
como peixe esportivo (Scorvo-Filho et al., 1998).

Os peixes ocupam diferentes nichos ecoldgicos, enfrentando assim, com eficécia, 0s
desafios da complexa vida aquatica. Nos teledsteos, o canal alimentar, apesar de ser mais
simples que o dos vertebrados superiores, realiza com sucesso varias fungdes. Além de
processar os alimentos, algumas partes do tubo digestorio sdo especializadas, auxiliando na
respiracdo, como ocorre em Plecostomus comersonii. Em outras espécies, o tubo digestorio
auxilia na osmorregulacdo, como na Anguilla japonica, possuindo, inclusive, plasticidade
suficiente para modificar a sua estrutura, conforme requeiram as condi¢bes ambientais
(Blasquez, 1995).

As caracteristicas anatdbmicas do aparelho digestdrio dos peixes acham-se em estreita
dependéncia com a natureza dos alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e
0 estddio de desenvolvimento do animal, manifestadas especialmente por adaptagdes e
modificages (Seixas Filho et al., 2001).

As fungdes basicas do sistema endocrino dos peixes ocorrem ao final da fase de
desenvolvimento embrionario e desempenham um importante papel no desenvolvimento

(Deane & Woo, 2002) e crescimento das larvas (Tanaka, 1991; Pavlov et al., 1998).
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Os horménios sdo conhecidos por regularem atividades metabdlicas nos vertebrados
(Varghese & Oommen, 1999). De acordo com Ayson & Lam (1993), alguns hormonios se
depositam nos ovos, por transferéncia materna, e sdo utilizados até que seus proprios 6rgaos
endocrinos estejam desenvolvidos e funcionais. Em fémeas de Siganus guttatus injetadas com
T4, verificou-se que, durante o desenvolvimento larval, os niveis de triiodotironina e de
tiroxina sofreram dréstica queda.

Brown & Nufiez (1994) relatam que o inicio do desenvolvimento dos peixes, assim
como de todos os vertebrados, inclui uma série de periodos criticos, durante os quais
acontecem a diferenciacdo dos sistemas e 6rgaos. Os hormonios tireoidianos podem estimular
varios aspectos da embriogénese durante estas fases criticas, por apresentarem profunda
influéncia no crescimento e maturacdo de muitos tecidos (Moon et al., 1994), tais como do
sistema gastrointestinal (Miwa et al., 1992; Walford & Lam, 1993; Huang et al., 1998; Nayak
et al., 2000; Liu & Chan, 2002).

Inui et al. (1995) sugerem que o desenvolvimento morfolégico do estbmago de
Paralichthys olivaceus é diretamente controlado pelos horménios tireoidianos, embora
Demska-Zakes et al. (1995) tenham encontrado apenas discretas alteragdes morfologicas no
desenvolvimento do sistema digestorio de larvas de Coreagonus albula alimentadas com uma
dieta suplementada com triiodotironina.

O presente estudo teve como objetivo analisar o efeito da exposicdo de ovos de

matrinxa a triiodotironina no desenvolvimento de estruturas do sistema digestorio.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais
(CEPTA/IBAMA), Pirassununga — SP. Foram utilizadas 4 fémeas de matrinxd que foram
induzidas a reproducéo, segundo Woynarovich & Horvath (1983). Os ovocitos de cada fémea
foram fertilizados e divididos em 4 partes iguais (aproximadamente 20.000 ovos/parte), e
cada parte foi hidratada com 500ml de solugdes de triiodotironina (0,00ppm, 0,01ppm,
0,05ppm e 0,10ppm), por 15 minutos. Em seguida, os ovos foram transferidos e mantidos em
incubadoras, com agua em fluxo continuo por 54 horas ap6s a eclosdo. Posteriormente, as
larvas foram mantidas em aquéarios de 20 L, na densidade de 10 larvas/L. As amostragens
foram realizadas 6, 18, 30, 42, 54, 126, 198, 270 e 342 horas ap0s a eclosédo das larvas.

Trinta e seis horas apds a ecloséo, todos os grupos receberam alimentagdo exogena,
constituida por zoopléancton, duas vezes ao dia (9h e 17h), e alimentacdo artificial, quatro
vezes ao dia (9h, 12h, 16h e 21h).

Para a descrigdo estrutural dos tecidos e Orgdos, as larvas foram fixadas em
Karnowsky (2% paraformaldeido, 2% glutaraldeido, 0,25% CaCl2, pH 7,4), por 2 horas,
transferidas para tampdo cacodilato de sdédio e mantidas em geladeira. As amostras foram
desidratadas, diafanizadas, embebidas em parafina e seccionadas transversal e sagitalmente na
espessura de 5um. O material foi corado segundo a técnica de hematoxilina de Harris (HE),
descrita por Behmer et al. (1976). Os cortes histologicos foram analisados em microscopio de
luz, com objetivas de 10x e de 40x.

A area (mm?) do saco vitelinico foi calculada através de medidas do corte médio
transversal de cada larva, em um analisador de imagem Videoplan Kontron Elektronic - Zeiss.

Para se obter o corte médio das larvas, considerou-se 0os comprimentos totais registrados.
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Para a observacéo ultraestrutural da morfologia externa das larvas, elas foram fixadas
em solucdo de Karnowsky e pds-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% em tampdo cacodilato
de sodio 0,1 M, pH 7,4, por 2 horas, a 4°C. Em seguida, foram lavadas no mesmo tampao e
desidratadas com passagens em solugdes crescentes de alcool absoluto. A secagem foi
realizada em secador de ponto critico, ap6s 0 que as amostras eram metalizadas e
eletronmicrografadas em microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 5410, operado em
15KV.

Durante o experimento, registrou-se temperatura (25°C a 27°C), pH (6,8 a 7,8),
oxigénio dissolvido (5,7 a 7,8 mg/L), alcalinidade (8,3 a 8,7mg/L) e amdnia total (0,13 a

0,33ml/L).
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RESULTADOS

Através da microscopia de luz foi observado, em todos os tratamentos, que 6 horas
apos a eclosdo as larvas apresentavam a boca ainda fechada e com 18 horas ja estava aberta
(Figuras 1A e 1B), mas o lumem do tubo digestorio, localizado dorsalmente ao saco
vitelinico, mostrava-se parcialmente obliterado sendo que nas larvas do tratamento que
recebeu hormdnio na concentragdo 0,10ppm de T3, ele apresentava maior abertura (Figuras
2A, 2B, 2C e 2D).

Trinta horas ap0s a eclosdo, foi possivel notar que nas larvas provenientes de ovos
expostos a 0,05 e 0,10ppm de T3, a camada mucosa desta regido mostrava-se pregueada e
mais organizada quando comparada aos demais tratamentos, a camada submucosa bem
definida e a muscular formada por fibras dispostas em uma Unica direcdo (Figuras 3A e 3B).
Observou-se tambem, em todos os tratamentos, a presenca do figado com os hepatocitos
dispostos de forma néo definida.

Aproximadamente 33 horas apos a ecloséo, independente da dose utilizada, as larvas
apresentaram canibalismo e, as 54 horas, apenas as larvas provenientes de ovos expostos a
0,05ppm de T3 nédo apresentavam mais evidéncia de ataques. O mesmo ocorreu, as 126 horas,
com larvas provenientes de ovos hidratados com 0,10ppm de Ts, €, as 196 horas, em larvas do
tratamento controle e de 0,01 ppm de T3 (Figuras 4A, 4B, 4C, 4D, 4E e 4F).

O vitelo das larvas provenientes de ovos hidratados com 0,10ppm de horménio havia
sido parcialmente consumido as 30 horas e totalmente as 54 horas, e nas larvas dos demais
tratamentos este fato foi verificado 126 horas ap6s a eclosdo. Por outro lado, as 30 horas, em
larvas de todos os tratamentos, o intestino era linear, mostrando discretas vilosidades na

camada mucosa, sendo que as 54 horas, nas larvas oriundas de ovos expostos a 0,05ppm e
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0,10ppm de T3, a quantidade destas estruturas era relativamente maior que a dos demais
tratamentos (Figuras 5A e 5B). Quarenta e duas horas ap6s a eclosdo, em todos os
tratamentos, surgiram as primeiras rotagdes intestinais.

Cinquenta e quatro horas ap0s a eclosdo foi possivel verificar, através da microscopia
de luz, o aparecimento de células vacuoladas entre as que formavam a camada mucosa do
estdbmago nas larvas oriundas de ovos expostos a 0,05 (Figura A) e 0,10ppm, ocorrendo
gradativamente um aumento no nimero destas células (Figuras 6B e 6D). Por outro lado, nos
grupo controle e no grupo de 0,01ppm de Ts, este fato foi verificado 126 horas ap6s a eclosdo.

Observou-se, através da analise histoldgica, que o tecido hepatico das larvas oriundas
de ovos expostos a 0,05 e 0,10ppm, 198 horas ap6s a eclosdo, apresentava suas células se
arranjando em cordd@es paralelos e, entre eles, os capilares sinusoides (Figura 6D). Ja naquelas
do grupo controle e da concentracdo 0,01ppm de T3, este 6rgdo ndo tinha esta organizacao

(Figura 6C).
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DISCUSSAO

As alteraces morfoldgicas e fisiologicas do trato digestorio de larvas de peixes sdo
relativamente rapidas (Specker & Bengtson, 1995; Rojas-Gracia & Ronnestad, 2002). O
desenvolvimento do canal alimentar segue desde um simples tubo linear, localizado
dorsalmente ao saco vitelinico (Sarasquete et al.,1995), até um complexo e segmentado trato
digestivo (Luizi et al., 1999).

No inicio do periodo larval, um dos principais acontecimentos no sistema digestorio é
a abertura da boca (Boulhic & Gabaudan, 1992), que aconteceu no matrinxa, independente do
tratamento, 18 horas apés a eclosdo. Embora tenha sido verificado, neste momento, que o
limem do tubo digestorio encontrava-se parcialmente obliterado nas larvas do grupo controle,
nas dos tratamentos que receberam triiodotironina, principalmente 0,10ppm, a abertura foi
mais evidente, provavelmente ocasionada pela acdo do horménio.

As trinta horas, nas larvas provenientes de ovos expostos a 0,05 e 0,10ppm de T3, a
camada mucosa da regido do estbmago mostrou-se pregueada e mais organizada quando
comparada aos demais tratamentos. De acordo com Brown & Nufiez (1994), os hormonios
tireoideanos podem estimular varios aspectos do desenvolvimento embrionario, inclusive o
trato gastrointestinal. Para Inui et al. (1995), o desenvolvimento morfoldgico do estbmago de
Paralichthys olivaceus é diretamente controlado pelos horménios tireoidianos e Specker &
Bengtson (1995) afirmam que esses hormonios estdo envolvidos na estimulacdo do
desenvolvimento gastrico dos teledsteos. Larvas de Danio rerio tratadas, através da imerséo,
em solucdo de tiroxina mostraram uma rapida proliferacdo de células epiteliais na camada
mucosa do estdbmago (Liu & Chan, 2002), embora larvas de Coreagonus albula alimentadas

com uma dieta suplementada com triiodotironina tenham apresentado apenas discretas
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diferencas morfoldgicas no desenvolvimento do sistema digestério quando comparadas com
as larvas que ndo receberam horménio (Demska-Zakes, et al. 1995).

Segundo Power et al. (2001), a agdo de hormonios tireoidianos induzindo a morfologia
externa de Paralichthys olivaceus durante a metamorfose e sua agdo em tecidos como das
glandulas géstricas, eritrocitos e muscular é bastante evidente. Neste estudo, nas larvas de
matrinxa provenientes de ovos expostos a 0,05 e 0,10ppm de T3, as 54 horas ap0s a ecloséo,
observou-se o surgimento de celulas vacuoladas, provavelmente células produtoras de muco,
entre aquelas que formavam a camada mucosa do estdmago. Nos peixes, a camada mucosa do
estbmago forma pregas de complexidade variavel onde varios tipos de células podem
participar do epitélio gastrico, como as mucosas, as enteroenddcrinas, as claviformes e as
ciliadas (Blazquez, 1995; Caceci et al., 1997; Hamlin et al., 2000).

Trinta horas ap0s a eclosao, nas larvas de todos os tratamentos, o intestino tinha forma
linear, com discretas vilosidades na camada mucosa e, as 54 horas, nas larvas oriundas de
ovos expostos a 0,05 e 0,10ppm de T3, a presenga de vilosidades era relativamente maior que a
dos demais tratamentos, aumentando assim a capacidade de absorcdo. Segundo Specker &
Bengtson (1995), os horménios tireoidianos podem regular o desenvolvimento do epitéelio
intestinal, embora no presente estudo apenas a concentracdo de 0,10ppm parece ter
influenciado o aparecimento de vilosidades intestinais. Demska-Zakes et al. (1995)
observaram em larvas de Coregonus albula L. alimentadas com uma dieta suplementada com
triiodotironina, um discreto aumento na altura do epitélio intestinal, enquanto as camadas
submucosa e muscular ndo sofreram alteragdes. Brown & Kim (1995), ao estudarem o
desenvolvimento de larvas de Polydactylus sexfilis imersas numa combinagdo de
triiodotironina e cortisol, verificaram que o tratamento acelerou a diferenciacdo intestinal o

que facilita a absorcdo dos nutrientes e implica num maior indice de sobrevivéncia.
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Nas larvas provenientes do tratamento com 0,05 ppm de T3, o canibalismo, iniciado
em todos os tratamento aproximadamente 33 horas ap6s a eclosdo, ndo foi mais encontrado as
54 horas, seguido das oriundas do tratamento com 0,10 ppm (126 h). As que vieram de ovos
expostos a triiodotironina na dose de 0,01ppm apresentaram, nos periodos amostrados, uma
incidéncia de ataques relativamente mais baixa que nos outros tratamentos, apesar de tal
comportamento ter se prolongado até 126 horas apos ecloséo. A diminui¢do do canibalismo
tanto pode estar ligada a declinio da agressividade das larvas quanto a modificagfes de sua
capacidade digestiva e atividade alimentar. A reducdo de agressividade ja foi relacionada a
acdo de horménios tireoidianos. Hutchison & Iwata (1998) observaram reducdo de
agressividade ao tratarem Salmo trutta, Oncorhynchus mykiss e Oncorhynchus masou com
tiroxina através da alimentacéo.

Ao mesmo tempo em que ocorria a maturacdo do trato digestorio e sua preparacao
para receber alimento exogeno, as reservas alimentares enddgenas foram absorvidas.
Observou-se uma antecipacdo do desaparecimento destas reservas nas larvas em que a
maturagdo do trato digestorio foi mais precoce. A absorcdo do vitelo das larvas provenientes
de ovos hidratados com 0,10ppm de T3 ocorreu as 54 horas, e nas larvas dos demais
tratamentos este fato foi verificado as 126 horas apds a ecloséo. Os dados do presente estudo
sdo semelhantes a de outros estudos anteriormente realizados. Nacario (1983) utilizou varias
concentragdes de tiroxina para observar a absor¢do do vitelo em larvas de Oreochromis
niloticus e o melhor resultado foi encontrado naquela mais alta (0,5ppm). Larvas de
Sarotherodon massambicus (Lam, 1980), Cyprinus carpio (Lam & Sharma, 1985), Chanos
chanos (Lam et al., 1985) e Carassius auratus (Reddy & Lam, 1992) expostas aos

horménios tireoideanos, independente da dose, tiveram acelerada a absorcéao do vitelo.

O efeito da triiodotironina também foi observado na formacdo do tecido hepatico. O

figado das larvas dos tratamentos com 0,05 e 0,10ppm de T3, 198 horas apos a ecloséo,
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apresentava suas células se arranjando em corddes paralelos, antes porém que nos demais
tratamento, sugerindo que a triiodotironina pode influenciar no desenvolvimento e a
organizacdo deste o0rgdo. Entretanto, o parénquima hepatico de larvas de Coregonus albula
L. alimentadas com uma dieta suplementada com triiodotironina néo apresentou alteragdes

quando comparado ao das larvas alimentadas sem hormonio (Demska-Zakes et al., 1995).

A anéalise do conjunto de resultados encontrados neste estudo sugerem que a
triiodotironina atua no desenvolvimento de estruturas do sistema digestério em larvas de

matrinxa.
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes sagitais de larva de matrinxd (Brycon cephalus). A - 6
horas apés a eclosdo (0,10ppm) e B - 18 horas apds a eclosdo (0,01ppm). V (saco vitelinico).
HE. Objetiva 10x.
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Figura 2. Fotomicrografias de cortes transversais de larva de matrinxd (Brycon cephalus) com
18 horas apés a eclosdo. A- 0,00ppm; B- 0,01ppm; C- 0,05ppm e D- 0,10ppm. Tubo
digestorio (seta). HE. Objetiva 10x.
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Figura 3. Fotomicrografias de cortes transversais de larva de matrinxa (Brycon cephalus) com
30 horas ap06s a eclosdo. A- 0,00ppm e B- 0,05ppm. Camada mucosa do estdbmago (seta) HE.
Obijetiva 20x.
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Figura 4. Elétron-micrografias de varredura de larva de matrinxa (Brycon cephalus) com 42
horas apos a ecloséo. A, B e C - Ataque no sentido postero-anterior (0,00ppm, 0,01ppm e
0,05ppm). D - Ataque no sentido antero-posterior (0,10ppm). E e F - Larvas mal formadas
(predadas) com 54 horas apds a eclosao (0,10ppm).
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Figura 5. Fotomicrografias de cortes sagitais de larva de matrinxa (Brycon cephalus) com 54
horas apds a eclosdo. A - 0,01ppm e B - 0,05ppm. Saco vitelinico (V). Vilosidades (seta).
HE. Objetiva 5x.
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Figura 6. Fotomicrografias de cortes transversais de larva de matrinxa (Brycon cephalus). A - 54
horas apds a eclosdo (0,05ppm) Obj. 20x. B - 126 horas apds a eclosdo (0,10ppm) Obj. 10x. C - 198
horas ap6s a eclosdo (0,00ppm) Obj. 20x. D - 198 horas apés a eclosao (0,05ppm) Obj. 20x. Seta
(células vacuoladas), * (Luz do estbmago) e F (Figado). HE.
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INFLUENCIA DA TRIIODOTIRONINA NO
INIC10 DO DESENVOLVIMENTO E
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RESUMO

Este estudo avaliou a influéncia da triiodotironina (T3) no inicio do desenvolvimento e
crescimento de matrinxd (Brycon cephalus) e foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa
em Peixes Tropicais (CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, e Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, campus de
Jaboticabal, SP. Ovocitos fertilizados foram expostos por 15 minutos a solugdes de
trilodotironina nas concentragdes de 0,00; 0,01; 0,05 e 0,10ppm. As amostragens ocorreram 6;
18; 30; 42; 54; 126; 198; 270 e 342 horas apds a eclosdo das larvas. Observou-se que a
hidratacdo dos ovos com triiodotironina ndo afetou significativamente o nimero de larvas
viaveis e larvas mortas, embora pequeno aumento no nimero de larvas com anormalidade
tenha sido registrado no grupo proveniente de ovos tratados com 0,01ppm de Ta. As 54 horas,
as larvas provenientes de ovos hidratados com 0,10ppm de T3 ndo mais apresentavam o saco
vitelinico, e nas larvas dos demais tratamentos este fato foi verificado 126 horas apés a
eclosdo. Entre 198 e 270 horas, o grupo controle apresentou valores de peso
significativamente menores e, as 342 horas, 0s maiores pesos foram encontrados nas larvas
oriundas de ovos hidratados com 0,01 e 0,05ppm de Ts. A partir das 198 horas, o
comprimento das larvas controle era menor que das experimentais, especialmente no grupo
submetido a 0,05ppm de T3 A taxa de crescimento especifico confirmou o efeito mais
pronunciado do tratamento dos ovos com 0,05ppm de Ts. A partir de 30 horas de incubagé&o,
quando se instalou o canibalismo, a maior taxa de crescimento foi registrada nas larvas
provenientes de ovos hidratados com 0,05ppm de Ts, seguido das de 0,01 e 0,10ppm. Os
resultados sugerem efeito da triiodotironina na aceleracdo da absor¢do do saco vitelinico e

crescimento em peso e comprimento das larvas
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INTRODUCAO

Os peixes do género Brycon tém sido utilizados intensamente nas criacGes
experimentais e comerciais. Sdo espécies de grande valor econémico que se distribuem pelas
principais bacias hidrograficas brasileiras (Mendonga, 1996). O matrinxa (Brycon cephalus),
da Bacia Amazonica (Howes, 1982), é considerado como uma das mais promissoras devido
ao seu rapido crescimento, sua rusticidade, habito alimentar onivoro e boa aceitacdo no
mercado (Bernardino et al., 1993; Melo & Pereira, 1999).

Apesar dessas qualidades, sua criacdo em sistemas controlados ainda apresenta dificuldade
devido a sua baixa sobrevivéncia na fase larval (Ceccarelli, 1997).

O inicio do desenvolvimento dos peixes, assim como de todos os vertebrados, inclui
uma série de periodos criticos, durante os quais acontece a diferenciacdo dos sistemas e
orgdos (Brown & Nufiez, 1994). Os hormonios tireoidianos podem estimular varios aspectos
da embriogénese durante estas fases criticas, por apresentarem profunda influéncia no
crescimento e maturagdo de muitos tecidos (Moon et al.,1994) e no crescimento corporal
(Weatherley & Gill, 1981).

As funcdes basicas do sistema endocrino dos peixes ocorrem ao final da fase de
desenvolvimento embrionario e desempenham um importante papel no desenvolvimento e
crescimento das larvas (Tanaka, 1991). Os processos anabodlicos, por meio dos quais 0S
nutrientes absorvidos sdo convertidos nos tecidos durante o metabolismo, sdo regulados por
horménios, incluindo-se os tireoidianos, que estdo entre os principais fatores que ajudam a
promover o crescimento, associados a fatores geneticos e nutricionais (Weatherley & Gill,
1981). Entretanto, ainda ndo esta claro se o seu efeito promotor de crescimento € uma
consequéncia de sua acdo direta ou se eles potencializam a atividade anabdlica de outros

hormonios, especialmente o hormonio de crescimento (agindo sinergicamente ou com efeito
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permissivo), ou exercem alguma influéncia mais generalizada no metabolismo (Plisetskaya et
al., 1983).

A administracdo de hormdnios tireoidianos provocou resultados positivos na taxa de
crescimento, sobrevivéncia e absorgdo do vitelo em algumas espécies de peixes (Morone
saxatilis, Brown et al., 1988; Sarotherodon niloticus L., Nacario, 1983; Cyprinus carpio, Lam
& Sharma, 1985; Carassius auratus, Reddy & Lam, 1992; Siganus guttatus, Ayson & Lam,
1993; Salmo trutta, Mylonas et al., 1994; Coregonus albula, Mamcarz et al. 1995; Acipenser
fulvescens, Plohman et al., 2002), apesar de doses mais altas terem causado anormalidades em
Sarotherodon niloticus (Nacario, 1983), Carassius auratus (Reddy & Lam, 1992) e Morone
saxatilis (Huang et al., 1996).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento e o crescimento de
matrinxd (Brycon cephalus) apds a exposicdo dos ovos a triiodotironina, através da

determinag&o da taxa de ecloséo, absorcéo do saco vitelinico e crescimento das larvas.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais
(CEPTA/IBAMA), Pirassununga — SP. Foram utilizadas 4 fémeas de matrinxd que foram
induzidas a reproducdo, segundo Woynarovich & Horvath (1983). Os ovdcitos obtidos de
cada fémea foram fertilizados e divididos em 4 partes iguais (aproximadamente 20.000
ovos/parte), sendo cada parte hidratada com 500ml de solugdes de triiodotironina (0,00ppm,
0,01ppm, 0,05ppm e 0,10ppm), por 15 minutos. Em seguida, os ovos foram transferidos e
mantidos em incubadoras, com agua em fluxo continuo por 54 horas ap6s a eclosdo das larvas
(Figura 1A). Posteriormente, as larvas foram mantidas em aquarios de 20 L (Figura 1B), na
densidade de 10 larvas/L. As amostragens foram realizadas 6, 18, 30, 42, 54, 126 e 198 horas
apos a ecloséo.

A éarea (mm?) do saco vitelinico foi calculada através de medidas de cortes médios
transversais de cada larva, realizadas em analisador de imagem Videoplan Kontron
Elektronic, Zeiss. Para definir o corte médio, utilizou-se 0 comprimento total das larvas como
referéncia.

No inicio do periodo de ecloséo, foram realizados os procedimentos para se obter o
calculo da taxa de eclosdo. Para isso, foram retiradas quatro amostras, de aproximadamente

200 ovos, de cada incubadora, para contagem do nimero de ovos e sua classificacdo quanto a
qualidade. Os resultados foram transformados pela expresséo y = arcsen../x/100, onde x foi

expresso em porcentagem. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5% de

probabilidade).
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Para a observacdo do canibalismo, as amostragens foram realizadas 6, 18, 30, 33, 36,
39, 42, 54, 126 e 198 horas ap0s a eclosdo, sendo que a porcentagem de ataques era calculada
no total de larvas coletadas.

As larvas foram pesadas em balanca analitica e para afericdo do comprimento foi
utilizado estereomicroscopio com o auxilio de uma ocular micrométrica. Os valores de peso e
comprimento foram calculados a partir do valor médio de 10 larvas de cada
repeticdo/tratamento. Os dados obtidos foram analisados em parcelas subdivididas com quatro
tratamentos primarios (doses de T3), nove tratamentos secundarios (periodos de amostragem)
e quatro repeticbes (aquarios) distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, sendo
as médias comparadas pelo teste de Tukey (5% de probabilidade).

A taxa de crescimento especifico (%/dia) foi calculada através da equacao:

LnPesoFinal — LnPesolnicial
VariagdoTempo

SGR=[ JxlOO, os resultados tratados em delineamento

inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5% de probabilidade).
Durante o experimento, registrou-se temperatura (25°C a 27°C), pH (6,8 a 7,8),
oxigénio dissolvido (5,7 a 7,8 mg/L), alcalinidade (8,3 a 8,7mg/L) e amdnia total (0,13 a

0,33ml/L).
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RESULTADOS

Pela taxa de ecloséo, observou-se que a imersdao dos ovos em triiodotironina nao
afetou o nimero de larvas viaveis e larvas mortas (P>0,05), embora valor levemente maior
tenha sido registrado nas larvas do grupo de 0,05ppm de T3. Os ovos expostos a dose de
0,01ppm produziram maior numero de larvas com anormalidades (Tabela 1).

Verificou-se que, aproximadamente 33 horas apés a eclosdo, independente da dose
utilizada, as larvas apresentaram canibalismo. Cinquenta e quatro horas apdés a eclosao,
apenas as larvas provenientes de ovos expostos a 0,05ppm de T3 ndo apresentavam mais
evidéncia de atagques. O mesmo ocorreu, as 126 horas, com larvas provenientes de ovos
hidratados com 0,10 ppm de T3, e, as 196 horas, em larvas do tratamento controle e 0,01 ppm
de hormonio.

Através da analise morfométrica da area do saco vitelinico, verificou-se que, 54 horas
apos a eclosdo, as larvas provenientes de ovos hidratados com 0,10ppm de T3 ndo
apresentavam mais esta estrutura, e nas larvas dos demais tratamentos este fato foi verificado
as 126 horas (Tabela 2).

Até 126 horas apos a eclosdo, os valores de peso e comprimento ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos. A partir de 198 horas apds a eclosdo, o peso das
larvas controle sempre foi menor que das larvas provenientes de ovos expostos a T3, sendo
que, as 324 horas, essa diferenca se sobressaiu nos grupos de 0,01 e 0,05ppm. As 198 horas, 0
comprimento das larvas controle era menor que das larvas experimentais , embora sem
diferenca estatistica; as 270 horas essa diferenca se acentuou, o que pode ser visto mais
nitidamente as 342 horas, especialmente no grupo exposto a 0,05ppm de T3 (Tabela 3 e

Figuras 2A, 2B, 2C e 2D).
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A taxa de crescimento especifico (Tabela 4) mostrou que, do inicio ao final do periodo
experimental (de 6 a 342h), a maior taxa, apesar de ndo diferenciar estatisticamente, foi
encontrada entre as larvas provenientes de ovos expostos a 0,05ppm de Ts. Ao analisar-se a
taxa partir do momento em que se iniciou o canibalismo (30h) até o final do periodo
experimental (342h), fica ainda mais evidente que a concentracdo de 0,05ppm apresentou o

melhor resultado, seguidas pelas de 0,01ppm e 0,10ppm de Ts.
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DISCUSSAO

Uma das estratégias experimentais que tem sido utilizada em estudos para avaliar o
efeito de hormonios tireoidianos no inicio do desenvolvimento de peixes é a imersédo das
larvas em diferentes concentragdes destes hormonios (Reddy & Lam, 1992 e Huang et al.,
1996). Outra forma é a administragcdo do hormonio na mée momentos antes da desova, de
modo que possa haver transferéncia materna (Mylonas et al, 1994). Resultados satisfatorios
tém sido encontrados, embora algumas espécies ndo respondam de forma positiva, 0 que
provavelmente pode estar relacionado com a concentracdo do horménio utilizada, o momento
e a via de aplicacdo. O presente estudo utilizou o método de exposicdo de ovos a
triiodotironina durante a etapa de hidratacdo que segue a fertilizacdo dos mesmos, quando as
diferentes solucdes de horménio eram utilizadas. O mesmo método foi utilizado por Stratholt
et al. (1997), Stickney & Liu (1999) e Andrade e Urbinati (2002) para administracdo de
cortisol e horménio tireoidiano a ovos de peixes.

Os efeitos do horménio triiodotironina (T3) foram verificados mais claramente na
absorcéo do saco vitelinico e crescimento das larvas. Ao se analisar a qualidade das larvas no
momento da eclosdo, um maior numero de larvas viaveis, apesar de ndo ser estatisticamente
significativo, foi encontrado no tratamento em que o0s ovos foram expostos a 0,05ppm de T3 e
0 numero de larvas com anormalidades no tratamento de 0,01ppm de T3 foi pequeno (em
torno de 2% a mais que nos demais). Os hormonios tireoidianos, mais particularmente a
triiodotironina, desempenham um papel significativo na embriogénese, na morfogénese, no
crescimento, na taxa de eclosdo e na sobrevivéncia de peixes (Hey et al., 1996). Lambert
(1999), analisando o efeito dos horménios tireoidianos associados com hormonios esteroides,

em fémeas de I. punctatus, ndo observou alteracdo na ecloséo, assim como Stickney & Liu
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(1999) ndo observaram efeito na eclosdo de ovos de Hippoglossus stenolepis imersos em
horménios tireoidianos. Em fémeas de Salmo trutta que receberam triiodotironina de forma
injetavel ndo se verificou efeito na taxa de fertilizagéo, na taxa de ecloséo e na sobrevivéncia
e crescimento das larvas, que apresentaram anormalidades associadas a formacdo do
esqueleto ao final do periodo de absorcéo do vitelo (Mylonas et al., 1994). Apesar de relatar
efeitos benéficos dos horménios tireoidianos no desenvolvimento de Sarotherodon niloticus,
Nacario (1983) encontrou ma formagdo nas nadadeiras peitorais, casos de lordose e de
escoliose nas larvas. No presente trabalho, ndo se registrou evidentes diferencas na taxa de
eclosdo e no numero de larvas com anormalidades (exceto no tratamento de 0,01ppm de Ts),
mas a absorcao do saco vitelinico foi acelerada pela presenca do horménio. Para Power et al.
(2001), tratamento com triiodotironina pode provocar alteragcbes no crescimento e no
desenvolvimento de peixes, mas por outro lado pode induzir ma formacao éssea.

Cinquenta e quatro horas apos a eclosdo, o vitelo foi totalmente consumido pelas
larvas oriundas de ovos expostos a 0,10ppm de T3, enquanto que naquelas da concentracéo
0,05ppm restava apenas 7% a ser consumido e nas da concentracdo 0,01ppm e do grupo
controle 11 e 15%, respectivamente, sugerindo que a triiodotironina acelerou o
desenvolvimento de matrinxd. A absorgdo mais répida do vitelo também foi verificada em
larvas de Sarotherodon niloticus imersas em tiroxina (Nacario, 1983) e em larvas de fémeas
de Siganus guttatus que a receberam de forma injetavel (Ayson & Lam, 1993).

Com aproximadamente 33 horas apds a eclosdo, independente da dose utilizada, as
larvas apresentaram canibalismo. Este momento é classificado como periodo critico para esta
espécie, devido a redugdo na taxa de sobrevivéncia provocada por este comportamento
(Senhorini et al., 1998). Cinqglienta e quatro horas ap06s a eclosdo, as larvas provenientes de
ovos expostos a 0,05ppm de T3 ndo apresentavam mais evidéncia de ataques, o mesmo

ocorrendo as 126 horas nas larvas do tratamento 0,10ppm, enquanto que apds 196 horas isto
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foi observado em todas as larvas, independente do tratamento, sugerindo que, de alguma
forma, nesta espécie, 0 T3 diminui o periodo de canibalismo. Hutchison & Iwata (1998)
observaram reducdo de agressividade ao utilizarem tiroxina na alimentacdo de Salmo trutta,
Oncorhynchus mykiss e Oncorhynchus masou. Hey et al. (1996) observaram que larvas de
Stizostedion vitreum imersas em Tz e T4, nas concentracbes de 0,01; 0,05 e 0,10ppm
apresentara aumento no canibalismo quando comparadas com as do grupo controle. Hey et al.
(1996); Hutchison & lwata, (1998) e Gavlik et al. (2002) associam comportamento agressivo
de algumas espécies de peixes com os niveis circulantes de hormdnios tireoidianos. A
instalacdo do comportamento de canibalismo pode interferir no crescimento das larvas, quer
seja por aumento de peso dos predadores, que ingerem mais proteina, quer seja por inibicdo
do crescimento dos animais predados que tém menos acesso ao alimento durante a interacao
social (Trendall, 1991).

Até 128 horas apos a eclosdo, praticamente ndo houve diferenca no crescimento das
larvas entre os tratamentos, mas a partir de 198 horas de cultivo, as maiores larvas (peso e
comprimento) foram as que vieram de ovos expostos ao hormonio, especialmente a dose de
0,05ppm. Estas foram as que apresentaram melhores resultados para a taxa de crescimento
especifico, confirmando os dados de peso e comprimento.

Na literatura, as respostas quanto ao crescimento de larvas tratadas com hormonio
tireoidiano séo divergentes. Injecdo materna de triiodotironina em Morone saxatilis (Brown et
al., 1988) e em Siganus guttatus (Ayson & Lam, 1993), Salmo trutta (Mylonas et al., 1994)
promoveu o crescimento e desenvolvimento das larvas, enquanto Reddy & Lam (1992)
encontraram resultados positivos para peso e comprimento em larvas de Carassius auratus
imersas em T3 na concentracdo de 0,01ppm. Ja Plohman et al. (2002) observaram melhores
taxas de crescimento especifico em larvas de Acipenser fulvescens alimentadas com uma dieta

suplementada com triiodotironina quando comparadas aquelas que tiveram esta dieta, apds
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algum tempo, substituida por zooplancton. Resultados semelhantes foram encontrados em
larvas de Coregonus albula alimentadas com uma dieta suplementada com 1,5ppm de
trilodotironina (Mamcarz et al. 1995). Entretanto, Nacario (1983) verificou que 0,3 e 0,5ppm
de tiroxina ndo aumentaram o crescimento de larvas de Sarotherodon niloticus quando
comparadas com as que receberam 0,10ppm do hormonio e Huang et al. (1996) mostraram
que larvas tratadas com concentragdes mais altas (50 e 100ng/ml de dimethylsulfoxide) de
trilodotironina apresentaram um retardo no crescimento e baixa taxa de sobrevivéncia quando
comparadas com o grupo que recebeu o horménio na dose mais baixa (25ng/ml). A mesma
situacéo foi verificada por Reddy & Lam (1992) ao analisarem o efeito da tiroxina em larvas
de Carassius auratus. No matrinxa, a concentracdo intermediaria utilizada (0,05ppm) foi a
que mostrou resultados mais evidentes. Uma possibilidade para explicar as divergéncias
encontradas pode estar relacionada as doses utilizadas, espécie, momento da aplicacédo e via
de administragdo do horménio (Lam, 1994).

As alteragGes observadas no crescimento das larvas de matrinxd podem estar
relacionadas, também, com o final do canibalismo que, no grupo de 0,05ppm de T3, ocorreu
as 54 horas, antes dos demais tratamentos e também com desenvolvimento do sistema
digestorio (ver Artigo cientifico Il desta tese), o que estaria promovendo menos gasto
energético por menor interacdo social e melhor absorcdo dos nutrientes e, em conseqiiéncia,
um rapido crescimento.

Além do efeito dos horménios tireoidianos descritos como estimuladores do
crescimento e maturacdo de muitos tecidos (Moon et al., 1994; Liu & Chan, 2002), eles
parecem estar envolvido no crescimento corporal.

Os horménios, incluindo-se os tireoidianos, sdo importantes fatores de regulacdo dos
processos anabolicos, por meio dos quais 0s nutrientes absorvidos sdo convertidos nos tecidos

durante o metabolismo. Juntamente com fatores genéticos e nutricionais, eles controlam o
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crescimento corporal animal (Weatherley & Gill, 1981). N&do obstante, ainda nédo esta claro se
o efeito promotor de crescimento dos hormonios tireoidianos é uma consequéncia de sua acao
direta ou se eles potencializam a atividade anabolica de outros hormonios, especialmente o
hormonio de crescimento (agindo sinergicamente ou com efeito permissivo), ou se exercem
alguma influéncia mais generalizada no metabolismo (Plisetskaya et al., 1983).
Os dados obtidos neste experimento sugerem que a triiodotironina, especialmente na
concentragdo de 0,05ppm, acelera processos iniciais do desenvolvimento e estimula o
crescimento de larvas de matrinxad expostas ao horménio durante a fase de fertilizacdo dos

0ovos.
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Tabela 1. Taxa de eclosdo (%) de larvas provenientes de ovos expostos a triiodotironina
(Ta).

Triiodotironina (ppm)

Qualidade das larvas (%) 0,00 0,01 0,05 0,10 C.V. (%)
Viaveis 64,75a 68,81a 72,78a 58,24a 22,22
Mortas 24,40a 19,07a 15,91a 30,38a 60,63
Anormais 5,18b 7,89 5,28b 5,38b 59,33

Médias seguidas de mesma letra, nas linhas nédo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
C.V.: Coeficiente de variacdo

Tabela 2. Area do saco vitelinico (mm?) de larvas provenientes de ovos expostos a
triiodotironina (T3).

Tempo de cultivo (horas)

T3 (ppm) 6 18 30 42 54

Area do saco 0,00 0,27+0,01 Aa 0,17+0,02 Bb 0,16+0,01 Ab 0,08+0,01 Ac 0,04+0,02 Ad
vitelinico 0,01 0,28+0,02 Aa 0,26+0,02 Aa 0,18+0,02 Ab 0,09+0,01 Ac 0,03+0,01 Ad
(mmz) 0,05 0,30+0,02 Aa 0,19+0,01 Bb 0,10+0,02 Bc 0,05+0,01 Bd 0,02+0,01 ABd
0,10 0,30+0,02 Aa 0,20+0,02 Bb 0,13+ 0,02Bc 0,04+0,02 Bd  0,00+0,00 Be

c.v. doses: 0,63% c.v. periodos: 0,69%

Médias seguidas de letras iguais mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05).
+ desvio padréo.

Tabela 4. Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon cephalus)

provenientes de ovos expostos a triiodotironina (Ts).

Intervalo de tempo (horas)

T3 (ppm)
6-342 * 30-342 **
0,00 25,31 +0,56 a 23,60+0,36 b
0,01 25,99+ 0,61a 25,41 +£0,54 ab
0,05 26,45+ 0,47 a 25,90t 0,36 a
0,10 26,14+ 0,50 a 24,44 +£0,79 ab

Médias seguidas de letras iguais nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05) .
+ desvio padréo.

* Periodo total de observagdo

** Periodo de observacéo, a partir do inicio do canibalismo
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Tabela 3. Peso (PC) e comprimento total (CT) de larvas de matrinxa (Brycon cephalus) provenientes de ovos hidratados com triiodotironina (Ts).

Tempo de cultivo (horas)

Ta@m) 6 18 0 2 54 126 1% 210 )
PC 000  109+0,16 Ac' 13#+0,18 Ac  174+0,11 Ac 183+0,03 Ac 209+0,22 Ac  33r+0,45 Ac 535%1,28 Bc 172043,77 Bb  3734+3,19 Ca
(mg) 001 119+0,12 Ad 13240,07 Ad  166+0,11 Ad 190+0,25 Ad 238+0,39 Ad  420+0,53 Ad 960+1,66 Ac  2370+2,76 Ab  4520+3,49 Aba
005 117+0,17 Ad 14740,11 Ad  163+0,11 Ad 1,77+0,09 Ad 221+40,10 Ad  363+0,48 Ad 1026+ 2,30 Ac  261+3,49 Ab  4719+1,12 Aa
010 107+0,13 Ad 148+0,14 Ad  1,73+0,03 Ad 185+0,10 Ad 203+0,13 Ad  343+0,52 Ad 1006+2,35 Ac  2298+4,22 Ab 4193+ 7,72Ba
oy dosesi3070% cv. perfodos: 20,25%
CT 000  424+0,30 Ae 491+0,12 Ae  558+0,30 Ade  629+0,08 Acde  664+0,11 Acde 804+0,05 Acd 886t0,41 Ac 1240+1,02 Bb  1614+0.93 Ca
(mm) 001  444+0,05 Ae 485+0,28 Ae 558+0,07 Ae 6,14+0,08 Ade 693+0,52 Ade 858+0,74 Acd  1072+0,67 Ac  1440+1,66 ABb 1946+4,83 Ba
005 420+0,03 Ae 498+0,07 Ae  584+0,24 Ade 634+0,18 Ade 6,7140,34 Ade 799+0,23 Acd  1061+0,63 Ac  1585+1,33 Ab  2358+2,25 Aa
010  431+0,18 Ae 490+0,13 Ade 576+0,16 Ade  611+0,09 Ade 6,73+0,21 Ade 7,71+0,17 Acd 988+0,49 Ac 1417+1,23 ABb  1847+5,42 BCa

c.v. doses: 21,31% c.v. periodos: 14,73%

IMédias seguidas de letras iguais mintsculas nas linhas e maitisculas nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
+ Desvio Padréo
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Figura 1. A - Incubadoras utilizadas até 54 horas ap6s a eclosio. B - Aquérios utilizados entre
54 a 342 horas de ecloséo.
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Figura 2. Fotografia de larvas de matrinxd (Brycon cephalus) com 6; 18; 30; 42; 54; 126; 198; 270 e 342
horas ap0s a eclosdo. A - 0,00ppm; B - 0,01ppm; C - 0,05ppm e D - 0,10ppm.
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ARTIGO CIENTIFICO V

CANIBALISMO EM LARVAS DE MATRINXA
Brycon cephalus APOS A EXPOSICAO DOS OVOS
A TRIIODOTIRONINA
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da exposi¢do dos ovos de matrinxa a
trilodotironina, durante a hidratacdo, no processo de fertilizacéo, sobre 0 comportamento de
canibalismo das larvas. A pesquisa foi desenvolvida no Centro Nacional de Pesquisa em
Peixes Tropicais (CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, e no Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, campus de
Jaboticabal, SP. Os ovadcitos fertilizados foram imersos por 15 minutos em solucdes de
triiodotironina nas concentragbes de 0,00; 0,01; 0,05 e 0,10ppm. As amostragens
acontenceram as 6, 18, 30, 33, 36, 39, 42, 54, 126 e 198 horas ap0s a eclosdo, para verificar a
incidéncia de canibalismo. A descri¢do estrutural dos tecidos e érgdos foi realizada através
das microscopias de luz da eletrdnica de varredura. Larvas de todos os tratamentos abriram a
boca as 18 horas apés eclosdo. Foi verificado que o canibalismo, em todos 0s grupos, teve
inicio aproximadamente 33 horas apos a eclosdo das larvas e com 54 horas as larvas
provenientes de ovos expostos a 0,05ppm de T3 ndo apresentavam mais evidéncias deste
comportamento. A analise estrutural mostrou que, as 30 horas, a bexiga natatoria das larvas
dos tratamentos 0,05ppm e 0,01ppm de T3 estava parcialmente insuflada, fato verificado nos
demais tratamentos as 42 horas. Além disso, ocorreu um desenvolvimento mais acelerado do
sistema digestorio, principalmente do intestino, em larvas que tiveram seus ovos expostos a
0,10ppm de T3. O saco vitelinico desapareceu primeiro (30 horas) nas larvas deste tratamento.
As 54 horas, quando o canibalismo ndo foi mais verificado nas larvas do tratamento 0,05ppm
de T3, 0 grupo apresentou o crescimento mais homogéneo.

Os dados obtidos neste experimento sugerem que a triiodotironina atua na reducdo do
canibalismo entre larvas de matrinx& por promover crescimento mais homogéneo e acelerar a

maturagdo do trato digestario.
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ABSTRACT

The objective of the present experiment was to assess the effect of the exposure of the
eggs of matrinxd, Brycon cephalus, to triiodothyronine (Ts3) during the fertilization on the
canibalism behavior of the larvae. The study was carried out at Centro Nacional de Pesquisa
em Peixes Tropicais (CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, and at the Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
Jaboticabal, SP.

Fertilized eggs were exposed to 0.00; 0.01; 0.05 and 0.10ppm T3 solutions and
samplings were carried out at 6, 18, 30, 33, 36, 39, 42, 54, 126 and 198 h after hatching.
Tissues and organs were analyzed in light and scanning microscopy. In larvae from all
hormone treatment the mouth opened at 18h. Thirty three hs after hatching, canibalism was
registered in larvae from all treatments and at 54 h it had disappeared in larvae from 0.05ppm
treatment. Structural analysis showed a more acelerated development of the digestive system,
especially intestine, in larvae from 0.10ppm treatment. At 30 h, the swim bladder of the larvae
of the treatments 0.05ppm and 0.01ppm T3 was partially inflated, fact that was vwerified in
the other treatments onlt at 42 h. Yolk sac disappeared firstly (30 h) in larvae from this
treatment. At 54 h, when canibalism disappeared in larvae from the treatment 0.05ppm, the
group presented the more homogeneous growth.

Data from this study suggest that triiodothyronine play a role in the reduction of the
canibalism in larvae of matrinx&@ by promoting higher capacity to escape, more homogeneous

growth and acelerated maturation of the digestive system.
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INTRODUCAO

Muito se tem buscado sobre o conhecimento da biologia de espécies oriundas de
bacias hidrograficas brasileiras que podem ser usadas com sucesso na piscicultura. Os peixes
do género Brycon sdo espécies de alto valor econdmico (Mendonga, 1996; Senhorini et al.,
1998). Entre elas, destaca-se o matrinxd, Brycon cephalus, originario da Bacia Amazonica
(Howes, 1982), espécie onivora, de crescimento rapido (Werder & Saint Paul, 1978) e de
crescente importancia entre 0s peixes cultivados no Brasil. Atualmente, é criado
comercialmente em varias regiGes do pais, incluindo o sudeste, onde é muito utilizado como
peixe esportivo (Scorvo-Filho et al., 1998).

O limitado conhecimento sobre a biologia de algumas espécies estad intimamente
relacionado com a incipiente tecnologia de cultivo. No caso das espécies do género Brycon e
de outras espécies, a baixa sobrevivéncia, principalmente durante a fase larval (Senhorini et
al., 1998; Kovac, 2000; Sokoloskaya & Sokolovskii, 2001), é uma dificuldade que preocupa a
produgdo. As pesquisas com larvicultura de peixes nativos tém abordado dentre outros
aspectos, alimentacdo e nutricdo, comportamento, sistemas de cultivo e qualidade da agua
(Basile Martins et al., 1984; Zaniboni Filho & Barbosa, 1992; Bernardino et al., 1993;
Cecarelli, 1997; Pelli et al., 1997; Senhorini, 1999; Portella et al., 2000).

Muitos problemas relacionados ao cultivo de peixes ja foram solucionados, mas a
larvicultura continua sendo um fator limitante da producdo. Uma das razdes é a alta taxa de
mortalidade provocada pelo comportamento de canibalismo (Basile-Martins, 1984; Baras,
1999; Baras et al., 2000), observado em diversas espécies como pintado, Pseudoplatystoma
coruscans (Cardoso et al., 1988), jau, Paulicea lutkeni (Zaniboni Filho & Barbosa, 1992),

dourado, Salminus maxillosus (Zaniboni Filho & Barbosa, 1992) e em especies do género
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Brycon (Sato et al., 1988; Woynarovich & Sato, 1990; Piovezan, 1994; Cecarelli, 1997;
Andrade-Tamelli, 1997). Este comportamento é causa de prejuizo econdmico na aquicultura
(Smith & Reay, 1991).

Em alguns estudos, condi¢cdes foram testadas para se estudar o comportamento da
agressdo intraespecifica e de canibalismo em varias espécies de peixes, incluindo-se
intervalos de tempo no fornecimento de alimento, condi¢bes no oferecimento de luz,
heterogeneidade de tamanho (Hecht & Pienaar, 1991; Folkvord & Ottera, 1993; Greaves &
Tuene, 2001; Brannas et al., 2002), consorciacdo entre outras espécies (Ceccarelli, 1997) e
densidade de estocagem (Gomes et al., 2000).

Dados da literatura associam comportamento agressivo de muitas espécies com 0s
horménios tireoidianos (Hey et al., 1996; Hutchison & lwata, 1998; Gavlik et al., 2002;
Urbinati et al., 2002). Segundo Hey et al. (1996), estes horménios apresentam efeitos
metabdlico, estrutural e comportamental nos vertebrados, e embora sejam conhecidos por
desempenhar importante papel no desenvolvimento de vertebrados em geral (Raine &
Letherland, 1999), suas fungdes e niveis exigidos para o desenvolvimento de teledsteos ainda
séo desconhecidos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da exposicdo dos ovos de matrinxa a
triiodotironina (T3), durante a hidratagdo, no processo de fertilizacéo, sobre o comportamento

de canibalismo das larvas.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa em Peixes Tropicais
(CEPTA/IBAMA), Pirassununga, SP, e no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal, SP. Foram
utilizadas 4 fémeas de matrinxd que foram induzidas a reproducdo segundo técnica de
Woynarovich & Horvath (1983). Os ovocitos extrusados de cada fémea foram fertilizados e
divididos em 4 partes iguais (aproximadamente 20.000 ovos/parte), e cada parte foi hidratada
com 500ml de solugdes de triiodotironina (Ts) (Oppm, 0,01ppm, 0,05ppm e 0,10ppm), por 15
minutos. Em seguida, os ovos foram transferidos e mantidos em incubadoras (Figura 1A),
com agua em fluxo continuo, por 54 horas ap6s a eclosdao. Posteriormente, as larvas foram
mantidas em aquarios de 20 L (Figura 1B), na densidade de 10 larvas/L. As amostragens
foram realizadas 6, 18, 30, 33, 36, 39, 42, 54, 126 e 198 horas apds a eclosdo. A maior
frequéncia de amostragens, entre 30 e 42 horas, deve-se ao fato de que o canibalismo se
instalou neste periodo. Nestas amostragens, completadas as observacdes, as larvas eram
devolvidas as incubadoras, enquanto que nas outras as larvas eram fixadas para posterior
observacdo e biometria.

Para descrigdo estrutural dos tecidos e orgéos, as larvas foram fixadas em solugdo de
Karnowsky, por 2 horas, transferidas para tamp&o cacodilato de sodio e mantidas em
geladeira. As amostras foram desidratadas, diafanizadas, embebidas em parafina e
seccionadas transversal e sagitalmente na espessura de 5um. O material foi corado segundo a
técnica de hematoxilina de Harris —-HE (Behmer et al., 1976). Os cortes histoldgicos foram

analisados por microscopio de luz, com objetivas de 10x e de 40x.
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Para a observacgédo ultraestrutural da morfologia externa das larvas e dos ataques de
canibalismo, as larvas foram fixadas em solucdo de Karnowsky (2% paraformaldeido, 2%
glutaraldeido, 0,25% CaCl,, pH 7,4) e pds-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% em tampéo
cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,4, por 2 horas, a 4°C. Em seguida, foram lavadas no mesmo
tampéo e desidratadas com passagens em solugdes crescentes de alcool absoluto. A secagem
foi realizada em secador de ponto critico, as amostras foram metalizadas e
eletronmicrografadas em microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 5410, operado em
15KV.

Os dados de incidéncia de canibalismo (ataques) foram transformados pela expressao

y:arcsen.\/m , onde x foi expresso em porcentagem e analisados em parcelas
subdivididas, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey.

Durante o experimento, registrou-se temperatura (25°C a 27°C), pH (6,8 a 7,8),
oxigénio dissolvido (5,7 a 7,8 mg/L), alcalinidade (8,3 a 8,7mg/L) e amoénia total (0,13 a

0,33ml/L) da &gua das incubadoras e aquarios.
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RESULTADOS

Na microscopia de luz observou-se, 6 horas ap6s a eclosdo, que larvas de todos 0s
tratamentos apresentavam a boca ainda fechada e, as 18 horas, ja estava aberta, mas o tubo
digestorio estava, ainda, parcialmente obliterado sendo que nas larvas do tratamento que
recebeu 0,10ppm de Ts, ele apresentava uma abertura maior (Figuras 2A, 2B, 2C e 2D).

O canibalismo teve inicio aproximadamente 33 horas apds a ecloséo das larvas,
independente da dose utilizada. Cinglienta e quatro horas ap0s a ecloséo, apenas as larvas
provenientes de ovos expostos a 0,05ppm de T3 ndo apresentavam mais evidéncia de
ataques. O mesmo ocorreu, as 126 horas, com larvas provenientes de ovos hidratados com
0,10ppm de T3, e, as 196 horas, em larvas do tratamento 0,01ppm de horménio e controle.
A incidéncia de canibalismo sempre foi mais baixa entre larvas do tratamento 0,01 ppm de

T3 (Tabela 1).

Através da microscopia de luz, verificou-se que, 30 horas apds a eclosao, a bexiga
natatoria das larvas dos tratamentos 0,05ppm e 0,10ppm de T3 apresentava-se parcialmente

insuflada, fato verificado nos demais tratamentos somente as 42 horas.

O vitelo das larvas provenientes de ovos hidratados com 0,10ppm de T3 havia sido
parcialmente consumido as 30 horas (Figuras 3A e 3B) e totalmente as 54 horas, e nas larvas
dos demais tratamentos este fato foi verificado 126 horas apds a eclosao. Por outro lado, as 30
horas, o intestino era linear em larvas de todos os tratamentos, com vilosidades na camada
mucosa. As 54 horas, a quantidade de vilosidades era relativamente maior nas larvas que
tiveram seus ovos expostos a 0,05ppm e 0,10ppm de T3 que nas dos demais tratamentos
(Figuras 4A e 4 B).

Verificou-se, ainda, pela microscopia oOptica, que, 30 horas apds a eclosdo, a retina

ocular das larvas de todos os tratamentos apresentava o tecido pigmentar constituido por
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cones e bastonetes e que o sistema nervoso central, mais particularmente a medula espinhal,
estava totalmente organizado, no que se refere a distribuicdo das substancias branca e da
cinzenta (Figura 5).

Em todos os tratamentos, 42 horas apés ecloséo, as larvas apresentavam boca grande
em relacdo a cabeca, dentes conicos e pontiagudos (Figura 6C), olhos e narinas bem
desenvolvidos.

Com relagédo ao tamanho das larvas, os valores médios de peso e comprimento, até 54
horas ap6s a eclosdo, ndo apresentaram diferenca significativa, independente da dose
utilizada. Cento e noventa e oito horas apos a eclosao, as larvas oriundas de ovos hidratados
com as trés doses de T3 apresentaram peso maior que as do grupo controle, enquanto que o
comprimento total mostrou perfil semelhante, especialmente nas doses 0,01 e 0,05 ppm de T3
(Tabela 2). Observa-se, pelo desvio padrdo da média de peso, que no grupo de larvas no qual
o canibalismo desapareceu primeiro (0,05ppm) o crescimento era mais homogéneo.

Na maioria dos casos de canibalismo, observou-se que as presas eram menores que 0
predador, em alguns casos do mesmo tamanho ou mal formadas (Figuras 6A e 6B). Em
grande parte dos ataques, o predador capturou a presa no sentido postero-anterior (Figuras 7A,
7B e 7C) e, com menor frequéncia, a captura foi antero-posterior (Figura 7D). No grupo
controle e naquele em que os ovos foram hidratados com 0,01ppm de T3, observou-se casos
em que uma larva mordeu e apreendeu a outra e em seguida foi mordida por uma terceira
larva.

Em todos os tratamentos, encontraram-se larvas com lesGes no peddnculo caudal,

provavelmente provocadas por situa¢des de apreenséo e escape.
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DISCUSSAO

A fase larval dos Brycon tem se mostrado a principal limitante tecnoldgica para sua
criagdo devido o canibalismo que se inicia 35-36 horas apos a eclosdo das larvas (Bernardino
et al., 1993; Belmont, 1994; Andrade-Talmelli, 1997; Ceccarelli, 1997; Senhorini et al., 1998;
Gomes et al., 2000). Elas nadam em sentido vertical, com a bexiga natatdria insuflada em
apenas 50% de sua capacidade e se transferidas, nesta ocasido, para viveiros, apresentardo
baixa sobrevivéncia (Mendonca, 1996). No presente estudo, em todos os tratamentos, 0s
primeiros ataques foram verificados 33 horas apos a eclosdo, semelhante ao encontrado para
esta espécie e outras do mesmo género, pelos autores supracitados, indicando que neste
momento as larvas ja podem receber alimentacdo exdgena, um importante fator relacionado a
sobrevivéncia.

O canibalismo desapareceu primeiro (54 horas) nas larvas provenientes de ovos
tratados com 0,05ppm de T3, seguido das oriundas do tratamento com 0,10ppm (126 horas).
Este fato pode estar, em parte, associado com a insuflacdo da bexiga natatdria, que teve inicio
30 e 42 horas ap0és a eclosdo das larvas destes tratamentos. Por ser um orgédo com fungéo
hidrostéatica, a bexiga facilita a natacdo nos sentidos horizontal e vertical, possibilitando uma
maior capacidade de fuga. Em larvas de Morone saxatilis, a injecdo materna de triiodotironina
causou aumento da insuflacdo da bexiga natatoria (Brown et al., 1988).

As larvas que vieram de ovos expostos a 0,01ppm de T; apresentaram, nos periodos
amostrados, uma incidéncia de ataque relativamente mais baixa que nos outros tratamentos,
apesar de tal comportamento ter se prolongado até 126 horas apos eclosdo. E possivel que
tenha ocorrido reducdo do comportamento de predacdo entre as larvas. O declinio da

agressividade tem sido relacionado a acdo dos horménios tireoidianos. Hutchison & Iwata
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(1998) observaram reducdo de agressividade ao utilizarem tiroxina na alimentacdo de Salmo
trutta, Oncorhynchus mykiss e Oncorhynchus masou, enquanto Urbinati et al. (2002)
observaram reducdo do canibalismo em larvas de matrinxd produzidos por fémeas injetadas
com T3,

Nas larvas provenientes de ovos hidratados com 0,10ppm de Ts, o vitelo foi totalmente
consumido 54 horas apos a eclosdo. De acordo com Gerking (1994), apds a deplegdo do
vitelo, quando as larvas passam a depender somente do alimento exdgeno, ocorre um periodo
critico para a sua sobrevivéncia. Para algumas espécies de peixes, o inicio da alimentacao
exdgena acontece antes mesmo que o vitelo tenha sido completamente consumido, mas estas
ndo apresentam, ou é raro, o canibalismo, como é o caso do Clarias gariepinus (Hecth &
Appelbaum, 1998) e Heterobranchus longifilis (Baras, 1999). Segundo Baras et al. (2000), os
peixes do género Brycon representam potenciais modelos de extremo canibalismo, devido ao
rapido desenvolvimento e capacidade predatoria.

A deplecdo mais precoce do vitelo em larvas tratadas com hormonio coincidiu com
maturacdo mais acelerada do sistema digestorio, podendo estar relacionados com maior
capacidade do organismo em aceitar alimentagéo exogena.

Dezoito horas ap0s a ecloséo, o tubo digestorio das larvas que receberam 0,10ppm de
T3 mostrava-se mais aberto que o dos demais tratamentos. Trinta horas ap6s a eclosdo, o
intestino das larvas estava organizado de forma linear com dobras na camada mucosa e as
primeiras vilosidades intestinais foram observadas, 54 horas ap0s a eclosdo, em todos 0s
tratamentos. Entretanto, Demska-Zakes et al. (1995) ndo encontraram diferenga expressiva no
desenvolvimento do sistema digestorio em larvas de Coregonus albula L. alimentadas com
uma dieta suplementada com triiodotironina e alimentadas sem hormoénio, enquanto que
Brown & Kim (1995) relataram maior desenvolvimento do trato digestorio em larvas tratadas

com cortisol e moderada melhora na associagdo com hormdnio tireoidiano (T3). Em larvas de
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Heteropneustes fossilis expostas a uma mistura de tetraiodotironina (T4) e cortisol, a
reabsorcdo do saco vitelino e a formacdo do trato digestorio foram aceleradas em relacao as
das ndo expostas, indicando antecipada da funcéo digestdria (Nayak et al., 2000). Um papel
pré-adaptativo fundamental dos hormonios tireoidianos na preparagdo dos tecidos
gastrointestinais para o uso de novas fontes de alimento foi proposto por Specker (1988).

Verificou-se, em todos os tratamentos, que as larvas apresentavam olhos bem
desenvolvidos, caracteristica de peixes que tém maior facilidade em direcionar visualmente o
ataque as suas presas (Ceccarelli, 1997) e a retina apresentava o tecido pigmentar constituido
por cones e bastonetes. Hecht & Appelbaum (1998), ao cauterizarem os olhos ou amputarem
os barbilhdes de larvas de Clarias gariepinus, verificaram que a espécie apresentava
comportamento agressivo e de canibalismo estimulado muito mais por estimulos tacteis do
que visuais. Como o matrinxa ndo apresenta barbilhdes, e tem, no inicio da alimentacao, olhos
grandes e pigmentados, deve apresentar maior habilidade de localizagdo da presa em resposta
ao estimulo visual. Segundo Ceccarelli (1997), a eficicia do canibalismo em fase precoce, no
Brycon cephalus, parece possivel pela presenca nesta fase, além de olhos bem desenvolvidos,
de narinas, importantes na percepc¢ao da presa, porque possibilitam percebé-la mesmo antes
de enxerga-la.

A ocorréncia mais longa de canibalismo, neste estudo, foi encontrada nas larvas dos
grupos controle e na de dose mais baixa (0,01ppm) de T3, embora nas tratadas com hormonio
tenha ocorrido em menor intensidade, fato que pode estar relacionado a agédo do Ts.
Diferentemente, em larvas de Stizostedion vitreum, imersas em diferentes doses de
trilodotironia e de tiroxina, ocorreu mais canibalismo do que naquelas ndo foram expostas aos
horménios (Hey et al., 1996).

Observou-se nas larvas do tratamento 0,05ppm de T3, as 54 horas, que o grupo

apresentou 0s pesos mais homogéneos quando o canibalismo desapareceu. Segundo Sakakura
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& Tsukamoto (1997), o canibalismo tem inicio no momento que comeca ocorrer variagdo de
tamanho das larvas. Em larvas de Clarias gariepinus, a maior incidéncia deste
comportamento foi encontrada nos grupos com grande diferenga de tamanho entre os animais
(Baras & D'Almeida, 2001), enquanto que, em Salvelinus alpinus, o canibalismo foi mais
evidente entre animais de tamanho semelhante (Brannas et al., 2002). Entre larvas de Gadus
morhua L, de mesmo tamanho, este comportamento néo foi evidenciado (Folkvord & Ottera,
1993).

Neste estudo verificou-se gue, na maioria dos casos, as presas eram menores gque 0S
predadores ou, algumas vezes, do mesmo tamanho. Segundo Ceccarelli (1997), apesar das
presas maiores serem facilmente detectadas pelos predadores, nas larvas de espécies de
pequeno porte a abertura da boca do predador limita o tamanho méaximo das presas.

Os tipos de canibalismo encontrados entre larvas de Brycon cephalus foram postero-
anterior e antero-posterior, acontecendo o primeiro numa frequéncia maior. Os mesmos tipos
foram verificados por Ceccareli (1997) que estudou este comportamento na espécie, sendo 0s
resultados contrarios apenas na frequéncia dos mesmos. Giri et al. (2002), ao estudarem a
sobrevivéncia e crescimento de Wallago attu, verificaram que nesta espécie ndo existe um
tipo de ataque que predomina. Em larvas de Clarias gariepinus, sob condigdes controladas, o
tipo postero-anterior de ataque aconteceu no periodo em que 0s animais eram menores e que a
presa representava 80% do tamanho do predador. Por outro lado, o ataque antero-posterior
ocorreu em animais maiores, e a presa correspondia a 44% do tamanho do predador (Hetch &
Appelbaum, 1988). Esta preferéncia foi atribuida ao sucesso da captura, relacionando a
propor¢do de energia gasta na perseguicdo com a taxa de energia ganha com a captura.

No matrinxd, o tipo de ataque pode estar relacionado a facilidade de ingerir a presa no
sentido postero-anterior, uma vez que as presas apresentavam estruturas, como dentes

conicos e pontiagudos, que poderiam ferir o predador e inviabilizar o sucesso da captura.
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Atagues que ndo resultam em morte produzem larvas severamente feridas, que podem
crescer e apresentar deformacdes tipicas, como escoliose. Em criacdo de Brycon cephalus,
tem sido relatada grande quantidade de alevinos com escoliose, 0 que esta relacionado a
agressao intraespecifica, a qual pode estar associada ao aumento de confrontos por deficiéncia
nutricional (Ceccarelli, 1997).

No presente trabalho, observou-se que a triiodotironina atuou na reducdo do
canibalismo, ao mesmo tempo que estimulou o desenvolvimento acelerado de estruturas que
capacitaram as larvas para fuga da predacdo (bexiga natatoria), promoveu menor interacao
social (crescimento homogéneo) e antecipou a atividade alimentar (maturacdo do sistema

digestdrio e reabsorcédo do vitelo).

Tabela 1. Incidéncia de canibalismo em larvas de matrinx& (Brycon cephalus) provenientes de
ovos hidratados com triiodotironina (Ts).

Tempo de cultivo (horas)

T3 (ppm) 30 33 36 39 42 54 126 198

Canibalismo 0,00 0,0Ac 12,5Ab 28,7Aa 20,0Aab 22,5Aab 5,0Bc 5,0Ac 0,0Ac
(%) 0,01 0,0Ab 5,0Bb  15,0ABa 5,0Bb 2,5Bb 50Bb  5,0Ab 0,0Ab
0,05 0,0Ab 125Aa 15,0ABa 212Aa 21,2Aa 0,0Bb  0,0Ab 0,0Ab

0,10 0,0Ab 17,5Aa 10,0Ba 15,0Aa 12,5Aa 21,2Aa 0,0Ab 0,0Ab

c.v. doses: 81,1% c.v. periodos: 34,5%

Médias seguidas de letras iguais minUsculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P>0,05).
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Tabela 2. Peso corporal e comprimento total de larvas de matrinx& (Brycon cephalus) provenientes de ovos hidratados com triiodotironina (T3)

Tempo de cultivo (horas)

c.v. doses: 6,74%

T3 (ppm) 6 18 30 42 54 126 198
Peso corporal 000  1,09:0,16 Ac 1,33#0,18 Ac 1,74+0,11 Ac 1,88+0,03Abc 2,09+0,22 Abc 3,37+0,45Ab  535+1,28 Ba
(mg) 001  1,19+0,12 Ac 1,32#0,07 Ac 1,66+0,11 Ac 1,90+025Ac  2,38+0,39 Ac  4,29+0,53 Ab  9,60+1,66 Aa
005 1174017 Ac 1,47#0,11Ac 163011 Ac 1,77#0,09Ac  2,21#0,10 Abc 3,63+0,48 Ab  10,26+2,30 Aa
010  1,07#0,13Ac 148#0,14Ac 173+0,03Ac 1,85:0,10Ac  2,03+0,13Abc 3,43+052 Ab  10,06+2,35 Aa
OV dosesi 33429 c.v. periodos: 25,02%
Comprimento 000  4,24+030 Ae 4,91#0,12Ad 558+0,30 Ad 6,29+0,08 Ac  6,64+0,11 Ac  8,04+0,05 ABb 8,86+0,41 Ca
total 001  4,44+0,05Ae 4,85:028Ae 558+0,07Ad 6,14+008Ac  6,93+052 Ac  8,58+0,74 Ab  10,72+0,67 Aa
(mm) 005  4,29+0,03Af 4,98+0,07 Ae 584+0,24 Ad 6,34+0,18 Acd 6,71+0,34 Ac  7,99+0,23 ABb  10,61+0,63 Aa
010  4,31%0,18 Ae 4,90+0,13Ae 576+0,16 Ad 6,11+0,09 Acd 6,73+0,21 Ac  7,71#0,17Bb  9,88+0,49 Ba

c.v. periodos: 4,53%

1Médias seguidas de letras iguais mintsculas nas linhas e maitisculas nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

+ Desvio Padréo
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Figura 1. A- Incubadoras utilizadas até 54 horas ap06s a eclosdo. B- Aquarios utilizados ap6s
54 horas de eclosdo.
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Figura 2. Fotomicrografias de cortes transversais de larva de matrinxa (Brycon cephalus) com 18
horas apds a eclosdo. A- 0,00ppm; B- 0,01ppm; C- 0,05ppm e D- 0,10ppm. Tubo digestério (seta).
HE. Objetiva 10x.
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Figura 3. Fotomicrografias de cortes transversais de larva de matrinxd (Brycon cephalus) com
30 horas ap06s a eclosdo. A- 0,01ppm e B- 0,10ppm. Saco vitelinico (V). HE. Objetiva 10x.
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Figura 4. Fotomicrografias de cortes sagitais de larva de matrinxa (Brycon cephalus) com 54
horas apds a eclosdo. A- 0,01ppm e B- 0,05ppm. Saco vitelinico (V). Vilosidades (seta). HE.
Obijetiva 5x.
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Figura 5. Fotomicrografia de corte transversal de larva de matrinxa (Brycon cephalus) com 30
horas ap6s a eclosdo. Substancia cinzenta (SC). Substancia branca (SB). Notocorda (N). HE.

Obijetiva 40x.
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Figura 6. Elétron-micrografias de varredura de larva de matrinxa (Brycon cephalus). A e B- Larvas mal
formadas (predadas) com 54 horas apés a eclosdo (0,10ppm). C- Dentes de larvas com 42 horas apds a
ecloséo (0,05ppm).
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Figura 7. Elétron-micrografias de varredura de larva de matrinxa@ (Brycon cephalus) com
42 horas apos a ecloséo. A, B e C- Ataque no sentido postero-anterior (0,00ppm, 0,01ppm
e 0,05ppm). D- Ataque no sentido antero-posterior (0,10ppm).
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ARTIGO CIENTIFICO VI

EARLY DEVELOPMENT OF MATRINXA,
BRYCON CEPHALUS (TELEOST, CHARACIDAE),
AFTER MATERNAL TRIITODOTHYRONINE

INJECTION AND EGG EXPOSUR.
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ABSTRACT

The present study compared the early development of matrinxd, Brycon cephalus, a

freshwater species from the Amazon Basin, after maternal T3 injection or exposure of the
fertilized eggs to T3 solutions. Two experiments were performed. In the first one, three groups
of four females each were artificially induced to spawning with carp pituitary extract - CPE.
The first group received CPE and a corn oil injection (control group), while the other two
groups received CPE plus a 10mg or 20mg kg™'bw Ts injection (experimental groups).
Fertilized eggs from each female were incubated for 60 h. Larvae were sampled at hatching (0
h) and at 12, 24, 36, 48 and 60 h after for body weight and length measurement. Hatching
time and hatching rate (viable, died larvae, and abnormalities) were registered. In the 2"
experiment, fertilized eggs from four females were split into four batches per female and
exposed for 15 min to T3 solutions (0.0; 0.01; 0.05 and 0.10ppm) before the incubation.
Larvae were sampled at hatching (0 h) and at 6, 18, 30, 42, 54, 126 and 198 h after for body
weight and length measurement. Hatching time and hatching rate were also registered.
Hatching time was not affected in both means of the hormone administration. Abnormalities
decreased as the T3 concentration increased in injected mothers and increased slightly when
eggs were immersed in 0.01ppm Ts. Larvae from T3 injected females had higher body weight
since 24 h after hatching and higher total length since the hatching, while the growth of larvae
produced from eggs exposed to T3 was affected later by the hormone. Their body weight
changed significantly only at 198 h of cultivation and total length at 126 h. Both routes of T3
administration have shown to affect the early development of matrinx& but the effect on the

larvae growth was observed earlier through the mother injection method.
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INTRODUCTION

Efforts at developing commercial aquaculture have many focuses including fry production.
Early culture remains a primary problem to fish farming, especially for species that present
aggressive behavior such as those from Genus Brycon, an economically important fish in

South America (Saint Paul, 1986). Among them, matrinxd, Brycon cephalus, is a native

stenohaline freshwater fish of the Amazon Basin (Howes, 1982) with increasingly importance
among the commercially farmed fishes in Brazil. However, heavy larval losses during the
initial culture period are still a problem against the successful farming of the species
(Woynarovich and Sato, 1989).

Hormonal treatments may offer practical means of improving fish propagation techniques.
Exogenous thyroid hormones (TH) have been successfully used to improve the initial culture
of many species (Lam, 1994; Tachihara et al., 1997; Stickney and Lui, 1999) enhancing larval
growth, development, survival, and accelerating yolk absorption (Lam, 1980; Lam and
Sharma, 1985, Brown et al., 1988, 1989; Ayson and Lam, 1993; Brown and Kim, 1995; Hey
et al., 1996; de Jesus et al., 1998; Liu and Chan, 2002). However, Tagawa and Hirano (1991)
showed that TH deficiency in eggs of medaka, Oryzias latipes, had no effect on the growth
and survival of the larvae and the excessive and prolonged treatment caused growth

retardation and abnormal development in tilapia, Sarotherodon niloticus (Nacario, 1983,

Reddy and Lam, 1992a), goldfish, Carassius auratus (Reddy and Lam, 1992b), brown trout,

Salmo trutta (Mylonas et al., 1994), striped bass, Morone saxatilis (Huang et al., 1996) and

zebrafish, Danio rerio (Liu and Chan, 2002). The controversial results may be explained by
the stage in which T4 and T3 are supplemented. The ontogenetic changes in the levels of

thyroid hormones vary markedly among species. Fluctuations may be registered in fertilized
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eggs, hatching, yolk sac resorption, metamorphosis and other marked changes in morphology,
physiology, behavior, food habit and habitat (Lam, 1994). In some studies, hormones are
administered through injection to the mother fish (Brown et al., 1988; Brown et al., 1989;
Ayson and Lam, 1993; Mylonas et al., 1994; Tachihara et al., 1997; Lambert et al., 1999) and
in others eggs, embryos, larvae or fries are treated by immersion in T, and T3 solutions (Lam,
1980; Nacario, 1983; Lam and Sharma, 1985; Hey et al., 1996; Huang et al., 1996; de Jesus et
al., 1998; Liu and Chan, 2002). Both broodstock injection and hormone administration to the
eggs seem to be practicable methods for improving commercial aquaculture. Studies are
nedeed to evaluate the methods for different fish species.

Preliminary studies have shown that maternal T3 injection shortly before spawning

induction enhanced the survival of matrinxa larvae (Urbinati et al., unpublished data). The

present study compared the early development of this species through maternal T injection

and T3 addition to the fertilized eggs.
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MATERIAL AND METHODS

The experiments were conducted at the National Center of Research in Tropical Fish,
Pirassununga, and at the Aquaculture Center of the University of Sao Paulo State, Jaboticabal,

SP, Brazil, in Jan. 2001.

Experiment 1. Growth of larvae from females T3 injected

Three groups of four females each were injected i.m. with carp pituitary extract - CPE (0.5
and 5.0mg kg™ bw) with 8 h between dosis. The first group received a corn oil injection i.p. at
the first CPE dose (control group), while the other two groups received a single 10mg or
20mg kg*bw i.p. injection of T; at the first dose of CPE (experimental groups). The Ts was
dissolved in corn oil. Twelve males were induced only with CPE (1.0mg kg™bw) at the time
of the second CPE injection in females. Five hours after the second CPE injection, eggs were
stripped and fertilized with milt from the induced males. Fertilized eggs from each female
were held separately in fiberglass incubators supplied with flowing water, at 27°C. After
hatching, larvae were maintained in the incubators for additional 60h. They were collected at
hatching (0 h) and at 12, 24, 36, 48 and 60 h after (40 larvae in each sampling per incubator)
and fixed in Karnowsky solution for weight and length measurement. The rate hatching was
calculated at 0 h (number of viable and died larvae, and abnormalities). Thirty six hours after
hatching, larvae start feeding plankton, mainly cladocerans and copepods, twice a day (09.00
and 16.00 h), supplied ad libitum. During the 60h of incubation, water temperature (24.0 -
25.5 °C), pH (5.0 - 6.8), dissolved oxygen (4.5 -5.5 mg/L) and total ammonia (0.13 - 0.27mg
L"*) were monitored daily, in the morning before the first feeding.

Experiment 2. Growth of larvae from eggs exposed to TsEggs of matrinx& were collected from

induced spawning of four females and four males (as the protocol presented for Experiment
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1). Fertilized eggs from each female were split into four batches (about 20,000 eggs each) and
immersed for 15 min in T3 solutions (0.00; 0.01; 0.05 and 0.10ppm) prepared with the water
of the incubators. Following, eggs were transferred to individual fiberglass incubators
supplied with flowing water, at 26°C. After hatching, larvae were maintained in the
incubators for additional 54 h and sampled (fixed in Karnowsky solution) at hatching (0 h)
and at 6, 18, 30, 42, 54 h (40 larvae in each sampling per incubator) for weight and length
determinations. At Oh, the rate hatching was calculated by the number of viable and died
larvae, and abnormalities. Larvae from each incubator were, then, transferred to 20L aquaria
(10 larvae L) and the sampled at 126 and 198 h after hatching. At the incubators, at 36 h
after hatching, larvae fed plankton, mainly cladocerans and copepods, twice a day (09.00 and
16.00 h) supplied ad libitum and at the aquaria, additional powder ration (30.9% crude
protein) was provided four times a day (09.00, 12.00, 16.00 and 21.00 h), 2g for each
aquarium in the first 3 days and 4g in the remaining days. Every morning, before feeding, the
bottoms of the aquaria were siphoned and 2/3 of the water volume were changed. Water
temperature (24.0 - 25.0 °C), pH (6.8 - 7.8), dissolved oxygen (5.7 - 7.8 mg L™) and total

ammonia (0.13 - 0.33 mg L") were monitored daily.

Statistical analysis

In both experiments, the hatching time and hatching rate results were analyzed by
one-way analysis of variance. For body weight and length a Split Plot design was
employed and data were analyzed by two-way analysis of variance. In both analysis
means were compared by Tukey test (P<0.05). Data expressed in percentage were

submitted to angular transformation y = arcsen../x/100 to minimize the coefficient of

variation. Analysis were made using a SAS software.



133

RESULTS

The larval treatment with triiodotyronine did not alter the hatching time, neither by maternal
injection nor by egg exposure (Table 1). The values registered in the maternal injection
treatment were higher (from 15.91 to 16.08 h) than those of the egg exposure (from 12.51 to
12.73 h) but they were not compared because the water temperatures of the incubators, in the
first and second experiments, were not the same at the hatching time (27 and 26°C,

respectively).

The hatching rate was determined by the percentage of viable and died larvae, and the
occurrence of abnormalities. The T3 treatment did not affect the number of viable and died
larvae, similarly in both ways of T3 administration but the percentage of abnormalities
decreased as the T3 concentration injected in females increased. Otherwise, larvae

abnormalities were slightly higher when eggs were exposed to 0.01ppm T3 (Table 1).

The growth in weight and length of larvae from females treated with 10 and 20mg of
triiodothyronine were higher than those from the non-treated females (Table 2). Larvae from
treated mothers presented higher weight since 24 h of incubation. At 60h larvae from non-
treated mothers had mean weight of 1.84 + 0.15 mg and larvae from 10 and 20mg injected
mother 2.05 + 0.08 and 2.12 + 0.08 mg, respectively. The total length differed since 0 h (at
hatching) and at 60 h larvae of non treated mother measured 4.98 + 0.18 mm and larvae from

10 and 20mg injected mother 6.0 £ 0.19 and 6.7 £ 0.26 mm, respectively.

The growth of larvae produced from eggs exposed to T3 was affected later compared to those
of the larvae from T3 treated females (Table 3). Body weight changed significantly only at
198 h of incubation and total length at 126 h. At the final sampling, larvae weight and total

length in the different T3 treatments were 5.35 + 1.28 mg and 8.86 + 0.41 mm (0.0ppm), 9.60
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+1.66 mg and 10.72 £ 0.67 mm (0.01ppm), 10.26 £ 2.30 mg and 10.61 £ 0.63 mm (0.05ppm)

and 10.06 + 2.35 mg and 9.88 + 0.49 mm (0.10ppm).
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DISCUSSION

Hormone treatment did not affect the hatching time of matrinxa regardless the route of
administration although inhibition in tilapia, Oreochromis moassambicus (Reddy and Lam,
1991) and acceleration in chum salmon, Oncorhynchus keta (Dales and Hoar, 1954) were
related. The temperature where fertilized eggs were incubated might be the factor promoting
the anticipation of the hatching time in the maternal injected group of larvae. Studies using
artificially fertilized eggs and yolk-sac larvae of the freshwater tropical/subtropical fish
Clarias gariepinus showed a tentative mechanism that leads to the positive or negative
response of the body size to temperature (Kamler et al., 1994). Increase up to a certain point
(25°C) accelerated the early development of the fish. Increase in temperature also accelerated

development in Chondrostoma nasus and made it more sinchronous (Kamler et al., 1998).

There was a trend to diminish the abnormalities in larvae from T3 mother injected, although a
slight increase in larvae from eggs exposed to 0.01ppm was verified. Contrarily, in Salmo
truta T3 mother injection in the same T3 concentration (20 mg) of this study provoked
skeletal abnormalities in the progeny (Mylonas et al., 1994). Otherwise, T3 in high
concentrations (0.10 ppm) induced abnormalities in immersed larvae of Carassius auratus

(Reddy and Lam, 1992b) although this was not found in matrinxa.

In the present experiment, larvae under influence of T3 maternally-injected were bigger than
those without maternal exogenous T3, since the hatching until 60 h of incubation when the
experimental observation stopped, in both utilized doses (10 and 20mg kg -1 bw). The
growth promoting effect of T3 appeared well later (at 198 h) in larvae produced from eggs
exposed to the hormone, although changes as accelerated swimbladder inflation, maturation

of the gastrointestinal system, resorption of yolk sac and trunk musculature hypertrophy were
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registered earlier in those larvae (Vasques, L.H. and Urbinati, E.C., unpublished data).
Thyroid hormones (THs) are known to play important role in the early development and
growth of vertebrates accelerating tissue growth and maturation processes (Schwartz, 1983).
The thyroid hormone role on early development and growth of teleost has been described
(Brown et al., 1987; Lam, 1994; Deane and Woo, 2003). The anabolic processes that promote
the nutrients utilization by the body tissues are regulated by hormones, including those from
thyroid gland, which help to stimulate the body growth (Weatherley and Gill, 1989). Besides
it has been suggested that THs enhance lipid mobilization to provide energy, thereby sparing
proteins (Donaldson et al., 1979) that may be essential enzymes of metabolism or substrate
for growth. Metabolic effects of T3 include increased rates of protein synthesis and lipolysis
(Sobol, 1993) and, in Carassius auratus, Leary et al. (1996) have shown direct effects of T3 in

increasing oxidation rates of substrates in mitochondria of liver and red muscles.

Contrarily to our findings, T3 caused growth delay on tilapia (Nacario, 1983, Reddy and Lam,
1992a) and striped bass (Huang et al., 1996) larvae. Controversial results could be due to the
experimental design, including means of administration and dosages, and genetic differences.
The endogenous levels of THSs in broodstock in the final stages of reproduction may stimulate
or inhibit steroidogenesis and final oocyte maturation by gonadotropins if a certain threshold
were overcome (Dickhoff et al., 1989; Sullivan et al., 1989; Mylonas et al., 1994). The
maternal transfer of THSs to the eggs could affect differently the larval performance depending
on the maternal plasma levels of THs. Hormones from the mother blood seem to have altered
the larvae development (Brown et al., 1988, Brown et al., 1889; Ayson and Lam, 1993;
Mylonas et al., 1994). Otherwise, the immersion of eggs, embryos, larvae and fries in
hormone solutions (Lam, 1980; Nacario, 1983; Lam and Sharma, 1985; Hey et al., 1996;
Huang et al., 1996; de Jesus et al., 1998; Liu and Chan, 2002) have shown to be effective in

promoting changes in early development of fish. Although both means of T3 administration to
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the eggs of matrinxa offer great potential as practicable methods for enhancement of the seed

production, T3 effects seemed to be achieved earlier through the injection to the mother fish.

The biological effects exerted by THs are mediated through specific nuclear receptors which
function as hormone-dependent transcription factors (Brent, 1994), stimulating the
transcription of target genes in the presence of thyroid hormones. In all species so far studied,
two thyroid hormone receptors (TR) isoforms, designated TRo and TR[, are present.
Zebrafish TRal was found by Essner et al. (1997) to be abundantly expressed in embryos and
ovary. TRP1, on the other hand, is present at very low level as maternal mRNAs, and barely
detectable until the onset of zygotic expression. In addition, Liu et al. (2000) have
demonstrated that the zygotic expression of zebrafish TRal occur several cell division cycles
before midblastula transition stage. Additionally, the transactivating activity of TRal and

TRpB1 was enhanced with the addition of T3 in embryos and larvae.

An important aspect to be pointed out is the time needed by T3 to entry the oocyte and reach
the nuclear receptors. In teleosts, THs have been shown to occur in large amount in the yolk
of the eggs and embryos (Brown et al., 1987; Brown et al., 1988; Greenblatt et al., 1989;
Tagawa and Hirano, 1990). The high levels of THs in yolk decline as development proceeds.
It has been proposed that the maternal hormone could potentially provide a physiological
source of THs before the onset of maturation of the thyroid gland in the embryo or larvae
(Lam, 1994). The increased amount of T3 in the yolk from the maternal origin after the T3
injection, as previously described by Brown et al. (1988, 1989), could be activating the TRs
since the earlier developmental phases of the embryo of matrinx&. Possibly, the same did not
happen through exposure of fertilized eggs to T3. The time needed by T3 to entry the cell and
reach and interact with the TRs of the embryos through this route of administration is
probably much long to promote effects as early as through the maternal injection. In vitro

studies on tilapia oocytes have shown that free T3 seems to enter oocytes freely across the
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membranes by diffusion (Tagawa and Brown, 2001). The T3 entry appeared to reach an
equilibrium with the culture medium at approximately 18 h. In the present study, eggs were

exposed to T3 for only 15 min.

Information brought by the present study show that hormone treatment may have practical
application in Brycon sp farming and thyroid hormones may be used to enhance growth of the

fingerlings and improve the production profits.
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Table 1. Hatching time (h) and hatching rate (% of viable and died

larvae, and abnormalities)

Maternal T3 injection (mg) Egg immersion in T3 (ppm)

0 10 20 cv.(%) 000 00l 005 010 .V.(%)

Hatching time () 16.03a' 1591a 16.08a 1.45 125l1a 12.73a 12.62a 1253a 151
Viable larvae (%) 63.69a 55.69a 57.64a 1925 64.75a 68.8la 72.78a 58.24a 22.22
Died larvae (%) 16.99a 27.37a 29.01a 59.58 2440a 19.07a 1591a 30.38a 60.63

Abnormalities (%) 19.45a 15.27ab 11.44b 2869 518b 7.89a 528b 538b 29.33

'Same lower case letters in the lines are not different (P>0.05).

C.V.: coefficient of variation



Table 2. Growth in weight and total length of larvae from T3 injected females during 60 h of incubation

Time of incubation (h)

T; (ppm) O 12 24 36 48 60
Body weigth 0 0.98+0.11 Ad® 1.13+0.02 Ad 1.34+0.19 Bc 1.47+0.27 Bbc  1.59+0.25 Bb 1.84+0.15 Ba
(mg) 10 1.06£0.04 Ad 1.12+0.02 Ad 1.57+0.10 Ac 1.75+£0.06 Abc  1.93%£0.10 Aab 2.05%0.08 Aa

20 1.06£0.01 Ac  1.18+0.01 Ac 1.53+0.06 ABb 1.63+0.03 ABb 1.92+0.49 Aa  2.12+0.08 Aa
CVHI340% C.Vi6.31%
Total length 0 3.70+0.70Cd  3.79+0.10Cd  3.84+0.09 Ccd 4.12+0.25Cc  4.47+0.21Cb  4.98+0,18 Ca
(mm) 10 474+ 0.37Be 5.17+0.41Bd 5.35+0.39 Bcd 5.66+£0.23 Bbc  5.74+0.26 Bab 6.00+0,19 Ba

20 5.30+0.040 Ae 5.81+.14 Ad  6.02+0.03 Acd 6.19+0.05 Abc 6.47+0.19 Aab 6.70+0,26 Aa
c.vt: 8.03% c.v4 3.03%

Same lower case letters in the lines and upper case letters in the columns are not different (P>0.05).
c.v.%: coeficients of variation for dosis (%) and time of incubation (%), respectively.

Mean + SD
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Table 3. Growth in weight and total length of larvae from eggs exposed to T3 during hydration for 198 hours of cultivation

Time of cultivation (h)

T; ( ppm) 6 18 30 42 54 126 198
Weight 0.00  1.09+0.16* Ac 1.33+0.18 Ac 1.74+0.11 Ac  1.88+0.03 Abc 2.09+0.22 Abc  3.37+0.45 Ab 5.35+1.28 Ba
(mg) 001  1.19+0.12 Ac 1.32+0.07Ac 1.66+0.11 Ac 1.90+0.25Ac  2.38+0.39 Ac  4.29+0.53 Ab  9.60+1.66 Aa
005  1.17+0.17 Ac 1.47+0.11 Ac 1.63+0.11 Ac 1.77+0.09 Ac  2.21+0.10 Abc 3.63+0.48 Ab  10.26+2.30 Aa
010  1.07+0.13Ac 1.48+0.14 Ac 1.73+0.03 Ac  1.5+0.10 Ac 2.03+0.13 Abc 3.43+0.52 Ab  10.06+2.35 Aa
OV dOSIS: 334200 c.v. periodos: 25.02%
Total length 0.00  4.24+0.30 Ae 4.91+0.12 Ad 558+0.30 Ad 6.29+0.08 Ac  6.64+0.11 Ac  8.04+0.05 ABb 8,86+0,41 Ca
(mm) 001  4.44%0.05Ae 4.85+0.28 Ae 558+0.07 Ad 6.14+0.08 Ac  6.93+0.52 Ac  8.58+0.74 Ab  10.72+0.67 Aa
0.05  4.29+0.03 Af 4.98+0.07 Ae 5.84+0.24 Ad 6.34+0.18 Acd 6.71+0.34 Ac  7.99+0.23 ABb  10.61+0.63 Aa
010  4.31+0.18 Ae 4.90+0.13Ae 5.76+0.16 Ad 6.11+0.09 Acd 6.73+0.21 Ac  7.71+0.17 Bb  9.88+0.49 Ba
c.vh. 6.74% c.v’. 4.53%

Same lower case letters in the lines and upper case letters in the columns are not different (P>0.05).
c.v.*%: coeficients of variation for dosis (%) and time of cultivation (%), respectively.

* Mean = SD
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CONCLUSOES
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O presente trabalho estudou a acdo do horménio tireoidiano triiodotironina (T3) no
desenvolvimento inicial do matrinxd (Brycon cephalus), através do monitoramento do
desenvolvimento embrionario, do crescimento larval, do desenvolvimento dos sistemas
muscular e digestorio, da reabsorcdo do saco vitelinico e da instalagdo do comportamento de
canibalismo. Este hormdnio que tem sido relatado, na literatura especializada, como um
estimulador da embriogénese, crescimento e maturagdo de muitos tecidos e no crescimento
corporal dos peixes. Embora evidéncias demonstrem que a glandula tire6ide ndo esteja
presente na inicio da vida embrionaria dos peixes, os horménios tireoidianos estdo presentes
nos ovos vindos do organismo materno. O presente estudo utilizou a técnica da exposi¢cdo dos
ovos fertilizados ao hormonio utilizado (triiodotironina, T3), através da hidratacdo dos
mesmos durante o procedimento de rotina da reproducdo artificial. A administracdo do
hormonio se mostrou uma técnica de facil manipulagéo e reprodutibilidade. As doses testadas

foram escolhidas com base em estudos prévios, disponiveis na literatura.

O monitoramento da resposta bioldgica dos ovos e larvas ao T3 se deu através de
técnicas morfolégicas e morfométricas, com apoio de microscopia de luz e eletrénica de

varredura.

Através das analises realizadas, nas condicGes experimentais do presente estudo, foi

possivel elaborar as seguintes conclusdes:

1. A triiodotironina, nas condicdes e doses utilizadas, ndo afetou o tempo e a taxa

eclosdo e o desenvolvimento embrionario da espécie estudada.

2. A triiodotironina acelerou o desenvolvimento da musculatura esquelética das larvas

produzidas a partir de ovos expostos ao horménio (0,05 e 0,10ppm).
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3. A triiodotironina estimulou o desenvolvimento de estruturas do sistema digestério das

larvas produzidas a partir de ovos expostos ao horménio (0,05 e 0,10ppm).

4, As larvas provenientes de ovos expostos a solucdo de 0,05ppm de triiodotironina
foram as que tiveram maior crescimento, com a maior taxa de crescimento especifico e

crescimento mais homogéneo.

5. A triiodotironina estimulou a reabsorcdo das reservas nutricionais endogenas,
acelerando o desaparecimento do saco vitelinico das larvas produzidas a partir de ovos

expostos a concentracdo de 0,10ppm do horménio.

6. A triiodotironina acelerou a insuflagdo da bexiga natatoria das larvas produzidas a

partir de ovos expostos ao hormonio (0,05 e 0,10ppm).

7. A triiodotironina atuou na reducdo do canibalismo entre larvas produzidas de ovos

expostos ao hormonio.



