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Resumo
Nosso principal objetivo foi testar 0 uso do extrato bruto de hipdéfise de lambari
(EBHL) na reproducéao induzida de Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus.
No experimento 1, comparamos as caracteristicas reprodutivas de lambaris
(obtencdo do EBHL) amostrados em outubro (OUT) e dezembro (DEZ). Entao,
fémeas e machos (n=2500) foram distribuidos aleatoriamente em 10 viveiros
escavados (3,08 peixes/m?). Assim, 1 fémea de cada viveiro foi amostrada em
OUT (n=5) e DEZ (n=5). Nos experimentos 2 e 3, foram testados EBHL de
OUT e DEZ para inducdo hormonal de lambari em dose Unica. Nestes
experimentos, 0,9% NaCl (C) e 6 mg. Kg' CP (extrato bruto de hipéfise de
carpa) foram usados como controle negativo e positivo, respectivamente. No
experimento 4, fracionamos as doses e adicionamos o controle sem
manipulacdo hormonal (CC). No experimento 5, novos EBHL foram obtidos
como no experimento 1. No experimento 6, testamos o EBHL para inducéo
hormonal de curimba. Desta forma, no experimento 1, as caracteristicas das
fémeas doadoras de OUT e DEZ foram similares (p>0,05) indicando que EBHL
pode ser coletado ambos os meses. Nos experimentos 2 e 3 observamos
desempenho reprodutivo similar entre os grupos. No experimento 4, o
fracionamento das doses diminuiu a heterogeneidade no desempenho
(observadas nos experimentos 2 e 3) e apenas neste experimento, pelo menos
uma réplica de cada tratamento apresentou desova, exceto CC. No
experimento 6, EBHL promoveu a ovulacdo em P. lineatus. Assim, neste
estudo mostramos que o EBHL pode ser usado para reproducao induzida de A.
altiparanae e P. lineatus. Assim observamos que o EBHL assim como o CP,
apenas intensificou alguns parametros reprodutivos no lambari. J& no curimba,
o EBHL e o CP induziram as desovas. Portanto, A. altiparanae ndo se mostrou
um bom modelo biolégico para o desempenho reprodutivo, pois algumas
fémeas desovaram sem necessidade de inducdo e, mesmo com uso de CP
(amplamente usado em pesquisas e por produtores), poucas fémeas ovularam.
Portanto, neste estudo definimos de forma inédita um protocolo para coleta de
EBHL que permite obter hipofises de fémeas maduras e é capaz de induzir a

desova.
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Abstract
Our main goal was to test the lambari pituitary extract (EBHL) in the induced
reproduction of Astyanax altiparanae and Prochilodus lineatus. In the
experiment 1 we compared the reproductive features of lambari (to obtain the
EBHL) sampled at October (OUT) and December (DEZ). Thus, females and
males (n = 2500) were distributed in 10 earthen ponds (3.08 fish / m?), and then
1 female from each earthen pond was sampled in OUT (n = 5) and in DEZ (n =
5). In the experiments 2 and 3 we tested the use of EBHL from OUT and DEZ to
induce the reproduction of lambari in a single dose. Moreover, 0.9% NacCl (C)
and 6 mg. Kgt CP (carp pituitary extract) were applied as negative and positive
control, respectively. In the experiment 4 we applied the fractioned doses (10%
+ 90%) and added one control without handling (CC). In the experiment 5 a new
batch of EBHL was collected using the same methods as in Experiment 1. In
the experiment 6 we tested the use of EBHL to induce the reproduction of
curimba. In the experiment 1 we observed that the EBHL’s donor from OUT and
DEZ showed similar characteristics (p>0.05), indicating that the EBHL can be
collected in both months. In the experiments 2 and 3 the reproductive
performance was similar among groups. The application of two doses
(experiment 4) decreased the reproductive performance heterogeneity in
relation to experiments 2 and 3, and in this experiment at least one replicate of
each treatment showed spawning (except for CC). In the experiment 6 the
EBHL could induce the ovulation in P. lineatus. In summary, in this study we are
showing that the EBHL was able to induce the reproduction of lambari and
curimba. In the case of the former, EBHL as well as CP only intensified some
reproductive parameters. In the case of curimba the ovulation was induced only
when we used EBHL or CP. Lambari did not prove to be a good biological
model for reproductive performance, because some females spawn without
induction and, even with CP (widely used in research and by fish farmers), a
reduced number of females ovulated. Finally, in this study we have for the first

11
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time a protocol for EBHL collection from mature females, which could induce

the ovulation in two native species.

KEYWORDS: biotechnology, reproductive performance, induced reproduction,
estradiol, 17,20B-P, curimba.
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Figura 10. Indice gonadossomatico (IGS) em fémeas de A. altiparanae no
experimento 4. A) Fémeas desovadas (n=15). B) Fémeas ndo desovadas (n=15).
Abreviagdes: grupo inicial (IN), controle positivo (CP), controle negativo (C), controle
sem manipulagdo hormonal (CC), extrato bruto de hipdfise de lambari A. altiparanae
coletado em outubro (OUT) e extrato bruto de hipdéfise de lambari A. altiparanae
coletado em dezembro (DEZ). Os grupos foram analisados por One-Way ANOVA
(p>0,05) seguido de teste Tukey HSD (p<0,05) e os dados foram representados por
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Figura 11. Densidade volumétrica dos estdgios dos olcitos em A. altiparanae no
experimento 4. A) Fémeas desovadas (n=18); B) fémeas ndo desovadas (n=18).
Abreviacdes: grupo inicial (IN), controle positivo (CP), controle negativo (C), controle
sem manipulacdo hormonal (CC) extrato bruto de hipdfise de lambari A. altiparanae
em outubro (OUT) e extrato bruto de hipdéfise de lambari A. altiparanae em dezembro
(DEZ); fpo (foliculo pos-ovulatério); opi (od6cito previtelogénico inicial); opf (o6cito
previtelogénico final); ovi (o6cito vitelogénico inicial); ovf (o6cito vitelogénico final);
gvbd (o6cito com rompimento da vesicula germinativa); at (odcito atrésico) e ti (tecido
intersticial). Todos os grupos foram analisados por Kruskal-Wallis, letras iguais nao
representaram diferenca significativa (p>0.05) e letras diferentes representaram
diferenca significativa (p<0,05). Os dados foram representados por mediana, primeiro
€ TEICEINO QUAITIL .o.veeeiieeceeeece ettt et st e st st e s be et e steere e besreenaesreenneneas 50
Figura 12. A-C) Comparacdo da densidade volumétrica dos odécitos em fémeas
desovadas e ndo desovadas em A. altiparanae nos grupos controle positivo (CP),
extrato bruto de hipofise de A. altiparanae coletado em outubro (OUT) e em dezembro
(DEZ) no experimento 4. Abreviacdes: fpo (foliculo pés-ovulatério); opi (odcito
previtelogénico inicial); opf (o6cito previtelogénico final); ovi (odcito vitelogénico inicial);
ovf (odcito vitelogénico final); gvbd (odcito com rompimento da vesicula germinativa);
at (odcito atrésico) e ti (tecido intersticial). Os grupos foram analisados por Teste Man
U Whitney (p<0,05), letras iguais ndo representaram diferenga (p>0,05) e letras
diferentes representaram diferenca significativa (p<0.05). Os dados foram
representados por mediana, primeiro e terceiro quartil (N=10)........ccccecveveevereeceireeienn, 52
Figura 13. Niveis plasmaticos de 17,20 B-P (ng. mL?) em fémeas de A. altiparanae no
experimento 4. A) Fémeas desovadas (n=15), os grupos foram analisados por teste
Kruskal Wallis (p<0,05) e os dados foram representados por mediana, primeiro e
terceiro quartil. B) Fémeas ndo desovadas (n=26), os grupos foram analisados por
One-Way ANOVA (p>0.05) seguido por teste Tukey HSD (p<0,05) e os dados foram
representados por média e desvio padrdo. Letras iguais ndo representaram diferenca
significativa (p>0,05) e letras diferentes representaram diferenca significativa (p<0,05).
Abreviagdes: grupos: inicial (IN), controle negativo (C), controle positivo (CP), extrato
bruto de hipdéfise de lambari em outubro (OUT) e dezembro (DEZ). .......cccceevevevenenenee. 53
Figura 14. Densidade volumétrica dos od6citos em fémeas doadoras de A. altiparanae
(n=5) classificados nos diferentes estagios de desenvolvimento no més de outubro
(OUT) no experimento 5. Abrevia¢fes: fpo (foliculo pés-ovulatério); opi (oécito
previtelogénico inicial); opf (odcito previtelogénico final); ovi (odcito vitelogénico inicial);

ovf (0dcito vitelogénico final); gvbd (o6cito com rompimento da vesicula germinativa);

15



Doutoranda: Laiza Maria de Jesus Silva  Orientador: Prof. Dr. Sergio Ricardo Batlouni

at (odcito atrésico) e ti (tecido intersticial). Os dados foram representados por media e
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1. Introducéo e Justificativa do Tema

A aquicultura tem mostrado um grande crescimento nas ultimas décadas
representando 47% na producdo mundial de peixes. Em contrapartida a pesca
se manteve praticamente estagnada desde a década de 80. Dados da Food
and Agriculture Organization of the United Nations — FAO (2018) apontaram
gue houve um crescimento médio anual no consumo de peixes como fonte de
alimento em torno de 3,2% ultrapassando o crescimento populacional que se
manteve em 1,6%.

O Brasil ocupa 13° lugar no ranking dos maiores paises produtores na
aquicultura continental (FAO, 2018). Dentre esta destaca-se a piscicultura que
produziu 722.560 toneladas de peixes em 2018 alcancando uma taxa de
crescimento de 4,5% comparado ao ano anterior de acordo com o
levantamento da Associagcdo Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR, 2019).
Embora a producéo de tilapia lidere o ranking de peixes cultivados no pais, um
grande numero de espécies nativas também se destaca na producdo como
tambaqui, tambacu, pacu entre outros (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE, 2017) que apresentam um grande potencial para
piscicultura e sdo importantes economicamente. Entretanto a falta de pacote
tecnoldégico para as espécies nativas ainda é um entrave na sua producao,
visto que a producdo das espécies exoéticas, como a tilapia, estd mais
relacionada as informacdes e tecnologias disponiveis do que as caracteristicas
destes animais (MPA, 2014).

1.1. Reproducéo induzida em peixes

A maioria dos peixes reofilicos realizam migracdo para desovar ao longo
da estacdo chuvosa a fim de garantir maiores chances de sobrevivéncia para
sua prole, como abrigo e alimento (MURGAS et al., 2011). No entanto, quando
estes animais sdo mantidos em cativeiro ndo recebem determinados estimulos
do ambiente que sao fundamentais para a maturacao final dos gametas e
desova ocasionando apenas o0 desenvolvimento parcial dos ovarios
(ANDRADE; YASUI, 2003). Por isso € necessaria a aplicagdo de técnicas de
inducdo hormonal (ZOHAR; MYLONAS, 2007; MYLONAS, FOSTIER, ZANUY;
2010; SOLIS-MURGAS et al., 2011) para que se reproduzam em cativeiro.
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A técnica mais utilizada é a hipofisacdo que consiste na aplicacdo de
extrato bruto de hipofise de peixes maduros para inducdo a maturacao final e
desova (NUNES et al., 2018). Desta forma, a hipofisacdo, possibilita que a
ovulagdo e desova sejam alcangadas e equivale a “um atalho” do processo
natural. Na natureza, a ovulacdo nos peixes é regulada por meio de seus
préprios horménios gonadotrdpicos, que sdo produzidos e armazenados pela
hipofise, posteriormente liberados via corrente sanguinea. Entretanto, no
método de hipofisacdo, o0 hormdnio gonadotropico é extraido da hipdéfise de um
doador e injetado em um receptor, no caso 0s reprodutores, que desencadeia a
maturacéo final e ovulacdo nas fémeas (WOYNAROVICH; HORVATH, 1983).

Além da hipofisacdo, ha outras alternativas de indugdo que utilizam
hormdnios sintéticos como analogo do horménio liberador de gonadotropina
(GnRH) (FELIZARDO et al.,, 2012), andlogo do horménio liberador de
gonadotropina de mamiferos (mGnRHa) (PEREIRA et al., 2018; SOUZA et al.,
2018), analogo liberador de gonadotropina de salméo (sGnRH) (ITTZES et al.,
2014), analogo liberador de gonadotropina de salmdo associado a
domperidona (Ovaprim) (VIVEIROS et al., 2013); gonadotropina coribnica
equina (eCG) (PEREIRA et al.,, 2009); hormbénio gonadotrépico coribnico
humano (hCG) (BRAMBILA-SOUZA et al., 2019) que podem atuar na hipéfise
ou diretamente nas gbnadas.

Neste sentido, diversos trabalhos estdo sendo desenvolvidos com intuito
de estabelecer protocolos mais eficientes com o uso de hormdnios sintéticos,
entretanto os resultados ainda sédo pouco satisfatérios com baixas taxas de
desova e fertilizagdo (CARNEIRO; MIKOS, 2008), comprometimento no
desenvolvimento dos embrides (ACUNA; RANGEL, 2009; PAULINO et al,
2011; SOUZA, 2015) ou baixa qualidade de ovos (PODHOREC et al., 2016).

1.2. Endocrinologia da reproducao dos peixes
Em sintese, a reproducéo dos peixes € modulada por estimulos externos
gue sado percebidos por receptores sensoriais no hipotalamo, que esta ligado a
outro 6rgdo endocrino, a hipéfise (BALDISSEROTTO, 2013) através de um
pequeno pedunculo que consiste em fibras neuro-secretoras (ZOHAR et al.,

2010). A hipdfise € controlada por um grande niamero de neuropeptidios que
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sao sintetizados por neurdnios especificos (ZOHAR et al., 2010). Ela tem como
funcdo produzir e regular a acdo das gonadotropinas, como o horménio foliculo
estimulante (FSH) e o hormonio luteinizante (LH) (PETER; YU, 1997; LEVAVI-
SIVAN et al., 2010, YARON; LEVAVI-SIVAN; 2011). Segundo Mehdi, Mousavi
e Ehsan (2011) o eixo hipotalamo-hipdéfise-gbnadas permite a sincronizacao de
todos os mecanismos envolvidos com o ciclo reprodutivo dos peixes.

Resumidamente, o FSH atua nas células da teca e converte o colesterol
em testosterona, que por sua vez se difunde para as células foliculares onde é
convertida em 17B-estradiol (Ez) pela acdo da P450 aromatase
(BALDISSEROTTO, 2013). O E2 atua no figado, estimulando a producgédo de
vitelogenina (NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008; CLELLAND; PENG, 2009). Ja
o LH atua nas células foliculares estimulando a produgao do 17a-20B-dihidroxi-
4-pregnen-3-ona (17,20B-P), por isso inibe a atividade da enzima P450
aromatase e reduz a secrecdo do E2 e aumenta a atividade da enzima 208 —
hidroxiesteroide desidrogenase (20B-HSD) elevando os niveis de producédo do
17,20B3-P (BALDISSEROTTO, 2013), considerado o esteroide indutor da
maturacdo (do inglés MIS — maturation inducting steroid) (NAGAHAMA;
YAMASHITA, 2008). Assim, o principal papel do LH esta relacionado a
ovulagéo nos peixes (CRESPO et al., 2013; OGIWARA et al., 2013; BORELLA
et al., 2014; TAKAHASHI et al., 2016; TANG et al., 2017).

Segundo Zohar e Mylonas (2001) a falta de liberacdo de LH na corrente
sanguinea pela hipofise causa falhas na reproducdo como na ovulacdo e
desova em peixes mantidos em cativeiro. Assim, estes autores reportaram que
h& 3 tipos de disfungbes reprodutivas como: falha completa na vitelogénese,
auséncia de maturacéo final e por ultima auséncia de ovulagdo, conseguinte 0s
animais nao desovam.

Deste modo Levavi-Sivan et al. (2010) destacam que 0s aspectos
reprodutivos em peixes podem ser aprimorados por meio do desenvolvimento
de técnicas que alteram e controlam a secrecdo de hormdénios da hipofise.
Porém, estas manipulacdes requerem o entendimento dos mecanismos que

coordenam o eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas.
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1.3. Historico da hipofisagéo

Os primeiros trabalhos de inducdo hormonal foram iniciados
paralelamente com Houssay em 1930 na Argentina e Von lhering em 1935 no
Brasil (ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007) com a aplicacdo de hipofises
frescas provenientes de peixes maduros (DONALDSON; HUNTER, 1983).
Ambos pesquisadores obtiveram sucesso com o desenvolvimento da técnica,
denominada de hipofisacdo (ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007). No
entanto, somente na década de 70 foram alcancados resultados significativos
no desenvolvimento das técnicas reprodutivas em peixes migradores nativos
com a participacdo da equipe do Departamento Nacional de Obras Contra a
Seca (DNOCS) (ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007).

No final da década de 80, o primeiro banco de hipéfises oriundas do
curimba (Prochilodus lineatus) foi instalado no CEPTA (Centro de Pesquisa e
Treinamento em Aquicultura) em Pirassununga - SP, onde foram coletadas
mais de 68.000 hipdfises da mesma espécie com o intuito de possibilitar a
reproducdo induzida no Brasil (ALCANTARA-ROCHA et al, 1989). O
desenvolvimento da técnica de hipofisacdo foi uma tentativa de solucionar o
problema de reproducdo dos peixes em cativeiro, € mesmo ap0s mais de 80
anos, este método ainda é indicado (NAKAYAMA, 2011). Este método se
propagou pelo mundo em decorréncia da intensificagdo da piscicultura,
proporcionando o aprimoramento da técnica, com diferentes origens, preparo e
purificacdo do extrato (STREIT JR. et al., 2002). Neste contexto, a busca por
alternativas com o objetivo reduzir o custo da hipofisagcdo vem sendo estudada
por diversos pesquisadores com a utilizacdo de hipdéfises provenientes de
diferentes origens como de peixes (MARTINS et al.,, 2008; COLPO et al.,
2011); anuros (NWADUKWE, 1993; NAVARRO et al., 2006), aves (AMARAL
JR. et al., 1998; YU et al., 1995; SOUZA, et al., 2003) e mamiferos (STREIT
JR. et al., 2003; 2004).

Assim, na maioria das pisciculturas utiliza-se extrato bruto de hipofise de
carpa (EBHC) devido a facilidade de obtencdo e simplicidade da técnica
(ANDRADE; YASUI, 2003). A hipofisagdo é uma técnica muito simples e
amplamente utilizada (DONALDSON; HUNTER, 1983; BALDISSEROTTO,
2013), na qual utilizam-se hipofises frescas ou dessecadas, e ndo necessita de

refrigeracdo. O célculo da dosagem é baseado na relacdo entre o peso

23



Doutoranda: Laiza Maria de Jesus Silva  Orientador: Prof. Dr. Sergio Ricardo Batlouni

corporal do receptor e do extrato de hipofise (VENTURIERI; BERNARDINO,
1999). Além disso, a presenca de outros hormoénios pode contribuir para um
efeito sinérgico na indugcdo hormonal (VENTURIERI; BERNARDINO, 1999).

O EBHC é obtido de uma espécie exdtica Cyprinus carpio, um produto
importado, de alto custo e comercializado em moeda internacional (STREIT JR.
et al., 2003; MURGAS et al.,, 2012). Assim, considerando o0 preco elevado
somado a sua falta no mercado devido a época do ano, € fundamental
encontrar outros meios de obtencdo de hormodnios a fim de superar este
problema (SOUZA et al., 2003). Deste modo, é essencial buscar possibilidades
gue garantam a minimizacdo dos custos produtivos dos alevinos contribuindo
com o aumento do retorno financeiro dos produtores, mantendo a qualidade do

produto e sua maior eficiéncia (MOULIN, 2011).

1.4. Caracterizacdo da espécie: Astyanax altiparanae

Entre as espécies cultivadas no Brasil esta Astyanax altiparanae,
conhecido como lambari-do-rabo-amarelo, peixe de pequeno porte pertencente
a familia Characidae e subfamilia Tetragonopterinae encontrado na Bacia do
Alto Rio Parana (GARUTTI; BRITSKI, 2000). Este pequeno peixe pode atingir
60 gramas e 10 a 15 cm de comprimento (PORTO-FORESTI et al., 2018).

O cultivo do lambari esta aumentando nos ultimos anos, visto que em
2017 atingiu a produgéo de 554 mil toneladas, com um aumento de 135% em
relacdo ao ano de 2016. Neste cenario, a expansdo em sua producdo superou
a espécie mais cultivada no pais, a tilapia, que cresceu apenas 18,5% no
mesmo ano (IBGE, 2017). Dentre os estados brasileiros produtores de lambari,
Séo Paulo lidera com de 80% em sua producéo, seguido por Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina que também apresentam ritmo de
crescimento acelerado (SUSSEL, 2017).

Esta espécie pode ter diversas finalidades com a utilizacdo de isca viva
na pesca esportiva ou lazer, como peixe forrageiro para espécies carnivoras
como dourado, tucunaré e corvina, em menor escala é usado no aquarismo,
como peixe ornamental, na alimentagdo como fonte de proteina animal com
boa aceitacédo (GARUTTI, 2003) e consumido como petisco, com potencial de

comercializacdo no mercado de enlatados (FERREIRA et al., 2014). Assim, o
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cultivo do lambari torna-se uma boa alternativa para a piscicultura no Brasil
(SALARO et al., 2015).

A. altiparanae por ser uma espécie rastica e pequena apresenta
vantagens como rapido ciclo reprodutivo em torno de 5 meses e alta
produtividade quando cultivado em sistema intensivo (GARUTTI, 2003)
apresentando um bom desempenho zootécnico e baixo indice de mortalidade
(NAVARRO et al.,, 2006). Desta forma, pode ser utilizado como modelo
biolégico (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015; 2019; DOS SANTOS et al., 2016;
NASCIMENTO et al., 2017; EVANGELISTA et al., 2019; PEREIRA et al., 2019)
e devido ao seu pequeno tamanho, futuros estudos podem ser aplicados a
outras espécies de maior porte (GONCALVES et al., 2014).

Em relacdo a sua reproducdo, A. altiparanae apresenta um longo
periodo reprodutivo e com desova parcelada (CHEHADE et al., 2015; LIRA et
al., 2018) e segundo Agostinho et al. (1984) a maturacdo dos ovarios se inicia
no inverno e o periodo de desova ocorre de novembro a fevereiro, contudo,
outros autores ainda relatam que sua reproducédo se prolonga da primavera até
o verdo (GARUTTI; BRITSKI, 1997).

Desta forma, considerando que podemos encontrar individuos aptos a
desova durante boa parte do ano, e de acordo com Porto-Foresti et al. (2018)
esta espécie ainda pode apresentar de 3 a 4 desovas ao ano, destacamos a
facilidade de obtencdo das hipodfises para utilizacdo na inducdo hormonal.
Assim a coleta das hipofises no periodo reprodutivo pode maximizar o sucesso
na reproducdo, ja que de acordo com Woynarovich e Horvath (1983) os niveis
de gonadotropinas atingem seu apice no momento que precede a desova.

2. Objetivo geral:
e Testar 0 uso do extrato bruto de hipoéfise de lambari A. altiparanae
(EBHL) na reproducéo induzida de A. altiparanae e Prochilodus lineatus;

Objetivos especificos:

e Avaliar o extrato bruto de hipéfise de lambari A. altiparanae coletado em
outubro (OUT) e extrato bruto de hipdfise de lambari A. altiparanae

coletado em dezembro (DEZ), e comparar as caracteristicas
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reprodutivas das fémeas doadoras para definir se existe um periodo
para coleta das hipofises e estabelecer um protocolo de coleta de EBHL,;
e Estudar o potencial indutor de EBHL considerando as concentracfes de
MIS e outras variaveis de desempenho reprodutivo em fémeas de A.
altiparanae;
e Estudar o potencial indutor de EBHL considerando o desempenho

reprodutivo em fémeas de P. lineatus.

3. Justificativa do projeto

Nosso estudo teve como objetivo uso de EBHL como indutor de desova em
peixes nativos, como alternativa ao método de hipofisacdo com EBHC. Dentre
as inumeras vantagens podemos ressaltar a baixa exigéncia de espaco para
criagdo, que diminui o investimento em infraestrutura bem como o tempo de
estocagem dos animais, pois sua maturacado ocorre em torno de 5 meses em
comparacao a carpa, gue € uma espécie exaotica, alcanca maturacao sexual
apos 4 anos de idade. Desta forma, também destacamos a geracdo de renda
extra aos produtores, considerando a grande ascensao do cultivo do lambari
nos ultimos dez anos (136%). Assim, os resultados obtidos podem ser
empregados em futuros estudos a espécies de maior porte, particularmente
peixes reofilicos mantidos em cativeiro que geralmente apresentam disfuncdes
reprodutivas. Deste modo, a utilizacdo do EBHL minimizaria a necessidade de
importagdo de EBHC, com melhor aproveitamento do pescado visando a
sustentabilidade. Os dados obtidos em nosso estudo, agregam conhecimento a
aquicultura, visto que ha muitos entraves relacionados a reproducédo de peixes
migradores devido a disfungbes como auséncia de maturacdo final e
impedimento na liberacdo dos gametas, além de ser uma alternativa ao uso de
hormoénios sintéticos visto que a padronizacdo de protocolos constitui um

grande desafio aos pesquisadores.

4. Material e métodos:
e Manutencao e manejo dos reprodutores:
Em todos os experimentos foram utilizados fémeas e machos adultos de
A. altiparanae e Prochilodus lineatus formados a partir de exemplares

provenientes de reproducdo em cativeiro no Laboratério de Reproducédo de
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Peixes Nativos do Centro de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (Caunesp), Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil
(21°1517”’S, 48°19°20"W).

Analises fisico-quimicos da agua foram realizadas semanalmente as
07:00 da manha como pH (7,1 + 0,3), O2 (6 + 1,7 mg.L™?), condutividade (77 +
13 pS.cm?) e temperatura (25,9 + 0,3°C) utilizando pHmetro (Kasvi), oximetro
YSI 550 (Yellow Spring Incorporation) e condutivimetro HI98311 (Hanna)
(tabela 1).

Os peixes foram arracoados com ragdo comercial extrusada para peixes
onivoros Nutripiscis® 2,6 mm (36% de proteina bruta) duas vezes ao dia até
aparente saciedade. O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA-012642/17) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e

Veterinarias/Unesp (Jaboticabal, SP, Brasil).

4.1. Experimento 1:
4.1.1. Delineamento experimental:
a) Analise das -caracteristicas reprodutivas de fémeas doadoras de
hipéfises de A. altiparanae.

No periodo de outubro a dezembro de 2016 durante a estacdo
reprodutiva, fémeas e machos adultos (n=2500) foram distribuidos
aleatoriamente em 10 viveiros escavados de 81m2 (9m x 6m x 1,5m) com
densidade de 3,08 peixes/m? divididos em 5 viveiros para serem amostrados
em outubro e mais 5 viveiros em dezembro (n= 250 por viveiro). Os animais
foram aclimatados por 17 dias com intervalo de coleta entre os meses de 52
dias e cada viveiro foi considerado como uma unidade experimental (réplica).

Para coletas dos exemplares, fémeas foram transportadas para o
laboratério em caixas com oxigenacdo e imediatamente anestesiadas e
eutanasiadas em solucdo de benzocaina (0,1g. L), entdo foram aferidos
comprimento total (7,3 + 0,7 cm) e massa (19,1 £ 4 g).

Assim, 1 fémea de cada viveiro foi selecionada aleatoriamente por
tratamento coletada no més de outubro (n=5) e no més de dezembro (n=5),
amostras de sangue foram colhidas dos vasos caudais em seringas

heparinizadas, centrifugadas a 1500xg por 15 min a 4°C, e o plasma foi
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armazenado em ultra freezer (-80°C) para analise dos niveis plasmaticos de

esteroides sexuais. Os ovarios foram coletados por meio de incisdo na regido

ventral, no sentido p6stero — anterior expondo toda a cavidade celomatica,
entdo foi aferido a massa para célculo do IGS (VAZZOLER, 1981; 1996) e

coletados os fragmentos ovarianos para analise histolégica e densidade

volumétrica.

b) Procedimento para coleta das hipofises de fémeas doadoras de A.

altiparanae para inducao hormonal da prépria espécie.

Nesta segunda etapa foram coletadas 50 hipofises em outubro (extrato

bruto de hipofise de lambari A. altiparanae em outubro (OUT)) e 50 hipdfises

em dezembro (extrato bruto de hipdfise de lambari A. altiparanae em

dezembro (DEZ)) de cada viveiro (10 viveiros x 50 individuos = 500 fémeas)

com intervalo entre as coletas de 52 dias. Entdo, as hipofises foram extraidas

seguindo protocolo de Woynarovich e Horvath (1983) e preservadas

individualmente em solugdo de acetona, colocadas em um dessecador e

armazenadas em vidro ambar.

Tabela 1. Analise fisico-quimicas da agua dos viveiros.

Experimentos Temperatura Condutividade Oxigénio pH
) (uS.cm) (mg. L™
1 23+2,8 40,7+ 2,8 7,3+0,9 6,5+0,1
2 27+0,5 45+2.8 8,6 +0,2 6,7+0,1
3 26,1+0,8 23+0,1 6,3+0,1 6,7+0,2
4 26 +0,3 36+0,2 7,8+0,2 6,6 +0,1
5 22,8 +0,7 84,1+4,6 58+14 6+0,1
6 26,7+0,9 50+1,2 7+1 6,5+0,3
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Experimento 1 — Outubro a Dezembro 2016

Sangue -
Génadas Analise das caracteristicas
reprodutivas das fémeas

Hipofise !
n=5 doadoras de A. altiparanae
Introducéo +
dos peixes Hipofises ] Indug&o hormonal de A.
n= 1250 n=250 ( altiparanae
I L l > Outubro
Sangue
Goénadas Andlise das caracteristicas
Hipofise [ reprodutivas das fémeas
Introdug&o n=5 5 doadoras de A. altiparanae
dos peixes ) + L Indugao hormonal de A.
n= 1250 Hipofises altiparanae
n=250 -
. 1 >» Dezembro
5 out 24 out 15 dez

Figura 1. Diagrama para andlise das caracteristicas reprodutivas das fémeas doadoras de

OUT e DEZ no experimento 1 para indugdo hormonal da propria espécie. Abreviagdes:

extrato bruto de hipéfise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT) e extrato bruto

de hipdfise de lambari A. altiparanae coletado em dezembro (DEZ).

4.2.

Experimento 2

4.2.1. Delineamento experimental:

a) Inducdo hormonal em fémeas de A. altiparanae com aplicagcdo de dose

dnica.

Este estudo foi realizado em dezembro de 2016, entdo foram utilizadas
100 fémeas (21,8 + 4,4 g) e 200 machos (12,2 * 1,7 g) distribuidos
aleatoriamente em caixas plasticas de 10 litros (30x40 cm) com 5 fémeas e 10
machos (proporcdo sexual de 1:2) com fluxo continuo de entrada e saida de
dgua em sistema seminatural com recirculacdo fechada e temperatura
controlada.

Os exemplares foram divididos em grupos experimentais: dois
tratamentos, OUT e DEZ (hipofises obtidas no experimento 1) e dois controles:
extrato bruto de hipoéfise de carpa — controle positivo (CP) e solucdo salina de
0,9% NaCl — controle negativo (C) (4 grupos (2 tratamentos e 2 controles) x 5
réplicas x 5 fémeas = 100 fémeas). Antes da inducdo hormonal foram
coletadas fémeas (n=6) para comparacao dos parametros reprodutivos basais

denominado como grupo inicial (IN).
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Para inducdo a ovulacdo foram utilizadas dose Unica de injecao
intraperitoneal de 6 mg. Kg* de OUT, DEZ e CP e para o controle C (0,9%
NaCl) as 00h0O (figura 2). O CP foi obtido de fornecedores comerciais. Os
machos de todos os grupos foram induzidos com 6 mg.kg* de CP em dose
anica.

A partir de 5 horas apds a inducdo hormonal, as réplicas foram
monitoradas em intervalos de 30 minutos para observacéo de desova, quando
desovada, aguardado 1:30h foi aferido o volume de ovos e em seguida foram
coletados 10mL de ovos e colocados em incubadoras cbnicas de 8 litros.
Decorrido 3 e 9 horas a partir do momento da desova, uma amostra foi
coletada de cada incubadora para o calculo das taxas de fertilidade e ecloséo.

Decorrido este tempo (1:30h) apds a inducdo hormonal foi realizada
amostragem de sangue e ovarios de uma fémea desovada e ndo desovada por
réplica (n=10 por grupo) por meio de caracteristicas externas como ventre

flacido. Estas amostragens foram coletadas para anélise descrita no item 4.7.

Experimento 2 e 3 (Astyanax altiparanae) — Dezembro 2016 e Janeiro 2017

0,9% Periodo esperado
NaCl de desova
(horas-grau)
e |
180
n=25 | ! L ! 5. @
6mg.kg*!
EBHC
n=25 1 1 | 1 ! L—> cp
6mg/kg?
ouT
n=25 | 1 L 1 L L—> ourt
6mg/kgt
DEZ
n=25 | 1 | I 1 L—> DEz

Oh 2h 4h 6h 8h 10h

J

Figura 2. Diagrama de inducdo hormonal com aplicacédo de dose Unica de 6 mg. Kg-1 de OUT,
DEZ, CP e C (0,9% NaCl) em fémeas de A. altiparanae nos experimentos 2 e 3. Abreviacfes:
extrato bruto de hipoéfise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT), extrato bruto de
hipofise de lambari A. altiparanae coletado em dezembro (DEZ), controle positivo (CP) e

controle negativo (C).
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4.3. Experimento 3

4.3.1. Delineamento experimental:

a) Inducdo hormonal em fémeas de A. altiparanae com aplicacdo de dose
dnica.

Este estudo foi realizado em janeiro de 2017 seguindo o0 mesmo
delineamento do experimento 2, decidimos repeti-lo devido a grande
heterogeneidade dos resultados, principalmente dos controles. Entéo,
avaliamos apenas as variaveis de desempenho reprodutivo como periodo de
laténcia, volume de ovos por réplica, taxa de fertilidade e eclosdo. Nao foi
possivel analise estatistica devido ao baixo nimero de fémeas desovadas

(figura 2).

4.4. Experimento 4

4.4.1. Delineamento experimental:

a) Inducdo hormonal em fémeas de A. altiparanae com aplicacdo
fracionada de doses.

Este estudo foi realizado em janeiro de 2017 durante a estacéo
reprodutiva, foram utilizadas 125 fémeas (16,4 + 4 g) e 250 machos (10,3
1,08q) distribuidos aleatoriamente em caixa plastica de 10 litros (30 x 40 cm)
com 5 fémeas e 10 machos (propor¢cao sexual de 1:2) com fluxo continuo de
entrada e saida de agua em sistema seminatural com recirculacdo fechada e
temperatura controlada.

Os exemplares foram divididos em grupos experimentais: dois
tratamentos, OUT e DEZ (hipéfises obtidas no experimento 1) e trés controles:
CP, C e adicionado um mais um controle, controle sem manipulagdo hormonal
(CC), no qual machos e fémeas nao receberam aplicagcdo hormonal, apenas
receberam o mesmo manejo e foram alocados nas caixas no mesmo horario
dos demais grupos (5 grupos (2 tratamentos e 3 controles) x 5 réplicas x 5
fémeas = 125 fémeas). Antes da indugdo hormonal foram coletadas fémeas
(n=6) para comparacgéo dos parametros reprodutivos basais denominado como
grupo inicial (IN).

Para inducéo a ovulagdo foram utilizadas o fracionamento das doses de
injecdo intraperitoneal de 0,6 mg. Kg* na primeira dose e 5,4 mg. Kg* (10% +
90%) de OUT, DEZ e CP e 0,9% NaCl de C com intervalo de 12 horas (11h30
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e 00h30) (figura 3). O CP foi obtido de fornecedores comerciais. Os machos de
todos os grupos foram induzidos com dose Unica de 6 mg. Kg' de CP no
momento da segunda dose das fémeas, exceto CC.

A partir de 5 horas apdés a indugdo hormonal, as réplicas foram
monitoradas em intervalos de 30 minutos para observacdo de desova, quando
desovada, aguardado 1:30h foi aferido o volume de ovos e em seguida foram
coletados 10mL de ovos e colocados em incubadoras conicas de 8 litros.
Decorrido 3 e 9 horas a partir do momento da desova, uma amostra foi
coletada de cada incubadora para o calculo das taxas de fertilidade e eclosao.

Decorrido em torno de 9 horas (250 horas-grau) apds a inducao
hormonal (Porto-Foresti et al., 2018) foi realizada amostragem de sangue e
ovarios de uma fémea desovada e ndo desovada por réplica (n=10 por grupo)
por meio de caracteristicas externas como ventre flacido. Estas amostragens

foram coletadas para analise descrita no item 4.7.

Experimento 4 (Astyanax altiparanae) — Dezembro 2017
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(horas-grau)

180 ———250

X

X

n=20 1 1 1 1 1 1 1 > cc
0,9% 0,9%
NaCl NaCl

n=25 1 1 1 1 1 1 1 | > Cc
0,6mg.kg" 5,4mg.kg"
EBHC EBHC

n=25 1 1 | 1 1 1 1 1 > CP
0,6mg.kg" 5,4mg.kg"
ouT ouT

n=25 | ] 1 1 1 1 1 LS ouT
0,6mg.kg"" 5,4mg.kg"
DEZ DEZ

n=2 | 1 | 1 1 1 1 | > DEZ
12h 15h 18h 21h 24h 3h 6h 9h

)
</

Figura 3. Diagrama de inducdo hormonal com aplicagédo fracionada de doses de 0,6 mg. Kgt e
5,4 mg. Kg* de OUT, DEZ, CP e C (0,9% NaCl) em fémeas de A. altiparanae no experimento
4. Abreviacgdes: extrato bruto de hipdéfise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT),
extrato bruto de hipdéfise de lambari A. altiparanae coletado em dezembro (DEZ), controle

positivo (CP), controle negativo (C) e controle sem manipulacdo hormonal (CC).
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4.5. Experimento 5:

4.5.1. Delineamento experimental:

a) Andlise das caracteristicas reprodutivas de fémeas doadoras de hipofises
de A. altiparanae.

Em outubro de 2018 durante a estacdo reprodutiva, fémeas e machos
adultos (n=1250) foram distribuidos aleatoriamente em 5 viveiros (n=250 por
viveiro) escavados de 81m?3 (9m x 6m x 1,5m) com densidade de 3,08 peixes/m?
Os animais foram aclimatados por 25 dias e cada viveiro foi considerado como
uma unidade experimental (réplica). Repetimos este experimento, pois as
hipofises coletadas do experimento 1 foram esgotadas (figura 4).

Para coletas dos exemplares, fémeas foram transportadas para o
laboratério em caixas com oxigenacdo e imediatamente anestesiadas e
eutanasiadas em solucdo de benzocaina (1g em 10 L de agua), entdo foram
aferidos comprimento total (12 + 1,8 cm) e massa (26,7 £ 6,6 Q).

Assim, 1 fémea de cada viveiro foi selecionada aleatoriamente por
tratamento (n=5), amostras de sangue foram colhidas dos vasos caudais em
seringas heparinizadas, centrifugadas a 1500xg por 15 min a 4°C, e o plasma
foi armazenado em ultra freezer (-80°C) para analise dos niveis plasmaticos de
esteroides sexuais. Os ovarios foram coletados por meio de incisdo na regido
ventral, no sentido p6stero — anterior expondo toda a cavidade celomatica,
entdo foi aferido a massa para célculo do IGS (VAZZOLER, 1981; 1996) e
coletados os fragmentos ovarianos para analise histolégica e densidade

volumétrica.

b) Procedimento para coleta das hipdfises de fémeas doadoras de A.
altiparanae para inducao de P. lineatus.

Nesta segunda etapa foram coletadas 50 hipofises (extrato bruto de

hipdfise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT)) de cada viveiro

(5 viveiros x 50 individuos = 250 fémeas). E a coleta das hipodfises foram

realizadas como descrito no experimento 1.
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Experimento 5 — Setembro a Outubro 2018

Sangue
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Figura 4. Diagrama para analise das caracteristicas reprodutivas das fémeas doadoras de
(OUT) para inducéo hormonal de P. lineatus no experimento 6. Abreviagdes: extrato bruto de
hipo6fise de lambari A. altiparanae coletada no més de outubro (OUT).

4.6. Experimento 6

4.6.1. Delineamento experimental:

a) Indugéo hormonal de fémeas de P. lineatus com aplicagéo fracionada de
doses.

Este estudo foi realizado em dezembro de 2018 durante a estacdo
reprodutiva, entdo foram utilizadas 8 fémeas e 16 machos adultos distribuidos
aleatoriamente em caixas de agua de 750 litros com 1 fémea e 2 machos
(proporgéo sexual 1:2) reproduzidos em sistema seminatural com recirculagéo
fechada com temperatura controlada.

Os exemplares foram divididos em grupos experimentais: um tratamento
OUT (hipdfises obtidas no experimento 5), um controle CP (2 grupos (1
tratamento e 1 controle) x 3 réplicas x 1 fémea = 6 fémeas e controle C (1
grupo x 2 réplicas x 1 fémea = 2 fémeas). Entdo foi utilizado o fracionamento
das doses de injecdo intramuscular de 0,6 mg. Kg* na primeira dose e 5,4 mg.
Kg?t (10% + 90%) de OUT e CP e 0,9% NaCl de C com intervalo de 12 horas
(12h30 e 00h30). O CP foi obtido de fornecedores comerciais. Os machos de
todos os grupos foram induzidos em dose Unica de 5,5 mg.kg? de CP no
momento da segunda dose das fémeas.

A partir de 5 horas apds a indugdo hormonal, as réplicas foram
monitoradas em intervalos de 30 minutos para observacédo de desova, quando

desovada, foi aferido o volume de ovos e em seguida foram coletados 10mL de
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ovos e colocados em incubadoras conicas de 8 litros. Decorrido 3 e 9 horas a
partir do momento da desova, uma amostra foi coletada de cada incubadora

para o célculo das taxas de fertilidade e ecloséo.

Experimento 6 (Prochilodus lineatus) — Dezembro 2018
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% 0,9% %X 0,9% (horas-grau)
NaCl NaCl —
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Figura 5. Diagrama de inducao hormonal com aplicacéo fracionada de doses de 0,6 mg. Kgle
5,4 mg. Kg! de OUT, CP e C (0,9% Na CIl) em fémeas de P. lineatus no experimento 6.
Abreviac8es: extrato bruto de hipéfise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT),
controle positivo (CP) e controle negativo (C).

4.7. Analises das amostras:

e indice gonadossomatico:

A massa dos ovarios foi utilizada para o calculo do indice gonadossomatico
(IGS), que determina a relagcdo da massa gonadal com a massa corporea do
animal, indicando seu estadio reprodutivo. Este indice expressa a porcentagem
das gbnadas em relagcdo & massa corporal, obtido em porcentagem, que é
expresso através da massa das gbnadas pela massa corpdrea [IGS = (massa

das gbnadas/massa corporea) x 100] (VAZZOLER,1981; 1996).

e Hormonios esteroides:
As quantificagcbes dos niveis plasmaticos de E2 e 17,20 B-P foi

determinado por método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
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utilizando kit comercial (DRG International Inc., Springfield, NJ, EUA; Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA, respectivamente) seguindo as
instrugdes do fabricante. Todas as amostras foram feitas em duplicata, e as
variacdes limites intraplaca e interplaca dos kits foram no maximo de 20%. A
leitura das placas foi feita em leitor de placas Epoch2 (Bio teK Instruments, Inc.,
Highland Park, Winooski, USA).

e Histologia:

Fragmentos de ovarios foram fixados em solucdo de paraformaldeido a
4% e glutaraldeido a 2% em tampdo fosfato Sorensen, 0,1M a pH 7,2
(karnovsky) por no minimo 24 horas. ApoOs a fixacdo foram desidratados em
solucéo alcodlica, em série crescente de concentracdo e embebidos em glicol
metacrilato (Technovit 7100/historesina), seccionados a 3,0 um de espessura
em micrétomo equipado com navalha de vidro LEICA RM 2245 e corados com
hematoxilina e eosina para confeccéo de laminas histolégicas.

e Densidade volumétrica:

Para o calculo da densidade volumétrica dos ovarios foram obtidas
fotomicrografias de 3 campos diferentes por lamina com objetiva de 5x por
meio de microscopio modelo DM4000B acoplado a uma camera de captura de
imagens (LEICA Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Os estagios de odcitos de
cada fémea foram classificados em: odcito previtelogénico inicial (opi), oécito
previtelogénico final (opf), odcito vitelogénico inicial (ovi), odcito vitelogénico
final (ovf), o6cito com rompimento da vesicula germinativa do inglés “germinal
vesicle breakdown” (gvbd), foliculo pds-ovulatério (fpo), oocito atrésico (at) e
tecido intersticial (ti) de acordo com metodologia estabelecida para outras
espécies (KURADOMI, FORESTI; BATLOUNI, 2017; DE ALMEIDA et al., 2018;
LIRA et al., 2018; HAINFELLNER et al., 2019).

Desta forma, para contagem dos odcitos foi aplicado um grid de 352
pontos ou interseccbes em cada uma das 3 imagens utilizando o software
Image J (v 1.46r, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) e assim
contabilizados como pontos validos as intersecgfes entre as linhas do grid que
se cruzavam sobre os tipos dos odcitos. As intersec¢cdes em pontos invalidos

(em branco) ou em estruturas irreconheciveis devido ao corte ou a disposi¢cao
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nas bordas da imagem foram classificadas como artefatos, e ndo foram
contabilizados no calculo das frequéncias. O célculo para cada animal foi

realizado da seguinte forma: (n° pontos / total de pontos* 100). Nesta analise

separamos os resultados entre fémeas desovadas e ndo desovadas.

e Desempenho reprodutivo:

Para o calculo do desempenho reprodutivos determinamos as seguintes

variaveis (tabela 2).

Tabela 2. Célculo das variaveis de desempenho reprodutivo.

Variaveis

Calculo

Horas-grau

Taxa de desova

NUmero de fémeas desovadas

por réplica

Volume de ovos por réplica

Fecundidade relativa média

Taxa de fertilidade

Taxa de eclosao

HG= somatéria da temperatura medida a cada hora

TD= nuimero total de réplicas desovadas/ numero total de
réplicas por grupo
TD= numero de fémeas desovadas/ numero total de fémeas
por réplica

V=volume total de ovos em cada réplica

FR = volume total de ovos/ soma total de massa das fémeas
desovadas por grupo
TF = nimero de ovos viaveis x 100/ numero total
de ovos
TE = numero de larvas eclodidas x 100/ numero
total de ovos

N= volume de desova x taxa de eclosdo x 720

NUmero de embrides viaveis

0ovos por mL.

4.8. Analise dos dados:

O delineamento dos experimentos foi inteiramente casualizado com 2

grupos (experimento 1), 4 grupos (experimentos 2 e 3), 5 grupos (experimento
4) e 3 grupos (experimentos 6). Os dados foram submetidos a pressupostos de

homocedasticidade e normalidade por Teste de Levene e Shapiro Wilk,
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respectivamente. Para as analises foi utilizado software Statistica 6.0. com o
nivel de significancia a=0,05.

Para comparagdo de dois grupos foi aplicado teste T (dados
paramétricos) e teste Man U Whitney (dados ndo paramétricos) e para
comparacdo multipla foi aplicado analise de variancia — ANOVA (dados
paramétricos) seguido por teste Tukey HSD e Kruskal Wallis (dados néo
paramétricos). Os dados foram representados por média e desvio padrédo
quando paramétricos e por mediana, primeiro e terceiro quartil quando néo
paramétricos. Os grupos foram divididos em fémeas desovadas e néo
desovadas.

No experimento 1, niveis plasmaticos de 17,20B-P e densidade
volumétrica dos odcitos foram analisados por teste Man U Whitney e os niveis
plasmaticos de E2 foram analisados por teste T.

No experimento 2, a densidade volumétrica dos odécitos e IGS foram
analisados por teste Kruskal Wallis. FEmeas desovadas ndo foram analisadas
estatisticamente pelo baixo nimero de exemplares.

No experimento 4, o desempenho reprodutivo e densidade volumétrica
dos odcitos de fémeas desovadas e ndo desovadas nos grupos experimentais
foram analisados por teste Kruskal Wallis, ja para comparacdo da densidade
volumétrica de fémeas desovadas e ndo desovadas dentro dos grupos foram
analisados por teste Man U Whitney. Os niveis de 17, 20 B-P e IGS foram
analisados por ANOVA seguido por teste Tukey HSD.

No experimento 5 e 6, 0s grupos nao foram analisados estatisticamente

pelo baixo numero de exemplares.

5. Resultados

5.1. Descri¢cdo morfolégica dos odcitos de A. altiparanae:

Os od6citos previtelogénicos iniciais (opi) foram caracterizados pelo
citoplasma basdfilo, nucleo aciddéfilo e os nucléolos posicionados na regido
periférica do nucleo. As células foliculares sdo pavimentosas e 0s 00citos ainda
nao atingiram seu maximo crescimento (figura 6a). JA o0s o00citos
previtelogénicos finais (opf) tornam-se maiores do que o estagio anterior,

apresentam nucleo central e os nucléolos estdo mais dispersos no ndcleo. As
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células foliculares permanecem pavimentosas, e neste estagio ocorre o
aparecimento dos alvéolos corticais e surgimento da zona radiata (figura 6b).

Nos odcitos vitelogénicos iniciais (ovi) observamos a presenca dos
alvéolos corticais na periferia e agora, aparecem os granulos de vitelo.
Também notamos a presenca da zona radiata e as células foliculares
permanecem pavimentosas (figura 6c¢). Odcitos vitelogénicos finais (ovf), o
citoplasma é completamente ocupado pelos granulos de vitelo, e os alvéolos
corticais permanecem na periferia. A zona radiata torna-se mais espessa e as
células foliculares permanecem pavimentosas (figura 6d).

Odcitos com migracdo e rompimento da vesicula germinativa (gvbd)
foram classificados pelo rompimento da vesicula germinativa entdo todo
material nuclear esta disperso no citoplasma. Os alvéolos corticais continuam
na periferia, a zona radiata atinge sua maxima espessura assim como 0S
odcitos alcancam seu maximo crescimento. E neste estagio que os o0citos
estdo em maturacgdao final e estdo prontos para fertilizagao (figura 6e).

Os odcitos atrésicos (at) foram caracterizados pela desorganizacdo do
citoplasma, observamos a zona radiata toda descontinua entremeada pelos
granulos de vitelo e alvéolos corticais. As células foliculares sdo pavimentosas.
Esta atresia pode ocorrer em qualguer momento do ciclo reprodutivo, por
fatores ambientais ou fisioldgicos ndo foram oocitados (figura 6f)

Os foliculos pés ovulatorios (fpo) sdo estruturas remanescentes que
permanecem nos ovarios apos a oocitacdo, entdo notamos a presenca apenas
das células foliculares e camadas da teca. (figura 6g). E o tecido intersticial é
composto por vasos sanguineos, sdo tecidos de sustentacdo que envolvem
todo o ovario emitindo projecdes, as lamelas ovuligeras que dao suporte ao

desenvolvimento dos odcitos (figura 6h).
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Figura 6. Oogénese em A. altiparanae. a) odcito previtelogénico inicial (opi) com nucléolos
(nu) dispostos na periferia do nucleo; b) odécito previtelogénico final (opf) com aparecimento dos
alvéolos corticais (ac); c) odcito vitelogénico inicial (ovi) caracterizado pelo surgimento dos
granulos de vitelo (gv); d) odcito vitelogénico final (ovf) com ocupagdo dos granulos de vitelo
(gv) por todo citoplasma; e) od6cito com rompimento da vesicula germinativa (gvbd) em todo
citoplasma; f) o6cito atrésico (at) com zona radiata irregular (zr) e camada folicular descontinua
(cf); g) foliculo pds ovulatério destacando as estruturas remanescentes dos ovarios apos a
oocitacdo: camadas da teca e foliculares (cf); h) tecido intersticial (ti) tecido conjuntivo que
reveste os ovarios dando suporte ao longo de todo desenvolvimento dos o6citos. Coloragéo:

hematoxilina/eosina.
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5.2. Experimento 1: Analise das caracteristicas reprodutivas das fémeas

doadoras de hipofises de A. altiparanae.

O IGS foi similar entre os meses (p>0,05) assim como 0s niveis
plasmaticos de Eze 17, 20 B-P (p>0,05) (tabela 3). As densidades volumétricas
ocupadas pelos diferentes odcitos foram similares entre OUT e DEZ (p>0.05)
(figura 7). Observamos que em ambos 0s meses, a maioria dos oocitos foram
classificados como vitelogénicos finais. N&o encontramos foliculos poés-
ovulatorios, nem o0citos com migracdo e rompimento da vesicula germinativa
(figura 7).

Tabela 3. Comparacao de IGS (%), dos niveis plasmaticos de Ez (ng. mL-1), 17,20 3-P (ng. mL-
1) em fémeas doadoras de hipofises de A. altiparanae nos meses de outubro (OUT) e
dezembro (DEZ) no experimento 1.

MESES IGS (%) E2(ng.mL?)  17,20B8-P (ng. mL?)
ouT 15,7 £ 3,42 0,96 = 0,272 0,21 =+ 0,082
DEZ 15,5+ 62 1,33 +0,382 0,24 + 0,092

** Os grupos foram analisados por Teste T (p>0.05) e os dados foram representados por média
e desvio padrédo (n=10).
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Figura 7. Densidade volumétrica dos odcitos em fémeas doadoras de A. altiparanae
classificados nos diferentes estagios de desenvolvimento nos meses outubro (OUT) e
dezembro (DEZ) no experimento 1. Abreviacdes: fpo (foliculo pds-ovulatério); opi (odcito
previtelogénico inicial); opf (odcito previtelogénico final); ovi (odcito vitelogénico inicial); ovf
(odcito vitelogénico final); gvbd (odcito com rompimento da vesicula germinativa); at (o6cito
atrésico) e ti (tecido intersticial). Os grupos foram analisados por Teste Man U Whitney
(p<0,05). Os dados foram representados por mediana, primeiro e terceiro quartil (n= 10).
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5.3. Experimento 2: Induc&o hormonal em fémeas de A. altiparanae com

aplicacdo de dose Unica.
5.3.1. Indice gonadossomatico (IGS):

Nao foi possivel a analise estatistica no grupo de fémeas desovadas
devido ao baixo numero de animais desovados. Entre fémeas ndo desovadas,
0 IGS apresentou resultados similares entre os grupos experimentais (p>0,05)

(figura 8).

Fémeas ndo desovadas

Y

A\ Y (o3 O\S‘ o?}

grupos

Q1 OMediana OQ3

Figura 8. indice gonadossomatico (IGS) em fémeas ndo desovadas (n=24) de A. altiparanae
no experimento 2. Abrevia¢gdes: grupo inicial (IN), controle negativo (C), controle sem
manipulagdo (CC), controle positivo (CP), extrato bruto de hipéfise de lambari de A. altiparanae
coletado em outubro (OUT) e extrato bruto de hipo6fise de lambari de A. altiparanae coletado
em dezembro (DEZ). Os grupos foram analisados por teste Kruskal Wallis (p<0,05) e os dados

foram representados por mediana, primeiro e terceiro quartil.

5.3.2. Desempenho reprodutivo:

O periodo de laténcia dos grupos se iniciou em torno de 156,6 e se
estendeu 279,7 horas-grau (tabela 4). Os tratamentos promoveram a ovulagéo,
OUT promoveu desova em duas réplicas (40%), enquanto DEZ em apenas
uma réplica (20%). A taxa de fertilidade foi superior a 43% (tabela 4). Nao foi
possivel a comparacéo por andalise estatistica entre os grupos devido ao baixo

numero de réplicas desovadas.
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Tabela 4. Desempenho reprodutivo com dose Unica de 6mg.Kg!l de OUT, DEZ, CP e C
(0,9%NaCl) em fémeas de A. altiparanae no experimento 2. Abreviag8es: controle negativo
(C), controle positivo (CP), extrato bruto de hipofise de lambari A. altiparanae coletado em
outubro (OUT) e extrato bruto de hipofise de lambari A. altiparanae coletado em dezembro
(DEZ).

Volume

de ovos Taxa de Taxa de
Horas Taxa de

Grupos por fertilidade ecloséo
grau desova éplica %) %)
(mL)

C 208,8 20% 20 85,6 97,1
CP 279,7 40% 17 51,1 55,3
232,2 12 5 7,56

ouT 182,7 40% 56 43,1 48,9
156,6 45 51 7,7

DEZ 156,6 40% 42 46,1 53,7

5.3.3. Densidade volumétrica:

No grupo IN, a maioria dos od6citos foram classificados como vitelogénicos
finais ndo observamos foliculos pés ovulatérios nem odcitos com gvbd (tabela 5).

Entre as fémeas desovadas observamos a presenca de foliculos pos
ovulatérios em todos os grupos assim como odcitos em gvbd, exceto em uma
réplica do controle e um tratamento, C e OUT, respectivamente (tabela 5). Nao
foi possivel a comparacao entre os grupos devido ao baixo numero de réplicas
desovadas.

No grupo de fémeas ndo desovadas, observamos odcitos vitelogénicos
finais em todos os grupos; e oécitos com gvbd apenas em CP e OUT. Entéo, a
densidade volumétrica ocupada pelos odécitos vitelogénicos finais do grupo IN foi
superior ao CP (p<0,05) entretanto ambos foram similares aos demais grupos.
Quanto aos oécitos em gvbd, CP foi superior ao grupo IN (p<0,05) contudo

foram similares aos outros grupos (p>0,05) (figura 9).
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Tabela 5. Densidade volumétrica dos o6citos em fémeas desovadas de A. altiparanae

classificados nos diferentes estagios de desenvolvimento induzidas com dose Unica de 6mg.Kg!
de CP, OUT, DEZ, C (0,9%NaCl) e IN no experimento 2. Abreviagdes: grupo inicial (IN),

controle negativo (C), controle positivo (CP), extrato bruto de hipéfise de lambari A. altiparanae

coletado em outubro (OUT) e extrato bruto de hipéfise de lambari A. altiparanae coletado em

dezembro (DEZ),

Grupos Densidade volumétrica (%)

fpo opi opf ovi

IN 0 3,2 0 0
IN 0 2,4 0,6 1,6
IN 0 3,8 0,8 0
IN 0 4,0 0 0
IN 0 0 0 0
IN 0 0 4,9

C 4,9 6,5 0 0,82

41,0 26,5 7,09 0
CP 42,0 20,75 14,77 2,6
ouT 48,9 33,3 4,28 4,28
19,7 186 3,6 3,0
1355 9,2 7,4 0
13,5 16,2 115 0
DEZ 17,8 145 5.2 0

ovf gvbd
96,7 0
94,8 0
95,2 0
95,9 0
97,6 0
75,9 0
0 87,6
22,47 0
115 8.2
7,65 0
135 32,7
3,0 66,7
37,9 18,6
28,8 334

at
0
0,4
0
0
2,3
19
0
2,8
0
0
8,6
0
2,0
0

O O O O O O O o o =

=
o

o O O O
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Figura 9. Densidade volumétrica dos estagios dos odcitos em fémeas desovadas (n=18) e ndo
desovadas (n=18) de A. altiparanae no experimento 2. Abreviagdes: grupo inicial (IN),
controle negativo (C), controle positivo (CP), controle sem manipulacdo hormonal (CC), extrato
bruto de hipéfise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT) e extrato bruto de
hipofise de lambari A. altiparanae coletado em dezembro (DEZ); fpo (foliculo pos-ovulatdrio);
opi (o6cito previtelogénico inicial); opf (odcito previtelogénico final); ovi (odcito vitelogénico
inicial); ovf (o6cito vitelogénico final); gvbd (o6cito com rompimento da vesicula germinativa); at
(odcito atrésico) e ti (tecido intersticial). Todos os grupos foram analisados por Kruskal-Wallis,
letras iguais ndo representaram diferenca significativa (p>0,05) e letras diferentes
representaram diferenca significativa (p<0,05). Os dados foram representados por mediana,

primeiro e terceiro quartil.

5.4. Experimento 3 —Inducdo hormonal em fémeas de A. altiparanae em

dose Unica
5.4.1. Desempenho reprodutivo

O periodo de laténcia se iniciou em 150,7 e se estendeu até 341,3
horas-graus. Os tratamentos de OUT e DEZ promoveram a ovulacdo, em OUT
observamos maior taxa de desova 80%, e em DEZ 20% (tabela 6).

Nas taxas de desempenho, OUT teve as maiores taxas de fertilidade e
ecloséo representando mais de 80%, ja os controles C e CP tiveram 70% e 0%,
respectivamente, e em DEZ foram maiores de 45% (tabela 6). Nao foi possivel a

analise estatistica devido ao baixo niumero de fémeas desovadas.
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Tabela 6. Desempenho reprodutivo com dose Unica de 6 mg. Kg* de CP, OUT, DEZ e C (0,9%
NaCl) em A. altiparanae no experimento 3. Abreviacdes: controle negativo (C), controle
positivo (CP), extrato bruto de hipofise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT) e

extrato bruto de hipofise de lambari A. altiparanae coletado em dezembro (DEZ),

Volume

de ovos Taxa de Taxa de
Horas- Taxa de

Grupos por fertilidade ecloséo
grau desova éplica %) %)
(mL)

C 203,9 20% 30 70,4 79,3
CP 2615 20% 4 0 0
ouT 234,9 80% 35 87,2 72,8

341,3 4 42,8 29,4
316,9 36 51,2 41,8
230,5 14 27 24,9
DEZ 150,7 20% 42 46,1 53,7

5.5. Experimento 4: Indu¢cdo hormonal em fémeas de A. altiparanae com

aplicacéo fracionada de dose.
5.5.1. indice gonadossomatico (IGS):

No grupo de fémeas desovadas, o IGS foi maior no grupo IN em relacéo
aos demais grupos (p<0,05) (figura 10A). Nao foi possivel analisar o controle C
devido ao baixo numero de fémeas desovadas. J4 entre as fémeas ndo

desovadas os resultados foram similares (p>0,05) (figura 10B).

46



Doutoranda: Laiza Maria de Jesus Silva  Orientador: Prof. Dr. Sergio Ricardo Batlouni

Fémeas desovadas

A
25
20 a
[ b
& 15
(7]
S 10 b
b
| -
0
Grupos
B Fémeas nao desovadas
25
a 7 a "
20 5
< 15 +
2
= 10
5
0
N\ c® c© ot ot

Grupos

i:igura 10. indice gonadossomatico (IGS) em fémeas de A. altiparanae no experimento 4. A)
Fémeas desovadas (n=15). B) Fémeas ndo desovadas (n=15). Abreviac¢8es: grupo inicial (IN),
controle positivo (CP), controle negativo (C), controle sem manipulacdo hormonal (CC), extrato
bruto de hipéfise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT) e extrato bruto de
hip6fise de lambari A. altiparanae coletado em dezembro (DEZ). Os grupos foram analisados
por One-Way ANOVA (p>0,05) seguido de teste Tukey HSD (p<0,05) e os dados foram

representados por média e desvio padrao
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5.5.2. Desempenho reprodutivo:

O periodo de laténcia se iniciou com 150,7 e se estendeu em média até
177,3 horas-grau (tabela 7). Os tratamentos de OUT e DEZ promoveram a
ovulacao nas fémeas induzidas de todas as réplicas (100%), o qual pelo menos
uma fémea por réplica respondeu ao tratamento (tabela 7). O tratamento DEZ
teve 0 maior nimero de fémeas desovadas por réplica sendo superior a CC
(p<0,05), porém semelhante aos demais. O maior volume médio de ovos foi
observado em DEZ. A taxa de fertilidade e eclosao representou pelo menos
50% em todos os grupos, exceto em OUT e DEZ obteve maior nimero de
embrides viaveis.
Tabela 7. Desempenho reprodutivo de fémeas de A. altiparanae induzidas com dose Unica de
6mg.Kg?! de CP, OUT, DEZ e C (0,9% NaCl) no experimento 4. Abreviagdes: controle
negativo (C), controle sem manipulagdo hormonal (CC), controle positivo (CP), extrato bruto de

hip6fise de lambari A. altiparanae coletado em outubro (OUT) e extrato bruto de hipéfise de

lambari A. altiparanae coletado em dezembro (DEZ).

Exp. 4 Horas- Taxa de N° de fémeas Volume de Fecundida Taxa de Taxa de Ne de
_— grau desova desovadas em ovos por de relativa fertilidade eclosdo embrides
cada réplica** grupo (ml) média (%) (%) viaveis
Grupos
C 150,7 20% 0-0-0-1-12 20 0,251 73,63 70 10944
CcC - - 0-0-0-0-02 - - - - -
185,8 + 74,0 + 13633,9+
CcP 4372 60% 0-0-1-2-23b 24,8+14,52 0,35+0,22 74,7 +11,72 7’58 8400 07
189,7 + 41,2 + 4933,1 +
ouT 41,22 100% 1-1-1-2-2% 20,7 £ 8,62 0,25+0,082 42 + 40,52 408 771,30
177,3 £ b 65,3+ 16071,2 £
DEZ 38.42 100% 1-2-2-2-3 34,1+ 10,82 0,46 £0,132 73,6 £15.32 2032 6610 82

**Para analise estatistica de horas-grau, volume de ovos por grupo, fecundidade relativa

média, taxas de fertilidade e eclosdao e nimero de embrifes viaveis foram consideradas apenas

réplicas desovadas.
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5.5.3. Densidade volumétrica nos diferentes grupos:

No grupo IN observamos a maioria dos odcitos em vitelogénese final ndo
observamos odcitos com gvbd nem foliculos pos ovulatérios (figura 11A).

No grupo de fémeas desovadas observamos diferenca na densidade
volumétrica dos foliculos pdés ovulatérios em OUT sendo superior ao IN
(p<0,05), contudo foram semelhantes aos demais (figura 11A). Os od0citos
vitelogénicos finais foram classificados em todos 0s grupos experimentais, o
grupo IN se diferiu estatisticamente dos tratamentos de OUT e DEZ entretanto
foi similar a CP (p<0,05). J& quando comparamos 0S o00citos com gvbhd, o
tratamento OUT foi diferente dos grupos IN e CP, porém semelhante a DEZ
(p<0,05) (figura 11A). O controle C néo foi analisado estatisticamente com o0s
outros grupos devido ao baixo nimero de animais desovados.

Entre fémeas ndo desovadas observamos a maioria dos odécitos em
vitelogénese final em todos o0s grupos, nao observamos odécitos com
rompimento da vesicula germinativa nem foliculo pos ovulatério. Nao

observamos diferenga entre os grupos (p>0,05) (figura 11B).
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Figura 11. Densidade volumétrica dos estagios dos odcitos em A. altiparanae no experimento
4. A) Fémeas desovadas (n=18); B) fémeas ndo desovadas (n=18). Abrevia¢cdes: grupo inicial
(IN), controle positivo (CP), controle negativo (C), controle sem manipulacdo hormonal (CC)
extrato bruto de hipdéfise de lambari A. altiparanae em outubro (OUT) e extrato bruto de
hip6fise de lambari A. altiparanae em dezembro (DEZ); fpo (foliculo pés-ovulatério); opi (od6cito
previtelogénico inicial); opf (o6cito previtelogénico final); ovi (odcito vitelogénico inicial); ovf
(oécito vitelogénico final); gvbd (o6cito com rompimento da vesicula germinativa); at (o6cito
atrésico) e ti (tecido intersticial). Todos os grupos foram analisados por Kruskal-Wallis, letras
iguais ndo representaram diferenga significativa (p>0.05) e letras diferentes representaram
diferenca significativa (p<0,05). Os dados foram representados por mediana, primeiro e
terceiro quartil.
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5.5.4. Densidade volumétrica comparando dentro de cada grupo:

No grupo CP, a densidade volumétrica ocupada pelos foliculos pés
ovulatérios foi similar entre fémeas desovadas e ndo desovadas (p>0,05).
Entretanto, os odcitos vitelogénicos finais foram superiores em fémeas néo
desovadas (p<0,05) (figura 12A).

No tratamento de OUT observamos valores superiores na densidade
volumétricas dos odcitos vitelogénicos finais sendo superiores em fémeas
desovadas (p<0,05) (figura 12B). Também observamos que os foliculos pés
ovulatérios tiveram densidade volumétrica superior nas fémeas desovadas
(p<0,05) (figura 12B).

No tratamento de DEZ observamos que os odcitos vitelogénicos foram
superiores em fémeas nao desovadas em comparacdo com desovadas
(p<0,05). Ja os foliculos pds ovulatérios tiveram valores superiores em fémeas
desovadas (p<0,05) (figura 12C).
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Figura 12. A-C) Comparac¢éo da densidade volumétrica dos odécitos em fémeas desovadas e
nao desovadas em A. altiparanae nos grupos controle positivo (CP), extrato bruto de hipoéfise
de A. altiparanae coletado em outubro (OUT) e em dezembro (DEZ) no experimento 4.
Abreviac8es: fpo (foliculo pés-ovulatério); opi (odcito previtelogénico inicial); opf (o6cito
previtelogénico final); ovi (o6cito vitelogénico inicial); ovf (odcito vitelogénico final); gvbd (odcito
com rompimento da vesicula germinativa); at (odcito atrésico) e ti (tecido intersticial). Os grupos
foram analisados por Teste Man U Whitney (p<0,05), letras iguais ndo representaram diferenca
(p>0,05) e letras diferentes representaram diferenca significativa (p<0.05). Os dados foram
representados por mediana, primeiro e terceiro quartil (n=10).
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5.5.5. Niveis plasmaticos de 17,20 3-P
No grupo de fémeas desovadas os niveis plasmaticos de 17,20 B-P
foram similares entre os diferentes grupos (p>0.05) (figura 13A). J& no grupo
das fémeas nao desovadas, IN foi inferior aos tratamentos OUT e DEZ

(p<0,05), porém ambos foram similares aos demais grupos (figura 13B).

A Fémeas desovadas

N ® o
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B Fémeas nédo desovadas
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Figura 13. Niveis plasmaticos de 17,20 B-P (ng. mL1) em fémeas de A. altiparanae no
experimento 4. A) Fémeas desovadas (n=15), os grupos foram analisados por teste Kruskal
Wallis (p<0,05) e os dados foram representados por mediana, primeiro e terceiro quartil. B)
Fémeas ndo desovadas (n=26), os grupos foram analisados por One-Way ANOVA (p>0.05)
seguido por teste Tukey HSD (p<0,05) e os dados foram representados por média e desvio
padrdo. Letras iguais ndo representaram diferenca significativa (p>0,05) e letras diferentes
representaram diferenca significativa (p<0,05). Abreviacdes: grupos: inicial (IN), controle
negativo (C), controle positivo (CP), extrato bruto de hipé6fise de lambari em outubro (OUT) e
dezembro (DEZ).
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5.6. Experimento 5:

a) Analise das caracteristicas reprodutivas das fémeas doadoras de
hipofises de A. altiparanae para indugdo hormonal de fémeas de P.
lineatus:

Os niveis plasmaticos de E2, 17, 20 B-P e IGS foram apresentados na
tabela abaixo (tabela 8). A maioria dos odcitos foram classificados como
vitelogénicos finais ndo observamos foliculos pds-ovulatorios, nem odécitos com
gvbd (figura 14).

Tabela 8. Avaliacdo de IGS (%), de niveis plasmaticos de E2 (ng. mL?) e, 17,20B-P (ng. mL™1)
em fémeas doadoras de hipdfises de A. altiparanae no més de outubro (OUT).

MES IGS (%) E2(ng.mLY)  17,20B-P (ng. mLY)
ouT 15,37 + 3,51 0,48 + 0,15 0,22 +0,13
120

100
T

©
o

60

densidade volumétrica (%)

20

5o® o o® o ot gqvé & o
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Figura 14. Densidade volumétrica dos odcitos em fémeas doadoras de A. altiparanae (n=5)
classificados nos diferentes estagios de desenvolvimento no més de outubro (OUT) no
experimento 5. Abreviac8es: fpo (foliculo pés-ovulatdrio); opi (odcito previtelogénico inicial);
opf (oécito previtelogénico final); ovi (o6cito vitelogénico inicial); ovf (odcito vitelogénico final);
gvbd (oécito com rompimento da vesicula germinativa); at (od6cito atrésico) e ti (tecido
intersticial). Os dados foram representados por media e desvio padréo.
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5.7. Experimento 6 - Inducdo hormonal em fémeas em P. lineatus com

aplicacao fracionada de doses.

O periodo de laténcia se iniciou em 193,5 e se estendeu até 249,4
horas-grau. Neste estudo observamos que o tratamento OUT promoveu a
ovulacdo nas fémeas com resposta de duas as réplicas (66,6%) e também de
CP (100%), somente o C nédo desovou (tabela 9). As taxas de desempenho, a
fertilidade e eclosdo foram maiores do que 80% em uma réplica de OUT e CP,
entretanto ambos 0s grupos também apresentaram réplicas com taxas de 0%
(tabela 9).

Tabela 9. Desempenho reprodutivo de fémeas de P. lineatus induzidas com dose fracionada
de 6mg.Kg! de CP, OUT e C (0,9%NacCl) no experimento 6. Abreviagcdes: controle negativo
(C), controle positivo (CP) e extrato bruto de hipdfise de lambari A. altiparanae coletado em
outubro (OUT).

. Resposta a
Experimento 6 eSpost Horas-grau Volume de Taxa de Taxa de
Grupos Indugao Ovos por fertilidade (%) eclosao (%)
P hormonal réplica (L)

C Nao desovada - - - -

C Nao desovada - - - -

CP Desovada 219,3 5,760 7 0
CP Desovada 193,5 13,333 0 0
CcP Desovada 210,7 8,412 81,2 71,2
ouT Desovada 227,9 13,225 80,6 51
ouT Desovada 2494 7,371 0 0
ouT Nao desovada - - - -

6. Discusséo

A técnica de hipofisacdo foi inventada simultaneamente na Argentina com
Houssay e no Brasil na década de 30 (MYLONAS; ZOHAR, 2001; ZOHAR,;
MYLONAS, 2007; ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007). No Brasil, o
renomado pesquisador, Von lhering em 1935, mostrou que a utilizacdo de
hipofises provenientes de peixes maduros poderia induzir a desova de outras
espécies (ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007; NUNES et al.,, 2018)
assim embora seja uma técnica antiga (decorridos mais de 80 anos) até hoje a

hipofisacdo ainda € indicada (NAKAYAMA, 2011) e feita com uso de extrato
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importado que apresenta elevado custo (R$1500,00/grama) (STREIT JR. et al.,
2003; NAVARRO et al., 2006).

Neste estudo demonstramos que o extrato de hipofise de lambari pode ser
usado como indutor a desova de curimbata e intensificar a desova de lambari.
Inicialmente no projeto, partimos do principio que por terem massa inferior a
outros peixes, como as carpas, as hipofises de lambari teriam viabilidade
apenas para induzir espécies de pequeno porte, como o proprio lambari. Isto
porque, para obtencdo da quantidade de extrato para induzir peixes maiores,
teoricamente muitas hipdfises teriam que ser coletadas para aplicar doses
efetivas de 6 mg.kg? em reprodutores de 2 ou 3 kg (pacus e piagus), por
exemplo. Por esta razao, inicialmente tinhamos como objetivo de avaliar o uso
de EBHL como indutor de desova da propria espécie, pois por terem massa
menor, os lambaris poderiam ser induzidos com quantidades menores de
extrato, tornando a técnica viavel. Porém duas importantes conclusées deste
estudo alteraram o curso inicialmente idealizado tornando necessarios testes
em outras espécies de desova total, como o curimba.

A primeira delas foi a observacao (testes iniciais ndo descritos aqui) foi que
as hipodfises de lambari tinham proporcionalmente mais massa. A relacéo
massa de hipdéfise/ massa corporal € aproximadamente 8 vezes superior no
lambari em relagdo a carpa. Fémeas de lambari tem massa média de 21,8 +
4,4 gramas (dados deste estudo) e rendem hipofises desidratadas em acetona
0,2mg (1 hipofise) entdo esta relacao seria 0,009 vezes. Uma carpa tem massa
média de 2000 gramas e rende uma hipdéfise seca de 2mg, entdo esta relacédo
seria 0,001 vezes. Portanto, se eficiente, o EBHL poderia ser usado, e se
viavel, em espécies de médio porte, como o0 curimba, que frequentemente tem
menos de 1kg (reprodutores) (HAINFELNNER et al., 2012)

A segunda observacgédo foi que os lambaris ndo sao bons modelos para
estudo de desempenho reprodutivo, com dose Unica ou fracionada, pois alguns
exemplares do controle negativo desovam sem necessidade de intervencéo
hormonal trazendo dificuldade para interpretacdo dos resultados e mesmo nos
tratamentos mais eficazes, poucas fémeas efetivamente desovam. Dessa
forma, testando apenas no lambari, ndo poderiamos avaliar se 0 extrato induz
ou ndo a desova, mas apenas avaliar se este intensifica ou ndo em relagéo ao

controle negativo. Estes fatos tomados conjuntamente fizeram com que a
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aplicacao do extrato em uma espécie de médio porte, cujos controles negativos
nao desovam, se tornasse a melhor forma de validar nossa hipotese que o
EBHL pode ser usado como indutor de peixes migradores nativos.

Com relagdo ao EBHL, mostramos que € possivel obté-lo com acéo
indutora de desova mantendo 3,08 peixes/m3 em viveiros escavados de 81m?,
por um ou até trés meses. Observamos que mantidos nestas condi¢cdes de 17
a 25 dias de aclimatacao, a partir do més de setembro (inicio da primavera), a
coleta de EBHL pode ser realizada (um més) em OUT ou (trés meses) DEZ
apos o povoamento. Isto porque as caracteristicas dos reprodutores em ambos
0os meses foram similares e mostraram que as fémeas apresentavam cerca de
70% dos ovarios ocupados por odcitos vitelogénicos maduros, caracterizando
gue estavam aptas para desova, ou como descritas em alguns artigos como
“gravidas”. Fémeas maduras ou gravidas sabidamente possuem niveis
elevados de esteroides indutores de desova (OGIWARA et al., 2013;
OGIWARA; TAKAHASHI, 2017;) e prostaglandinas (CETTA; GOETZ 1982;
GOETZ; CETA, 1983; OGIWARA; TAKAHASHI, 2019), ambos produzidos via
estimulacdo por LH. Portanto, apesar de ndo termos avaliados os niveis de LH
no presente estudo, € razoavel supor que os niveis de LH também estariam
hipoteticamente elevados no EBHL aqui obtido, pois as fémeas aqui testadas
estavam maduras e seu extrato induziu a desova. Assim como o lambari,
fémeas “gravidas” de outras espécies de peixes, com ovulacdo espontanea,
como as trutas (JALABERT; SZOLL6SI, 1975; GOETZ; CETTA, 1983) e
kinguios (STACEY; PANDEY, 1975) também possuem niveis de PGF e/ou
esteroides indutores de desova elevados.

Neste contexto, observamos frequentemente nos viveiros a presenca de
alevinos indicando que fémeas desovaram nestas condicdes, porém
recentemente demonstramos que apdés as desovas as fémeas de lambari
tornam-se aptas a desova novamente cinco dias apos a ovulagéo (LIRA et al.,
2018). Estes dados analisados juntamente com fato de ndo termos encontrado
nenhuma fémea doadora desovada, mas 100% maduras, nos permitem dizer
gue nosso protocolo foi bem-sucedido em propiciar o extrato em condi¢des de
induzir outras espécies a desova, mas nao evita que ocasionalmente uma ou
outra fémea desove naturalmente no viveiro. No nosso conhecimento este é o

primeiro protocolo para obtencdo de extrato bruto de hipéfise desta espécie e
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possui similaridade com outros protocolos descritos para outras espécies
utilizadas no mundo para esta finalidade (COLPO et al., 2011; MARTINS et al.,
2008).

Este estudo permitiu também tecer importantes observa¢cées em torno da
biologia reprodutiva e do desempenho reprodutivo da espécie. Descrevemos
de forma inédita que mesmo quando induzidos a desova uma propor¢cao muito
baixa de fémeas desova em unidades de dez litros. Este aspecto ficou bastante
claro quando apenas uma dose hormonal foi aplicada. Mesmo este sendo o
protocolo mais amplamente usado para indu¢cdo hormonal de lambaris (SATO
et al., 2006; FELIZARDO et al., 2012), inclusive em estudos em nosso
laboratério (LIRA et al., 2018; BRAMBILA-SOUZA et al., 2019; FIGUEIREDO-
ARIKI, 2019), observamos parametros de desempenho reprodutivo similares
entre controles negativos, controles positivos e tratamentos. Este aspecto
indica que, apesar da grande variacdo entre fémeas de um mesmo grupo, que
dificulta estabelecer diferencas estatisticas, a espécie desova sem a
necessidade de inducdo hormonal e que a indugédo hormonal provoca ovulagéo
em apenas 22 de 125 fémeas injetadas nos controles positivos (no experimento
4).

Por esta razdo optamos por fracionar a dose de EBHC baseado em estudos
que mostram que um pico de LH so6 foi obtido em algumas espécies com doses
fracionadas (LEVAVI-ZERMONSKY; YARON, 1986; RAHMAN et al., 2001;
SENTHILKUMARAN; YOSHIKUNI; NAGAHAMA, 2004; CHAUBE; SINGH;
JOY, 2014). Assim, observamos que o fracionamento das doses no
experimento 4 diminui um pouco a heterogeneidade de resultados dos
experimentos 2 e 3 (dose Unica) e foi apenas neste experimento que
observamos desovas em todos 0s grupos experimentais, exceto CC. Desta
forma, réplicas com desovas foram observadas nos tratamentos OUT e DEZ
(100%), CP (60%) e C (40%), entretanto todas as variaveis de desempenho
reprodutivo foram similares (p>0,05), com excecdo do numero de fémeas
desovadas por réplica, no qual observamos que DEZ foi superior a CC
(p<0,05). Assim, apenas no experimento com dose fracionada foi possivel
observar algum ganho no desempenho reprodutivo entre um tratamento e um
controle negativo, indicando que assim como para outras espécies
(CRISCUOLO-URBINATI et al.,, 2012; VIVEIROS et al.,, 2013; KURADOMI;
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BATLOUNI; 2018; HAINFELLNER et al., 2012; PEREIRA et al., 2018; SOUZA
et al., 2018), a dose fracionada é mais adequada que a dose Unica para esta
espécie.

Porém, ainda neste contexto, mesmo considerando os melhores
resultados obtidos com doses fracionadas nos tratamentos com EBHL, o efeito
do tratamento hormonal permanece desconhecido, assim como sua biologia
reprodutiva. Isto porque, ndo so pela similaridade no desempenho reprodutivo
entre tratamentos e controles negativos, mas também pela similaridade entre
niveis de 17, 20B-P entre fémeas desovadas de todos os grupos (controles
positivos, negativos e tratamentos). Considerando que o 17, 20B-P foi definido
como a “esteroide indutor de maturagao” (do inglés: MIS: maturation inducing
steroid”) também no lambari (JESUS et al., 2017), uma vez que observamos
niveis similares entre 0s grupos mencionados, torna-se ainda mais dificil
compreender o papel e efeito da inducdo hormonal desta espécie.

A primeira constatacdo é que aparentemente a manipulacdo dos peixes
pode ter sido responsavel pela elevacao dos niveis de 17, 20B-P, pois CC e CP
apresentaram valores muito similares em fémeas ndo desovadas e desovadas.
Diferencas foram encontradas apenas quando analisamos em separado as
fémeas ndo desovadas e comparamos com o periodo inicial, certamente
porque a retencao da desova manteve niveis superiores destas substancias em
fémeas gravidas, assim como ja descrito para outras espécies (GOETZ,
CETTA, 1983). O fato de que a simples manipulacédo pode elevar os niveis de
DHP corrobora estudos anteriores que mostraram que a desova pode ser
obtida apenas alterando o volume de agua (CHEHADE et al., 2015). Porém, 0s
niveis de 17, 20B-P ndo explicam o ganho no desempenho obtido em alguns
tratamentos, pois foram similares entre 0s grupos. Assim, estudos
complementares precisam ser desenvolvidos, definindo novos periodos de
coleta e mais grupos experimentais, para termos algum entendimento da
biologia reprodutiva desta espécie singular. Ainda assim, destacamos no caso
das fémeas ndo desovadas, mas tratadas, que apenas 0s tratamentos com
extrato de lambari apresentaram niveis de 17, 20B-P no momento da desova
superiores ao grupo IN, indicando a possibilidade de o EBHL ser um indutor a

desova superior ao CP.
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O uso de EBHL foi definitivamente eficaz para inducdo hormonal de
outra espécie nativa P. lineatus. Isto porque, os grupos EBHL e CP
responderam a indugdo com 66,6 % e 100% de taxa de desova,
respectivamente, mas principalmente porque nao observamos desova no
controle negativo. Ambos o0s grupos obtiveram taxas de fertilidade e ecloséo
superior a 80%. Assim o EBHL pode ser utilizado com indutor de desova em
dose fracionada como empregado para outras espécies (CRISCUOLO-
URBINATI et al.,, 2012; HAINFELLNER et al., 2012; VIVEIROS et al., 2013;
KURADOMI; FORESTI; BATLOUNI, 2017; KURADOMI; BATLOUNI; 2018;
PEREIRA et al., 2018; SOUZA et al., 2018).

Neste estudo o uso de EBHL promoveu a desova em P. lineatus e pode
ser usado como substituto do extrato de hipéfise de carpa, importada e de
custo elevadissimo (R$1500,00/grama). Este trabalho traz uma importante
vantagem para a producdo de peixes migradores no Brasil e no mundo, visto
que a utilizacdo do extrato bruto de hipdfise ainda € a melhor alternativa para
muitas espécies comercialmente utilizadas (CAROSLFELD et al.,, 1988;
RAMOS et al., 1997; ACUNA; RANGEL; 2009; PAULINO et al., 2011; DE
SOUZA et al., 2015; ITTZES et al., 2015; PEREIRA et al., 2017; 2018). Além
disso, a o uso do EBHL torna-se uma forma valiosa de agregar valor a
producdo desta espécie. Além disso, considerando a aceleracdo de sua
crescente producdo nos ultimos anos de mais de 130% (IBGE, 2017) indica
que hipdfises desta espécie estdo disponiveis em quantidades suficientes
dando grande valor as cabecas que muitas vezes sao descartadas. Assim a
utiizacdo do EBHL minimizaria os custos de importacdo de EBHC além
contribuir para viabilidade econdémica e sustentabilidade (MOULIN, 2011) na
producdo de espécies de pequeno e médio porte, e futuramente, dependendo
do escalonamento, da produgcdo também em espécies de grande porte como o
pacu.

Por fim, o lambari por apresentar desova em boa parte do ano dos ovarios
(CASSEL et al., 2017) e se preparar novamente para a desova em cinco dias
(LIRA et al.,, 2018) pode potencialmente permitir a producdo de extrato por
periodo mais longo que as carpas que desovam normalmente uma vez por

ano. Esta possibilidade hipotética se sustenta também no fato de que
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resultados similares entre os doadores nos meses de outubro e dezembro

foram encontrados neste estudo.

7. Consideragdes finais

Neste estudo concluimos que o EBHL induz a desova em P. lineatus,
entretanto pode intensificar a desova de A. altiparanae. As condicdes
empregadas neste estudo permitem obter o EBHL 100 % de fémeas maduras
apos um ou trés meses do povoamento em meses de primavera ou verao,
garantindo a obtencdo de extrato com acao indutora de desova. Assim, A.
altiparanae ndo € bom modelo biolégico na reproducdo induzida, pois as
fémeas desovam sem necessidade de inducdo e mesmo nos melhores
tratamentos, uma fracdo muito baixa das fémeas, efetivamente desovam.
Mesmo assim, nosso estudo permite concluir que a dose fracionada de EBHC
ou EBHL é mais indicada para esta espécie do que a dose Unica. Os niveis
plasmaticos de 17,20B-P nos momentos aqui amostrados ndo explicam as
pouco frequentes diferencas encontradas entre tratamentos e controle, quando
fracionamos a dose de inducdo no lambari. Mesmo assim, o EBHL, mas n&o o
EBHC, provocou elevacdes em relacdo aos niveis basais de 17,20B-P,

reforcando seu potencial uso para fins comerciais.
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