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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de induzir a
sincronizagdo da maturagdo ovariana em um plantel de matrizes de pacu
(Piaractus mesopotamicus) por meio de uso de implantes com analogo do
horménio liberador de gonadotrofinas do salmdo (sGnRHa). Além disso,
complementarmente ao estudo com as fémeas, avaliamos as caracteristicas
seminais dos reprodutores ao longo do ciclo reprodutivo e a possibilidade de
reespermiagao. Para tal, implantes de sGnRHa foram utilizados em fémeas,
reprodutores foram espermiados ao longo da estagdo reprodutiva e a
reespermiagao foi realizada em machos espermiados no inicio € novamente no
meio da estagdo. Variagcdes temporais e entre grupos experimentais na expressao
génica do hormdnio do crescimento (gh) e subunidade beta do hormbnio
luteinizante (lhb) e do foliculo estimulante (fshb), bem como as concentracdes
plasmaticas de esteroides gonadais foram determinadas em machos e fémeas e
utilizadas como ferramentas auxiliares na interpretacdo dos resultados. Nas
fémeas, aos 35 dias apos a introdugao do implante (durante o periodo de desova)
as expressdes génicas da lhb e do fshb estavam aumentadas nas tratadas e
inibidas nas controles, respectivamente, sugerindo um efeito indutor do /hb pelo
implante. Nos machos, o volume de sémen liberado aumentou ao longo do
periodo reprodutivo, no entanto, os indices relacionados com a qualidade dos
espermatozoides, principalmente a qualidade do DNA, que decresceu do comecgo
para o término da estagdo. A expressao do /hb e gh estavam aumentadas no
grupo do final da estagdo em relagdo ao grupo reespermiado, sugerindo uma
associagcao entre a expressao génica e o estadio de maturagao dos testiculos.
Além disso, elevagdes substanciais de 11-cetotestosterona durante a indugéo
hormonal, no inicio da estagcdo reprodutiva e nos animais reespermiados,
correlacionaram-se com sémen de boa qualidade. Concluimos que o uso de
implantes de sGnRHa pode elevar a frequéncia de fémeas aptas na época de
desova. A utilizagcao do sémen no final da estagao reprodutiva deve ser evitada e

a reespermiacao € uma alternativa para manter a qualidade do sémen do pacu.

Palavras-chave: Pacu, sGnRHa, maturagdo ovariana, caracteristicas seminais,

reespermiagao, estacao reprodutiva.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the possibility of ovarian maturation
synchronization in a breeding herd of pacu (Piaractus mesopotamicus) by using
slow-release implants with salmon gonadotropin releasing hormone analogue
(sGnRHa). Furthermore, in addition of female’s study, we evaluated the seminal
characteristics throughout of the breeding season and the possibility of restripping.
In this regard, females were implanted with sGnRHa pellets, and males were
spermiated during of the breeding season and restripping were performed in
males spermiated at the beginning and spermiated again at the middle of the
season. To help in understanding the results, temporal variations between
experimental groups of growth hormone (gh), luteinizing hormone beta subunit
(Ihb) and follicle-stimulating hormone beta subunit (fshb) gene expressions, and
gonadal steroids concentrations were determined in males and females. In
females, 35 days after pellets implantation (during the spawning period) the gene
expression of /hb and fshb were increased in the treated and inhibited in the
controls group, respectively, suggesting an /hb inducing effect by implant. In
males, released milt volume increased throughout the breeding season, however,
the indices related to sperm quality, especially to the DNA quality, were lower in
the end than beginning of the season. The expressions of /hb, and gh were
increased for the end season group against the reespermiado group, suggesting
an association between gene expression and the maturation stage of the testes.
Furthermore, the substantial increases of 11-ketotestosterone after hormonal
induction in the beginning and restriping group correlated with good semen quality.
We conclude that the using of implants may increases the frequency of the apt
females in the spawning season. The using of semen at the end of the breeding
season should be avoided and restripping is an alternative to maintain the quality

of pacu semen.

Key words: Pacu, sGnRHa, ovarian maturation, seminal characteristics,

restripping, breeding season.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Panorama atual sobre a producgao e reproducao do pacu em cativeiro

No Brasil, o pacu (Piaractus mesopotamicus) é considerado uma das
espécies de aguas continentais mais nobres. Juntamente com o tambaqui
(Colossoma macropomum) e seus hibridos reciprocos representam 24,6% da
producdo aquicola nacional (MPA, 2010). No cenario internacional,
particularmente em paises asiaticos, o pacu figura entre as espécies introduzidas
e estabelecidas com sucesso (FAO, 2012). A consolidacdo do cultivo desta
espécie na aquicultura nacional e internacional se deve a caracteristicas
zootécnicas favoraveis, tais como: boa tolerancia a mudangas no teor de oxigénio
e pH da agua e rapido crescimento sob uma variedade de condi¢des (2.2-2.6
vezes mais rapido que carpas) (Gelman et al., 2004). O pacu pode alcangar 60 a
83 cm de comprimento (Britski et al., 2007) e a idade e tamanho de primeira
maturagcdo ocorrem respectivamente com cerca de 3 anos e 34 cm de
comprimento total (Ferraz de Lima et al., 1984).

O pacu é uma espécie reofilica (migradora), apresenta ciclo reprodutivo
sazonal e desova total (revisto em Zaniboni-Filho & Weingart, 2007). Assim,
realiza migragcdes reprodutivas em seu ambiente natural que culminam com a
desova, num processo que compreende a liberacéo e fertilizagdo dos gametas
(Lima et al., 1991; Bock & Padovani, 2000). O processo de maturacéo das
gbnadas (vitelogénese) ocorre entre setembro e outubro (Lima et al.,, 1991), e
fémeas em maturacdo avangada sado observadas entre os meses de outubro e
janeiro (Lima et al., 1991). A desova ocorre entre novembro e janeiro (Urbinati et
al., 2010).

A desova em condicdes de cultivo dos peixes reofilicos sul-americanos sé
pode ser obtida mediante indugdo hormonal (revisdo por: Zaniboni-Filho &
Weingart, 2007). No caso do pacu, esta tem sido obtida co m uso de diversos
tipos de horménios como o hCG (gonadotrofina coriénica humana) (Romagosa et
al., 1990), GnRH (horménio liberador de gonadotrofina) (Carolsfeld et al., 1988a)
e EHC (extrato bruto de hipdfise de carpa) (Godinho & Godinho, 1986; Bock &
Padovani, 2000). No entanto, apesar da técnica de indugdo hormonal estar sendo

usada ao longo de décadas, irregularidades e deficiéncias ainda s&o muito
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frequentes no processo de producdo de alevinos de teledsteos reofilicos sul-
americanos.

Dentre estas espécies, 0 pacu € a que apresenta maior inconstancia em
procedimentos de indugdo hormonal (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Mesmo os
produtores mais experientes tém obtido resultados pouco satisfatérios com a
desova desta espécie. Os relatos mais comuns sdo sobre fémeas que néao
respondem aos tratamentos hormonais (ndo desovam) e muito frequentemente
apresentam ovocitos “empedrados” no momento da extrusdo. Neste sentido,
devem ser considerados alguns fatores que contribuem negativamente para o
processo de desova induzida, tais como: a falta de informacdes basicas sobre a
biologia da espécie (principalmente de carater cientifico), o desconhecimento
sobre a influéncia do clima sobre o processo reprodutivo, falhas no manejo dos
reprodutores ao longo do ano e durante o processo de indugdo hormonal
(Mylonas et al., 2010; Bobe & Labbé, 2010; Guerreiro et al., 2009) e erros na
selecdo dos reprodutores adequados, comumente sao considerados “aptos”

apenas por exames visuais e palpacéao (Figura 1).

ndo extremamente
hemorragica hemorragico

Figura 1 — Esquema ilustrativa do método rotineiro (mais utilizado pelos produtores) de selecédo de

fémeas de pacu (P. mesopotamicus) para a indugdo hormonal.

Neste contexto, uma caracteristica que desperta a atencao nesta espécie €
a assincronia no processo natural de desenvolvimento gonadal entre os
individuos de um mesmo plantel de fémeas. No momento da escolha das fémeas
“aptas” a indugéo hormonal, observagdes realizadas no campo reportam grandes

diferencas em seus aspectos externos, de modo que na mesma triagem
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encontram-se fémeas com as génadas completamente imaturas (ventre duro e
com a papila ndo hemorragica), ou parcialmente desenvolvidas (pouco macio e
hemorragica), até aqueles considerados aptos (macio e extremamente
hemorragica), além de diversas gradagdes entre os tipos anteriormente
mencionados. Mais agravante ainda, sdo os resultados negativos obtidos mesmo
com fémeas maduras (consideradas “aptas”), as quais frequentemente nao
liberam seus ovdcitos, que permanecem aderidos ao estroma ovariano apos o
tratamento hormonal.

As razbes para estes resultados indesejaveis ndo estdo ainda
completamente esclarecidas do ponto de vista cientifico, e pode se tratar apenas
de uma caracteristica da espécie. Em condigdes de cultivo, a existéncia de
assincronia no estadio de maturagdo gonadal das fémeas exige um manejo
excessivo no viveiro a procura de exemplares “aptos”. O arrasto sucessivo
estressa demasiadamente as fémeas, causando perda de escamas, aumento de
susceptibilidade as enfermidades e até morte. O manejo constante dos viveiros
também coloca em suspensao elevadas quantidades de matéria organica (Brooks
et al., 1997). Por diversas razdes, mas principalmente por se dedicarem a
inumeras atividades, a maioria das estacdes de piscicultura ndo possuem viveiros
disponiveis para implantarem um processo de rodizio de selegao de fémeas, o
que minimizaria 0 manejo excessivo.

Neste sentido, deve ser mencionado que durante os arrastos em busca de
fémeas aptas, o estresse causado pode desencadear um processo de regressao
ovariana e atresia ovocitaria (Brooks et al., 1997). Este processo de degeneragao
ovocitaria afeta quali e quantitativamente a desova, podendo até mesmo inibir
completamente a reprodugéo (para revisao ler Schreck, 2010). Desta forma, a
indugdo a maturacdo ovariana, com a possibilidade de sincronizagcao deste
processo, traria a disposi¢cao do produtor um numero suficiente de fémeas aptas,
em um momento previsivel, o qual poderia ser determinado com antecedéncia
pelo estabelecimentos de técnicas e protocolos para esta finalidade.

Desta forma, com base no conhecimento fisiolégico e bioquimico disponivel
sobre a maturagéo dos ovocitos de teledsteos (para reviséo ler: Zohar & Mylonas,
2001; Nagahama & Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010; Mylonas et al., 2010),
uma alternativa para a antevisao segura do momento certo para a indugdo das

matrizes de pacu seria promover a sincronizagdo do processo de maturacao
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ovariana do plantel. Neste contexto, produtos comerciais, ja testados em
salmonideos, promovem a desova e a sincronizagao das fémeas. O Ovaplant®
(Syndel/ Canada - http://www.syndel.com) é um produto comercial no qual o
GnRH anédlogo ao do salmao (sGnRHa) é introduzido em um implante de
colesterol que propicia a liberagéo lenta e gradativa do horménio. De acordo com
o fabricante, nas espécies testadas (predominantemente salmonideos) é possivel
induzir e sincronizar a maturagao das fémeas e até mesmo controlar o reinicio da
maturacdo ovariana apos a desova (http://www.syndel.com - acessado:
20/01/2013).

A indugdo da gametogénese mediante estimulagdo hormonal também foi
obtida em outros grupos de peixes, como € o caso da Anguilla japonica com uso
cronico de hCG e extrato bruto de hipdfise de salmao (Kagawa et al., 2005). No
entanto, a indugdo antecipada e/ou tardia pode ser prejudicial a reproducao
(Gardes et al., 2000; Carral et al., 2003). Desta forma, o protocolo de induc¢do a
maturagcdo para uma determinada espécie provavelmente envolve diversas
etapas, sendo necessario preliminarmente avaliar a possibilidade de resposta da
espécie frente ao tratamento e posteriormente uma adequacgao da concentracéo

dos hormdnios empregados.

1.2. Técnicas convencionais de indugao hormonal

Existem varios tipos de substancias quimicas, principios ativos
diferenciados e extratos utilizados na indugao hormonal de teledésteos, no entanto
0 mais empregado e com maior aceitagao no Brasil € o EHC (Bock & Padovani,
2000; Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007). O método de hipofisagao foi
desenvolvido na década de trinta, tendo como um dos seus principais precursores
Rodolpho Von |hering (Von Ihering & Azevedo, 1936). Esta técnica foi
originalmente desenvolvida a partir da aplicagao de hipofise de peixes maduros, a
qual promove a retomada da meiose e a maturagéao final do ovécito (Von Ihering &
Azevedo, 1936; Nagahama & Yamashita, 2008; Mylonas et al., 2010).

No procedimento rotineiro de hipofisacao, as fémeas recebem duas doses
de EHC (0,5 e 5,0 mg/ kg) com intervalo de 10 a 12 horas (Cecarelli et al., 2000).

A eficacia deste método € comprovada em peixes reofilicos sul-americanos
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pertencentes as familias Anostomidae, Curimatidae e Prochilodontidae (Sato et
al., 2000; Sampaio & Sato, 2007). Em alguns casos, o intervalo entre a primeira e
a segunda dose é expandido para 24 ou até 31 horas (Brasil, 2001). Outra
variagao no processo de hipofisacdo € a aplicacdo de uma dose extra de EHC
(priming ou dose preparatéria). Neste método, as fémeas recebem uma dose de
EHC (0,25 mg/kg) 1 a 3 dias antes do tratamento convencional, que pode
melhorar o desempenho reprodutivo (Zaniboni-Filho & Barbosa, 1996). Existe
ainda a combinacgao de diferentes horménios, como o EHC associado ao GnRH
e/ou hCG ou até mesmo a combinacdo de diferentes fontes de extrato de
hipdfises (Silva-Filho 1981; Peter et al., 1988; Dumont-Neto et al., 1997).

A eficacia das associagdes € controversa e no caso do cachara,
Pseudoplatystoma fasciatum, o uso de hCG associado a EHC n&o promoveu
resultados favoraveis (Leonardo et al., 2004). Por outro lado, devido a dopamina
(DA) exercer uma agéo inibitéria sobre a liberacdo das gonadotrofinas (GtHs) em
teledsteos, um método de indugdo hormonal chamado “LinPe” foi desenvolvido
com base na combinagdo do GnRH com um antidopaminérgico (p. ex.
domperidona), o qual é atualmente amplamente utilizado na aquicultura (Dufour et
al., 2010).

Nos machos, os efeitos conhecidos da indugdo hormonal (p. ex.
hipofisagao) sao principalmente o aumento do volume de ejaculado e a inducéo a
espermiagdo (Mylonas & Zohar, 2001; Godinho, 2007; Zaniboni-Filho &
Weingartner, 2007; Mylonas et al., 2010).

1.3. Uso de implantes de liberagao lenta para reproducao

Muitas espécies de teledsteos requerem multiplas aplicagdes de horménio
para promover a maturacdo ovariana e ovulacdo de forma satisfatoria em
condi¢gdes de cultivo (Dabrowski et al., 1994; Mylonas et al., 1992; Pankhurst et
al., 1996; Slater et al., 1994). Contudo, a necessidade de multiplas aplicacbes
hormonais em peixes mantidos em ambientes artificiais (viveiros e gaiolas) exige
manejo excessivo (provocando estresse e morte de fémeas) e altos custos com

mao de obra, principalmente em espécies de grande porte (p. ex. atum) (Mylonas
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& Zohar, 2001, Mylonas et al., 2010). Desta forma, uma opgao para evitar estes
entraves € o uso de implantes de liberacgdo lenta.

Nas duas Uultimas décadas, foram desenvolvidos diversos tipos de
implantes para uso em espécies de teledsteos de interesse para a aquicultura
(Mylonas & Zohar, 2001). A matriz dos implantes pode ser de colesterol, espuma
vinilica acetinada, polimeros de acido latico-co-acido glicélico ou polianidridos do
acido sebacico com um dimero de acido graxo (Weil & Crim, 1983; Breton et al.,
1990; Chang et al., 1995; Mylonas et al., 1995, 1997a, 2007; Mylonas & Zohar,
2001; Barbaro et al., 2002;). Embora existam variagdes na matriz dos implantes, o
horménio empregado para indugdo da gametogénese, ovulagdo ou espermiagao
€ quase sempre o GnRHa (Mylonas et al., 2010). A preferéncia pelo GnRHa esta
associada a particularidades desta molécula, tais como: nao possuir carater
espécie-especifico como ocorre com o horménio luteinizante (Lh); apresentar alta
similaridade estrutural com os GnRHs enddgenos; apresentar reduzido potencial
para transmissdo de doencgas (por serem sintéticos), ao contrario de extrato de
hipdfise; e estimular a liberagdo dos GtHs enddgenos, pois agem sobre a hipdfise
(Le Gac et al., 1993; Weber et al., 1995; Cyr & Eales, 1996; Negatu et al., 1998;
Lethimonier et al., 2004, Mylonas & Zohar, 2001; Mylonas et al., 2010).

O primeiro implante desenvolvido e testado em teledsteo foi o GnRHa em
matriz de colesterol (Carolsfeld et al., 1988b; Crim et al., 1988; Sherwood et al.,
1988). O tempo de agéo deste tipo de implante pode variar de 1 a 5 semanas
(Crim et al., 1988; Mylonas & Zohar, 2001; Mylonas et al., 2010). Os implantes
podem ser classificados em “rapidos” (com <95% de colesterol) ou “lentos” (com
>95% de colesterol). Os rapidos liberaram 90% do horménio em 24 horas (in
vitro), e mantiveram os niveis de GnRHa elevados durante 2 dias (in vivo). Os
lentos liberaram apenas 20% do horménio nas primeiras 24 horas e mais 20%
nas 5 semanas seguintes (in vitro), e mantiveram os niveis de GnRHa elevados
durante 4 semanas (in vivo) (Carolsfeld et al., 1988b; Crim et al., 1988; Sherwood
et al., 1988).

O uso de implantes de liberacéo lenta de hormdnios tem sido amplamente
empregado e estudado em espécies de peixes de agua doce (Mylonas et al.,
1992, 1995) e marinhos (Mylonas et al., 1998a; Forniés et al., 2001; Mafanos et
al., 2002; Marino et al., 2003). Os implantes tém sido empregados em espécies

com desenvolvimento ovariano sincrdénico (Matsuyama et al., 1997; Mylonas &
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Zohar, 2001; Brzuska & Bialowas, 2002; Duncan et al., 2003) e assincronico
(Mylonas et al., 1997b, Morehead et al., 1998; Watanabe et al., 2003), incluindo o
atum, Thunnus thynnus (Mylonas et al., 2007). Na aquicultura, a principal
finalidade da administracdo de implantes de liberagdo lenta de GnRHa é a
estimulacdo da maturacéo ovariana (Mylonas & Zohar, 2001) por diversas formas.
No linguado Pseudopleuronectes americanus, o uso de implantes de GnRHa no
inicio da vitelogénese induziu a elevagao dos niveis de testosterona (T) e estradiol
(E2), assim como, o aumento do didmetro do ovdcitos e do indice gonadosomatico
(IGS) (Harmin et al., 1995). Em Chanos chanos, o multiplo tratamento com
implantes de GnRHa intensificou a vitelogénese e espermiogénese, antecipando
o periodo de desova em 2 meses (Lee et al., 1986). A combinacao do implante de
GnRHa com a domperidona (antagonista de dopamina) em Mugil cephalus, foi

capaz de intensificar o processo vitelogénico (Aizen et al., 2005).

1.4. Controle endécrino da reproducao

O ciclo reprodutivo dos teledsteos € controlado por um sistema enddécrino
guiado pelo eixo hipotalamo — hipdfise — gbnadas, que sintetiza e libera
horménios e neuromoduladores que atuam no processo reprodutivo (Nagahama &
Yamashita, 2008; Guerrero et al., 2009; Bobe & Labbé, 2010; Dufour et al., 2010;
Lubzens et al., 2010; Mylonas et al., 2010; Schulz et al., 2010; Zohar et al., 2010).
Neste processo, o desenvolvimento das gbnadas e a maturagao e liberacdo dos
gametas ocorrem em sincronia com fatores ambientais, tais como: variacdo do
fotoperiodo, temperatura, chuvas e outros (Tyler & Sumpter, 1996; Trudeau,
2006) (Figura 2).
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Fatores ambientais +/-

(p. ex. chuva, temperatura, fotoperiodo)

células
gonadotréficas somatotroficas
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€
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o
i
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gonadais

esteroidogénese
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Figura 2 — Esquema ilustrativo do controle neuroenddécrino da reprodugao pelo eixo hipotalamo —
hipéfise — gbnada em teledsteos. Horménio liberador de gonadotropinas (GnRH),
horménio foliculo estimulante (Fsh), horménio luteinizante (Lh), horménio do

crescimento (Gh), dopamina (DA), estradiol (E,) e vitelogenina (Vtg).

Dois dos principais “transdutores” endocrinos destas variagdes ambientais
sao o0 GnRH e a DA. O GnRH é considerado o maior indutor da secre¢ao das

GtHs, enquanto a dopamina parece controlar de maneira inibitéria as acbdes do
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GnRH (Dufour et al., 2010). As GtHs sao sintetizadas na hipofise e controlam a
reproducao. O hormdnio foliculo estimulante (Fsh ou GtH I) tem papel conhecido
sobre o controle e estimulagdo da gametogénese (vitelogénese e
espermatogénese) e o horménio luteinizante (Lh ou GtH Il) regula e promove a
maturacdo final dos ovocitos, ovulagdo e o processo de espermiagao (para
revisdo ler: Nagahama & Yamashita, 2008; Guerrero et al., 2009; Lubzens et al.,
2010; Mylonas et al., 2010; Schulz et al., 2010). Além das GtHs, o GhRH e DA
também atuam sobre a sintese e liberagdo do horménio do crescimento (Gh),
também hipofisario. Similar aos mamiferos, onde o Gh tem sido considerado
como uma “co-gonadotrofina”, em teledsteos este participa no eixo gonadotrofico
contribuindo na gametogénese e esteroidogénese (Chang & Wong, 2009).

A atuagdo do Fsh e do Lh sobre os ovarios se da predominantemente
sobre as células da teca e da granulosa, estimulando a sintese de T, E, e
progestagenos. Nos testiculos, as GtHs estimulam as células de Leydig a
produzirem andrégenos, mais especificamente a 11-cetotestosterona (11-KT), que
€ um dos principais esteroides da espermatogénese em teledsteos (para revisao
ler: Nagahama & Yamashita, 2008; Guerrero et al., 2009; Lubzens et al., 2010;
Mylonas et al., 2010; Schulz et al., 2010).

Além de possuir outras fungdes mais bem conhecidas relacionadas ao
crescimento (revisdo em Canosa et al., 2007), o Gh atua sobre a hipofise na
sintese e secrecdo de Fsh e Lh (Trudeau, 1997). Em carpa € conhecido que o Gh
atua sobre as células gonadotréficas hipofisarias como inibidor na liberagdo do
Lh, porém, indutor para expressdo do mesmo. Por outro lado, o Lh atua sobra as
células somatotropicas hipofisarias como um indutor da expressdo génica e
liberagéo do Gh (Wong et al., 2006).

Alguns estudos demonstraram o envolvimento do Gh com a reprodugéo.
Em estudo com salméo (Oncorhynchus masou; Bhandachi et al., 2003), foi
observado que o Gh apresentou alteracbes na expressdao génica e nas
concentragbes durante as estagdes, enquanto, em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss; Sumpter et al., 1991; Gomez et al., 1999) e salmao do Atlantico (Sa/mo
salar; Bjornsson et al.,, 1994) o Gh apresentou as maiores concentragdes, e/ou
expressao génica, principalmente nos estadios finais da maturagdo gonadal. Os
resultados destes estudos, em especial os que relacionaram o Gh com a
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maturacdo gonadal, sugerem uma possivel acdo moduladora dos esteroides
sobre o Gh.

De fato, corroborando uma possivel interagao entre os esteroides e o Gh, o
tratamento com E, teve uma acgao indutora nas concentragdes séricas do Gh em
kinguio (Carassius auratus; Canosa et al., 2002), tilapia (Oreochromis niloticus;
Malamed et al., 1995) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss; Holloway &
Leatherland, 1997). Ainda neste contexto, tratamentos com T e elevagbes nos
niveis de Gh também foram observados em C. auratus, porém, para este efeito foi
necessario a aromatizagdo do androgeno (Canosa et al. 2002). Por outro lado,
exemplos de salmao do Pacifico (O. kisutch) submetidos ao tratamento com os
androgenos T e 11-KT nao apresentaram elevagcdes no Gh (Larsen et al., 2004).
Desta forma, estes estudos indicam que o Gh pode sofrer influéncia dos
esteroides em sua sintese e liberagdo. Contudo, a influéncia parece ser
dependente de diversos fatores, dentre eles o tipo de esteroide. Além disto,
distintas espécies apresentam diferentes padrées de resposta, como nos estudos
com C. auratus e O. kisutch, que apresentaram respostas distintas em relacéo a

liberagdo do Gh ao serem tratados coma T.

1.5. Foliculogénese e maturagao ovariana

O pacu apresenta desenvolvimento ovocitario do tipo “sincrénico em grupo”
(Costa & Mateus, 2009), que se caracteriza pela presenca de pelo menos dois
lotes de ovdcitos (p. ex. pré-vitelogénico e vitelogénico) nos ovarios de fémeas
aptas a reprodugao (Wallace & Selman, 1981). As caracteristicas histoldgicas do
processo de maturagdo ovocitaria variam nas distintas espécies de teledsteos ja
descritos (presenga ou nao de gota de lipideo, tamanho e composigdo dos
granulos de vitelo, presenca e frequéncia e tamanho de alvéolos corticais e
outras). No entanto, a sequéncia dos acontecimentos, relacionados as divisdes
meiodticas e as fases de crescimento primario e secundario, apresenta um padrao
definido, salvo algumas particularidades.

Este processo tem inicio no momento da diferenciagdo da gbnada
indiferenciada em ovario ou testiculo, normalmente semanas apds o nascimento

(Devlin & Nagahama, 2002). O processo de diferenciagdo gonadal é
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extremamente complexo e envolve a ativacdo de diversos genes e fatores de
transcricdo especificos (Devlin & Nagahama, 2002; Manolakou et al., 2006;
Baroiller et al., 2009). O processo culmina com a diferenciacdo das células
germinativas primordiais (PGCs) em ovoglOnias. Processos similares e
concomitantes ocorrem com o0s componentes somaticos nas gbnadas
indiferenciadas. Nas ovogobnias (recém diferenciadas), mudangas estruturais
internas, seguidas de intensa proliferagao mitética, levam a formagao de ninhos
destas células. Nestes ninhos, algumas oogbnias se apresentam comprometidas
com a foliculogénese, as quais originam os ovocitos que iniciam a meiose
avangado na profase | até a fase de diploteno (Grier, 2000). Neste estagio, cada
ovocito (dipléteno) é envolvido por uma camada unica de células somaticas (pré-
foliculares) oriundas do epitélio germinativo que secretam uma lamina basal e
constituem o epitélio folicular. Sobre a lamina basal recém-sintetizada, células
pré-tecais dispdem-se ao seu redor e ddo origem o teca interna e externa. Assim,
0 ovaocito, o epitélio folicular, a lamina basal e a teca formam um foliculo ovariano
(Selman et al., 1993; Grier, 2000).

O periodo inicial de desenvolvimento ovocitario € denominado de
“crescimento primario”. Este processo parece ser independente das GtHs (Billard,
1992) e se caracteriza por aumento do volume do ovdcito e intensa sintese de
RNA e proteinas (Guraya, 1986; Lubzens et al., 2010) que serao responsaveis por
parte da producdo do vitelo nas fases subsequentes e pelo desenvolvimento
completo do ovacito (Luckenbach et al., 2008; Lubzens et al., 2010). No inicio da
fase de crescimento primario os ovocitos tém tamanho reduzido, citoplasma
escasso, nucleo grande (basdfilo) e nucléolo proeminente (fortemente basdfilo) e
sdo denominados como “cromatina-nucléolo” (Guraya, 1986). A fase de
crescimento primario parece ocorrer independentemente de estimulagao direta do
Fsh e Lh (Billard, 1992) e demarca o desenvolvimento do ovécito até antes do
inicio da fase vitelogénica (ou crescimento secundario).

Um dos eventos que marca o inicio do crescimento secundario do ovécito é
o surgimento de estruturas conhecidas como “alvéolos corticais”, que se localizam
frequentemente na regido periférica do ovdcito (Selman et al., 1993). Os alvéolos
corticais sao vesiculas de dimensdes variadas, que podem ser marcadas em
reacdes histoquimicas que revelam a presenca de carboidratos e proteinas

(Mandich et al., 2002; Lubzens et al., 2010). Os alvéolos corticais surgem
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proximos a membrana plasmatica do ovocito e aumentam gradativamente em
numero e tamanho concomitantemente ao crescimento do ovdcito, preenchendo o
ooplasma (Lubzens et al., 2010). O desenvolvimento e a transicao da fase de
crescimento primario para secundario estdo aparentemente associados ao Fsh,
uma vez que durante este periodo foi encontrado um aumento nos niveis deste
horménio (Santos et al., 2001; Swanson et al., 2003) e seus receptores
(Luckenbach et al., 2008).

O surgimento dos alvéolos corticais parece estar associado a uma
elevacdo nas concentracdes plasmaticas e hipofisarias de FSH e a uma elevacéao
nos niveis plasmaticos de E, (Campbell et al., 2006). Além disso, andrégenos
(como o 11-KT) (Rohr et al., 2001), o fator de transformacéo do crescimento beta
(TgfB) e proteinas envolvidas no sequestro de lipideos também podem estar
envolvidos neste processo (Luckenbach et al., 2008). Nesta etapa, se encontram
proteinas envolvidas no sequestro de lipideos indica que esta préximo o inicio do
processo de vitelogénese, que é marcado pelo surpreendente crescimento do
ovocito devido a incorporacado de vitelogenina (Vtg) que sao clivadas em vitelo
(Patino et al., 2002).

A vitelogénese € uma fase bastante importante para a geragdo de ovocitos
de qualidade, pois envolve o periodo de acumulo de nutrientes que serao
utilizados durante o desenvolvimento do embrido (Kayaba et al., 2001). Durante
a vitelogénese dos teledsteos, o FSH secretado pela hipdfise atinge a corrente
sanguinea chegando até as células da granulosa, que sé&o entdo estimuladas a
secretar o E,, Este,via corrente sanguinea, atinge e estimula as células hepaticas
a produzirem e secretarem as Vitgs, que chegam aos ovdcitos via circulacao
sanguinea e sao incorporados (Matsubara & Sawano, 1995; Nagahama &
Yamashita, 2008). As Vtgs sao fosfolipoglicoprotéinas de alto peso molecular que
quando absorvidas pelos ovdcitos, via receptores, sao clivadas proteoliticamente
em proteinas menores para a formagao do vitelo (Sire et al., 1994; Jalabert,
2005).

Apds a conclusdao da vitelogénese ocorre uma reducdo na atividade
ovariana e os ovarios sao classificados como em “periodo de dorméncia”. A
duracado deste periodo é espécie-especifica e também pode depender das
condigbes de cultivo (Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007). Em ambiente de

cultivo, estes ovadcitos vitelogénicos completos entram em processo de atresia
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folicular, caracterizando o final da estacdo de desova (Leonardo et al., 2006;
Krysko et al., 2008). Durante o processo de atresia e reabsor¢do dos foliculos
ovarianos em teledsteos ocorrem alteragées marcantes na morfologia do ovdcito
e das células foliculares (Lubzens et al., 2010), como a desintegracéo do nucleo e
organelas. Nesta etapa, os ovocitos comegam a apresentar redugdo em seu
didametro e irregularidades no formato (p. ex. invaginagdes) (Leonardo et al.,
2006).

1.6. Estrutura testicular e espermatogénese em teleésteos

Os testiculos dos teledsteos possuem estrutura organizacional basica
semelhante a dos vertebrados (Schulz et al., 2010) e apresentam as fungdes
enddcrina e gametogénica (Pudney, 1995). Os testiculos sdo compostos por dois
compartimentos, o intersticial e o germinativo (Koulish et al., 2002). O primeiro é
formado pelas células de Leydig (esteroidogénicas), tecido conjuntivo e vasos
sanguineos; o segundo pelas células germinativas (espermatogonias,
espermatoécitos, espermatides e espermatozoides), células peritubulares midides,
e células de Sertoli (Grier, 1981; Grier & Taylor, 1998; Parenti & Grier, 2004;
Almeida et al., 2008; Nbébrega et al., 2009; Schulz et al., 2010).

De maneira geral, o compartimento germinativo dos testiculos dos
teledsteos pode ser classificado em “tubular anastomosado” ou “lobular” (Parenti
& Grier, 2004). O “tubular anastomosado” é caracterizado por apresentar tubulos
ramificados que se interconectam e se anastomosam desde a regido testicular
periférica até o ducto testicular principal. O “lobular” é caracterizado por
apresentar estruturas digitiformes, que partem do ducto principal e terminam em
fundo cego na periferia do testiculo, formando um Iébulo.

Em ambos os tipos de compartimentos germinativos, as espermatogdnias
podem estar distribuidas ao longo de toda a extensdo ou estarem préximas a
porcao distal, proximas a tunica albuginea. No primeiro caso, os testiculos sao
classificados como  “espermatogonial irrestrito”, no segundo como
“‘espermatogonial restrito”. Deve se destacar que o tipo espermatogonial restrito
que so foi observado em teledsteos pertencentes ao grupo atherinomorpha (Grier,

1981, 1993). Desta forma, os testiculos dos teledsteos da ordem dos
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Characiformes (que inclui o pacu) sdo normalmente do tipo: “tubular
anastomosado irrestrito” (Grier, 1993).

Apesar dos distintos padrées morfolégicos testiculares citados, a
espermatogénese € um processo altamente conservado, complexo e coordenado
que transforma uma célula germinativa diploide em gametas haploides (Leal et al.,
2009; Nobrega et al., 2009; Schulz, et al., 2005, 2010). Nos teledsteos e anuros
este processo ocorre no interior de estruturas denominadas espermatocistos,
formados por projecdes (prolongamentos) de células de Sertoli que circundam as
células germinativas (Pudney, 1993; 1995; Schulz et al., 2010). Interconectadas
por junc¢des oclusivas, adesivas e comunicantes, as células de Sertoli formam
uma barreira fisica e funcional que atua sobre o desenvolvimento em grupo
sincronico das espermatogénias (Batlouni et al., 2005, 2009).

O desenvolvimento da espermatogénese em peixes pode ser dividido em
trés fases: proliferativa ou espermatogonial; meidtica ou espermatocitaria; e de
diferenciagcdo ou espermiogénese (Schulz & Miura, 2002; Nobrega et al., 2009;
Schulz et al., 2010). De forma resumida, durante a fase espermatogonial as
espermatogébnias tipo A “indiferenciadas” proliferam por mitose e se localizam
preferencialmente préximas a tunica albuginea e intersticio. Dentre estas
espermatogbnias, algumas se diferenciam em espermatogbnias tipo A
“diferenciadas” que, por sua vez, passam por novas divisdes, dando origem as
espermatogbnias secundarias ou do tipo B. Estas, depois de um determinado
numero (espécie-especifica) de divisbes mitdticas, diferenciam-se em
espermatécitos primarios, os quais iniciam a fase meidtica ou espermatocitaria
(Schulz & Miura, 2002; Schulz et al., 2005; Lacerda et al., 2006, 2012; Nébrega et
al., 2010).

Na fase espermatocitaria, espermatdcitos primarios duplicam o seu
material genético durante a fase S da interfase e iniciam a profase meidtica
apresentando uma quantidade 2N de cromossomos e 4c de DNA. Durante a
profase da primeira divisdo meidtica, distintas subfases (pré-leptéteno,
leptéteno/zigéteno, paquiteno, dipldteno e diacinese) sdo descritas de acordo com
0 processo de condensacgado de DNA e pareamento dos cromossomos homdlogos
(Pudney, 1995). Ao final da préfase | ocorrem as fases de metafase, anafase e
telofase e cada espermatdcito primario gera dois espermatocitos secundarios com

quantidade N de cromossomos, porém estas ainda apresentam quantidade 2c¢ de
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DNA. Além de mudancas nucleares, mudancgas citoplasmaticas como redug¢ao no
volume e reducéo de organelas também sdo frequentemente observadas (Grier,
1993; Schulz et al., 2005; Leal et al., 2009). Os espermatécitos secundarios
iniciam a segunda divisdo meiodtica que € mais rapida que a primeira e nao
envolve pareamento de cromossomos homologos. Estas células passam pelas
fases de proéfase I, metafase Il, anafase |l e teléfase Il e, apds a separagcido das
cromatides irmas, formam células que contém quantidade N de cromossomos e ¢
de DNA (portanto haploides) e s&o chamadas de espermatides. Uma
particularidade das divisbes meidticas | e Il € que as telofases | e |l apresentam
citocinese incompleta e as células resultantes permanecem unidas por pontes
intercelulares (Schulz et al., 2010), o que contribui para que estas células formem
um sincicio e se desenvolvam de forma sincronizada até a formacgdo dos
espermatozoides. As jungdes celulares também tém papel importante neste
processo (Batlouni et al., 2005, 2009).

As espermatides recém formadas passam por um processo denominado de
espermiogénese, que envolve transformagdes no citoplasma e nucleo que
culminam na formacgéo dos espermatozoides (Schulz et al., 2010). O processo é
bastante complexo e varia muito entre teledsteos (uma vez que diversos tipos
morfolégicos distintos sdao encontrados), até mesmo dentro de uma mesma
ordem, como no caso dos Osteoglossiformes (Burns et al., 2009). De forma
sumarizada, a diferenciacdo das espermatides em espermatozoides envolve
eventos sequenciais, tais como: condensagdo gradativa da cromatina e
compactagao do nucleo, formacdo de um complexo centriolar (onde o centriolo
proximal ancora a estrutura proximo a base do nucleo e o centriolo distal origina o
flagelo), formagao de uma fossa nuclear (que € uma depressao no nucleo onde se
aloja o complexo centriolar), rotagcado do nucleo (que ocorre em algumas espécies
e tipos de espermatozoides) e formacao de um canal citoplasmatico (que € um
deslocamento da porcédo do citoplasma em direcdo ao nucleo, no local onde se
forma a fossa nuclear) (Pudney, 1995). Ao término do processo, 0s
espermatozoides dos teledsteos apresentam diversos tamanhos e formas. Mas,
normalmente, encontra-se uma cabeca com formato arredondado ou alongado
(em geral, a cabega do espermatozoide é desprovida de acrossomo); o
citoplasma e nucleo sao reduzidos quando comparados com as espermatides; o

flagelo desenvolvido normalmente é formado por um axonema do tipo 9 +2 e pode
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apresentar-se duplicado e /ou envolvido por projecdes laterais de citoplasma que
formam abas; a pequena porcdo de citoplasma, localizada na porgdo onde se
insere o flagelo, abriga normalmente um pequeno numero de mitocéndrias (que
varia de acordo com as espécies). Ao final da espermiogénese, podemos
destacar também o rompimento das pontes intracelulares (Romagosa &
Narahara, 2001; Batlouni et al., 2005). Ap6s o rompimento dos cistos, o0s
espermatozoides sao liberados para o Ilumen dos tubulos ou I6bulos e
permanecem ai estocados. Em alguns casos, estes sdo estocados em ductos
eferentes, ductos principais e/ou em vesiculas seminais (Romagosa et al., 1993;
Schulz & Miura, 2002).

1.7. Qualidade do sémen e sua avaliacao

De forma genérica, as disfuncdbes no processo de espermiacdao de
teleésteos mantidos em ambiente de cultivo sdo de menor gravidade em
comparagao com aquelas do processo de ovulagdo, mas ainda assim necessitam
de atencao especial (Mylonas & Zohar, 2001; 2007; Mylonas et al., 2010). Dentre
as disfungdes, podemos listar a liberagdo de sémen em quantidade insuficiente
(Suquet et al.,, 1992; Clear-water & Crim, 1998), a auséncia completa de
espermiacgao (Berlinsky et al., 1997), a viscosidade do sémen (que quando muito
viscoso pode nao dispersar em agua ou diluentes) (Mylonas et al., 1998b) e
outros. Contudo, a maioria dos tratamentos hormonais, tais como o uso de GtHs
exdégenas e GnRHa em conjunto ou ndo com a domperidona, tém propiciado
resultados satisfatérios na indugao a espermiagao (Mylonas & Zohar, 2001; Alavi
et al., 2008).

Diversos fatores podem afetar a qualidade do sémen dos teledsteos, tais
como: estresse, nutricdo, fotoperiodo, salinidade, temperatura, material genético e
até mesmo diversos aspectos da indugdo hormonal (revisto por Bobe & Labbé,
2010). Neste contexto, durante a estacdo reprodutiva podem ocorrer variagdes
em diversos paradmetros do sémen que terminam por interferir na qualidade do
mesmo. Estas oscilagbes ja foram detectadas em diversos tele6steos marinhos e
de agua doce (Wang & Crim, 1997; Mylonas et al., 2003; Babiak et al., 2006;
Cabrita et al., 2006; Sahin6z et al., 2007; Bluyukhatipoglu & Holtz , 1984; Kruger
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et al., 1984; Koldras et al., 1996; Luz et al., 2001; Alavi & Cosson, 2006) e até
mesmo em peixes hormonalmente revertidos em machos (Nynca et al., 2012).

A avaliagdo da qualidade do sémen e espermatozoides € um processo
dificil de ser realizado (Kjorsvik et al., 1990) e as principais variaveis
consideradas, s&o: o0 volume, a concentracdo de espermatozoides, a
osmolaridade, o pH, os ions do plasma seminal, a motilidade (numero de células
moveis) e a morfologia (Rurangwa et al., 2004). Dentre estes, a motilidade e o
tempo de motilidade sdo considerados os principais parametros, pois podem estar
diretamente relacionados com a capacidade de fertilizagdo (Alavi & Cosson,
2005). Cabe ressaltar, que, além de se conhecer as caracteristicas seminais, a
morfologia dos espermatozoides também se faz importante para o estudo basico
da biologia reprodutiva e para a produgao de qualquer espécie ictica (Lahnsteiner,
2000).

Outra forma de avaliar a qualidade do espermatozoide é o teste de
viabilidade, onde o porcentual de espermatozoides vivos e mortos é estimado
baseado na integridade da sua membrana celular. O principio desta técnica é que
espermatozoides mortos perdem a funcionalidade de sua membrana celular
(barreira seletiva) e se tornam permeaveis aos corantes eosina e nigrosina
(Swanson & Bearden, 1951). Ademais, em animais aquaticos, danos ao DNA tém
sido associados com diminuicdo do crescimento, desenvolvimento anormal e
sobrevivéncia reduzida de embrides, larvas e adultos (Lee & Steinert, 2003).
Estudos recentes tém mostrado que a baixa qualidade de desova (baixa taxa de
fecundagao) em reprodutores de Solea senegalensis pode estar relacionada a ma
(e altamente variavel) qualidade do sémen (Cabrita et al., 2006; Beirao et al.,
2008; Martinez-Pastor et al., 2008).

O ensaio cometa € o método mais comumente utilizado para se avaliar a
integridade do DNA em teledsteos (Bobe & Labbé, 2010). Este método baseia-se
na capacidade e velocidade com que o DNA migra pelos poros do gel de agarose
durante a eletroforese. E sabido que; durante a eletroforese, as moléculas (no
caso o DNA) com diferente peso molecular apresentam diferente velocidade e
capacidade de migracao pelo gel de agarose. Desta forma, esta técnica detecta
quebras de filamentos de DNA e sitios alcali-labeis através da mensuracao
fornecem o padrdo de migragdo do DNA a partir do DNA nuclear imobilizado

(revisdo em Lee & Steinert, 2003). Esta detecgédo pode ser realizada por analises

Caunesp 27



Doutorando Rafael Yutaka Kuradomi Orientador — Fausto Foresti

de imagem, que fornecem informagdes sobre a extensdo de rupturas dos
filamentos da molécula de DNA (Perez-Cerezales et al., 2009), partindo se do
principio de que uma célula com maior dano em seu DNA (fragmentacgao) tera um
perfil de migragdo mais heterogéneo, formando uma figura que se assemelha a
um cometa. Portanto, quanto mais danificado o DNA, maior sera a cauda do
cometa, enquanto nucleos com DNA intacto mostram um formato redondo
homogéneo (Labbe et al., 2001).

Danos no DNA e consequentemente redugcdo no sucesso da reprodugao
foram correlacionadas com concentragdes crescentes de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em espermatozoides de carpa (Cyprinus carpio; Zhou et al.,
2006). Também ¢é estabelecido que o processo de respiragcao celular gera EROs
(Kowaltowski et al., 2009). Desta forma, é provavel que quanto mais tempo os
espermatozoides permanecam estocados nos testiculos, maior € a concentragao
de EROs e consecutivamente os efeitos (p. ex. danos no DNA) de suas acgdes.

Em teledsteos, os espermatozoides podem permanecer estocados por
longos periodos, uma vez que 0S mesmos comegam a ser produzidos meses
antes do periodo reprodutivo (Grier e Taylor, 1998; Brown-Peterson et al., 2002;
Batlouni et al., 2006). Neste contexto, a reespermiagdo (espermiar um macho
mais de uma vez por periodo reprodutivo) pode ser uma interessante alternativa
para eliminar espermatozoides “velhos” e propiciar a coleta de espermatozoides
“novos” (teoricamente de melhor qualidade) algumas semanas apds a primeira
espermiagado. Este processo ja teve sua aplicabilidade demonstrada em trutas
(Hajirezaee et al., 2009; Heyrati et al., 2010), de modo que a reespermiagao pode
ser uma alternativa para minimizar os efeitos danosos dos longos periodos de
estocagem de espermatozoides. Ainda neste contexto, em espécies reofilicas
como o pacu, machos em maturacgao inicial, média ou tardia (e até mesmo em
regressao) sao capazes de fornecer sémen (Nébrega et al., 2009). Portanto a
reespermiagao, nestes casos, pode ser utilizada como ferramenta para evitar o

uso de sémen de qualidade heterogénea e de ma qualidade.
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2. JUSTIFICATIVAS

Apesar de ser uma das espécies de maior importancia comercial para a
aquicultura no pais, na ultima década o pacu tem apresentado resultados
insatisfatérios no que se refere a sua reprodu¢éao em ambiente de cultivo. Esta
espeécie ja tem, por si sO, a caracteristica marcante de exigir habilidade e
experiéncia do produtor na escolha de reprodutores realmente aptos a indugéo
hormonal. Além disso, trata-se de umas das espécies mais exigentes com relagao
ao manejo correto dos reprodutores em fatores como a qualidade da agua, o
arragoamento, a densidade de estocagem e o manejo adequado dos viveiros.

Neste sentido, aliada as exigéncias naturais da espécie, a falta de sincronia
no processo de maturagdo ovariana das matrizes de um mesmo lote tem
ocasionado dificuldades ainda maiores na reprodugao e producédo de alevinos
desta espécie. A assincronia do plantel torna mais dificil a escolha certa das
matrizes “aptas” para a indugcdo hormonal, além de exigir do produtor a
manutengdo de um numero grande de exemplares e manejo excessivo. Estes
fatores podem acarretar enormes prejuizos financeiros, reduzindo o numero de
alevinos produzidos por fémea (ja que muitas vezes, muitas ndao desovam),
exigindo gastos excessivos com mao de obra, provocando desperdicio de
horménios e perda de matrizes (que frequentemente morrem quando nao
desovam). Desta forma, a presente proposta traz uma alternativa para melhorar o
quadro atual da reproducao induzida desta espécie, propondo a utilizagdo de um
protocolo de estimulagdo da maturacdo ovariana de matrizes através do uso de
implantes de sGnRHa.

De forma complementar a estudos sobre a formagdo de gametas de
qualidade em fémeas, se faz necessario o conhecimento da qualidade do sémen
e a busca por estratégias para obté-lo, como forma de garantir a producédo de
ovos, larvas e alevinos de qualidade. Além disso, estudos nesta vertente podem
ser potencialmente uteis para subsidiar estudos de protocolos de fertilizacédo e
auxiliar no desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao melhoramento animal,
bem como em propostas de aplicacdo de biotecnologia de sémen, tais como o

resfriamento e a criopreservagao.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de induzir o processo
sincronizado de maturacio ovariana num plantel de matrizes de pacu por meio de
uso de implantes de liberacdo lenta de sGnRHa. Além disso, avaliamos as
variagdes nas caracteristicas da qualidade do sémen e dos espermatozoides dos
reprodutores de pacu ao longo do ciclo reprodutivo, bem como a possibilidade de
reespermiagao. A expressdo génica de gh e gonadotrofinas, bem como as
concentragbes plasmaticas de esteroides gonadais foram determinadas em
distintos periodos ao longo do periodo experimental e entre grupos experimentais

como ferramentas auxiliares para a interpretacéo dos resultados obtidos.

3.1 Objetivos especificos:

. Comparar fémeas do grupo das tratadas e o grupo de animais
controle no dia “0”, 21, 35 e 115 dias apds a introdu¢cdo dos implantes, os
aspectos externos indicativos do grau de maturagdo, tais como: dilatagédo
abdominal, rigidez ou maciez abdominal e grau de coloragédo da papila urogenital.

. Avaliar o estadio de desenvolvimento gonadal dos reprodutores por
meio do indice gbnado-somatico, caracteristicas macroscopicas e histologicas
das gbnadas.

. Determinar as concentracdes plasmaticos dos esteroides gonadais
(11-KT, T, E> e 17a0-OHP (17a—hidroxiprogesterona)) dos reprodutores, sendo que
nos machos foi determinado antes e apds a indugéao hormonal.

. Avaliar as hipoéfises dos reprodutores para determinagao dos niveis
de expressao génica de gh, fshb e Ihb.

. Determinar as caracteristicas seminais, tais como: o volume
espermiado, ions e proteina total do plasma seminal, osmolaridade, densidade
espermatica, motilidade espermatica, tempo de motilidade, indices de
sobrevivéncia, e alteragcbes morfolégicas dos espermatozoides e avaliagdo da
qualidade do DNA.

. Testar a possibilidade de reespermiar os animais apds 35 dias da

primeira espermiacao, e determinar as suas caracteristicas seminais.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de implantes de analogo
do horménio liberador de gonadotrofina do salmdo (sGnRHa) para induzir o
processo de maturagdo ovariana em fémeas de pacu, P. mesopotamicus. Para
isto, durante o periodo de vitelogénese (no dia 25/10/2010), 9 fémeas receberam
um implante de 150ug de sGnRHa e 9 fémeas foram mantidas como controle. As
fémeas foram avaliadas comparativamente 21, 35 e 115 dias apds a introducgao
dos implantes (dci) quanto ao desenvolvimento ovariano, por meio de analises
macroscopicas, histologicas, concentragdo de esteroides gonadais (17a-
hidroxiprogesterona (17a-OHP), 17@-estradiol (E;), testosterona (T) e 11-
cetotestosterona (11-KT)) e expressédo génica do subunidade beta do hormédnio
foliculo estimulante (fshb), subunidade beta do horménio luteinizante (lhb) e do
horménio do crescimento (gh). Observamos as principais diferengas entre os
grupos aos 35 dci (durante o periodo de desova), quando o percentual de fémeas
tratadas (77,5%) com abdémen pouco macio ou macio foi superior ao dos
controles (50%) e o percentual de fémeas tratadas (60%) em maturagdo
avangada (por classificagdo histoldgica) foi superior ao dos controles (20%). No
mesmo periodo (35 dci), a expressédo relativa dos genes /hb e fshb estava
respectivamente aumentada e reduzida nas fémeas tratadas e controles, porém,
nao houve diferengcas em relagdo ao gh e nas concentracdes dos esteroides
analisados. Assim, pela analise conjunta dos dados, observamos que o uso de
implantes de sGnRHa pode elevar, em até 40%, o percentual de fémeas de pacu
aptas a indugdo hormonal na época de desova. Os resultados inéditos obtidos
abrem um grande leque de oportunidades para uso desta técnica para propiciar
maior previsibilidade na época de desova e incrementar, sob diversos aspectos, o

desempenho reprodutivo de peixes reofilicos sul-americanos de desova total.

Palavras-chave: pacu, sincronizagado, maturagao ovariana, sGnRHa, implante.
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Abstract

The aim of this research was to evaluate the effect of salmon gonadotropin
releasing hormone analog (sGnRHa) implants seeking to promote synchronization
of ovarian maturation in pacu, P. mesopotamicus. For this purpose, during the
vitelogénesis period (10/25/2010), 9 pacu female received 150ug of sGnRHa
implants and another 9 females were taken as control. The ovarian maturation
was evaluated by macroscopic and histological analysis, also, plasma gonadal
steroids concentration and pituitary follicle-stimulating hormone beta subunit
(fshb), luteinizing hormone beta subunit (Ihb) and growth hormone (gh) gene
expression were comparatively evaluated at 21, 35 and 115 days after introduction
of implants (dci). We noted the major differences between the groups at 35 dci,
during spawning season, the frequency of treated females with little softy or softy
belly (77.5%) was higher than control’s (50%). This observation was supported by
histological analysis that revealed a superior percentage of females in late
maturation in the treated (60%) than control group (20%). Furthermore, in the
same period (35 dci), the expressions of /hb and fshb genes were respectively up
and down regulated in the treated females compared to controls, but, no
significant differences to gh and in steroid hormones analyzed were found. Thus,
we observe by combining analysis of the data that the use of sGnRHa implants
increased, in 40%, the percentage of pacu female suitable for hormonal induction
in the spawning season. The unpublished results achieved opens up a broad
range of opportunities for the using of this technique to provide more predictability
in the spawning season and increasing in several respects, the reproductive

performance of total spawner South American rheophilic fish.

Key words: pacu, synchronization, ovarian maturation, sGnRHa, implants.

Caunesp 33



Doutorando Rafael Yutaka Kuradomi Orientador — Fausto Foresti

1. Introducgao

O pacu é uma espécie reofilica (migradora) com grande importancia na
aquicultura, que apresenta ciclo reprodutivo sazonal e desova total (revisto em
Zaniboni-Filho e Weingart, 2007). A desova ocorre nos meses de novembro a
janeiro e o processo de maturagcdo das gbnadas se torna mais evidente entre os
meses de setembro e outubro, atingindo estadios mais avangados de maturagao
entre os meses de outubro e janeiro (Lima et al., 1991; Romagosa et al., 1993)

Em condicdes de cultivo, a desova dos peixes reofilicos sul-americanos s6
pode ser obtida mediante indu¢cdo hormonal (Zaniboni-Filho e Weingart, 2007).
No caso do pacu, ja foram realizados com o uso de diversos tipos de hormdnios,
tais como: o hCG (gonadotrofina coribnica humana) (Romagosa et al., 1990),
GnRH (horménio liberador de gonadotrofina) (antigo “LHRH”) (Carolsfeld et al.,
1988) e extrato bruto de hipdfise de carpa (EHC) (Bock e Padovani, 2000;
Godinho e Godinho, 1986). No entanto, apesar da técnica de indugdo hormonal
estar sendo usada ao longo de décadas, irregularidades e deficiéncias ainda séo
muito frequentes no processo de producado de alevinos de teledsteos reofilicos
sul-americanos (Criscuolo-Urbinati et al., 2012; Hainfellner et al., 2012a, 2012b).
Neste contexto, devemos ressaltar que o pacu apresenta um elevado grau de
assincronia no processo de maturacado ovariana entre as fémeas de um mesmo
lote. A frequéncia de fémeas com abdémen duro e sem papila hemorragica
(consideradas imaturas) € muito frequente nas triagens para selecédo de fémeas
aptas para inducdo hormonal no momento da desova. Além disso, falhas na
ovulagao ocorrem mesmo em fémeas consideradas “aptas” (ventre abaulado e
com papila hemorragica), mas as razdes para tal tém sido praticamente
inexploradas. Investigagbes recentes revelaram que estas falhas podem estar
centradas no processo de ovulagdo, uma vez que a fase anterior a esta, que
envolve a migragdo e quebra da vesicula germinativa (do termo em inglés
“germinal vesicle breakdown — GVBD”), ocorre normalmente mesmo em fémeas
que nao ovulam (Criscuolo-Urbinati et al., 2012).

Dentre inumeras outras causas para as irregularidades mencionadas,
numa primeira analise, a existéncia de assincronia no estadio de maturagdo das

fémeas provoca um manejo excessivo até que peixes “aptos” sejam encontrados.
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E sabido que o estresse de manejo pode induzir apoptose (atresia) dos odcitos
nas fémeas, reduzindo a qualidade dos gametas e/ou mesmo inibindo a
reproducao (Bobe e Labbé, 2010; Brooks et al., 1997; Campbell et al., 1992,
1994; Schreck, 2010). Além disso, independentemente de um possivel stress de
manejo, fémeas consideradas aptas, apresentando abdémen macio e abaulado e
papila hemorragica, muitas vezes ndo ovulam quando submetidas a tratamentos
hormonais convencionais (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Assim, o controle da
maturagao ovariana e a possibilidade de sincronizagdo deste processo € uma
ferramenta importante para evitar o manejo excessivo e incrementar a reprodugéo
induzida de fémeas de um mesmo lote e pode ser obtida por meio do uso
implantes de GnRH (Carral et al., 2003; Gardes et al., 2000).

O uso de implantes de liberagao lenta de GnRH vem sendo estudado e
avaliado em diversas espécies de teledsteos (Marino et al., 2003; Mylonas et al.,
1992, 1998, 2003), como por exemplo em espécies marinhas de dificil manejo
como o atum, Thunnus thynnus, (Mylonas et al., 2007). Além disso, alguns
produtos comerciais, ja testados em salmonideos, como por exemplo, o
Ovaplant® (Syndel, Qualicum Beach, BC, CA), permitem prever, antecipar e
incrementar a desova. Neste contexto, o uso de Implantes de GhnRHa promoveu a
antecipag¢ao do periodo de desova em torno de 2 meses do “milkfish”, Chanos
chanos, (Lee et al.,, 1986) e quando combinado a domperidona (antagonista de
dopamina) intensificou o processo vitelogénico do curima, Mugil cephalus ( Aizen
et al., 2005).

Os efeitos do implante de GnRH sobre a maturacdo ovariana dos
teledsteos séo precedidos por alteragdes em diversos niveis do eixo hipotalamo -
hipdfise - gbnadas. Assim, implantes de GnRHa, aplicados em “winter flounder”,
Pseudopleuronectes americanus, no inicio da vitelogénese, induziram a elevacao
das concentragdes de testosterona (T) e estradiol (E2) com o concomitante
aumento do didmetro do odcitos e do indice gonadosomatico (IGS) (Harmin et al.,
1995). A aplicagao de implantes de liberagdo lenta de GnRHa pode induzir
elevagdes de mRNA do gene do receptor de GnRH, fshb e Ihb na hipdfise, assim
como dos niveis plasmaticos de Lh, e horménios esteroides (Mylonas e Zohar,
2007). Alem disso, o GnRH também atua sobre a sintese e liberagdo do hormonio
do crescimento (Gh), que pode ser considerado como uma “co-gonadotrofina” em

teledsteos, participando sobre o eixo gonadotréfico, contribuindo na
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gametogénese e esteroidogénese (Chang e Wong, 2009). Podendo o Gh também
atuar, juntamente com o E,, na indugéo da sintese da vitelogenina (Vtg) no figado
(Mosconi et al., 2002).

A possibilidade de antever, e com precisdo, o momento da desova facilita e
permite que os produtores tenham capacidade de se organizar melhor, mas
principalmente elaborar com maior antecedéncia e seguranga as proximas fases
no processo de produgao de alevinos, que sao larvicultura e alevinagem. Muitas
vezes, 0s viveiros sao preparados e adubados, porém as matrizes nao estao
aptas ou nao respondem satisfatoriamente aos tratamentos hormonais. Assim,
neste estudo avaliamos o uso de pellets de liberagdo lenta de sGnRHa para
induzir o processo de maturagao ovariana do pacu. Nosso objetivo foi conhecer,
de forma pioneira em teledsteos migradores sul americana de desova total, o
efeito do uso deste tipo de tratamento e avaliar se 0 mesmo pode promover a

inducéo do processo de maturagao ovariana em um plantel de fémeas.

2. Material e Métodos

2.1. Manutengéo, implantes de sGnRHa e coletas

Fémeas microchipadas (AnimallTAG® - Korth RFID Ltda, Sao Carlos, SP)
de aproximadamente 4 anos de idade foram mantidas em viveiros escavados de
200m* em uma densidade de 0,25 peixe-m™ no Centro de Aquicultura da Unesp —

CAUNESP (Jaboticabal, SP). As fémeas foram obtidas por meio de desova

induzida. O viveiro foi abastecido com uma vazao constante de agua (=20 L/min).

Andlises fisicas e quimicas da agua foram realizadas quinzenalmente (oxigénio
dissolvido, temperatura, pH, condutividade, e aménia total). As concentragbes de
oxigénio, condutividade e temperatura foram determinadas com um oximetros YSI
modelo 55 YSI e com uma sonda multiparametros modelo 63 (Yellow Spring
Instruments, Yellow Springs, OH, USA). A concentragdo de N-Ammonia foi
determinada de acordo com o método de Soldérzano (1969). Os peixes foram
arragoados com ragao comercial (Guabi, Campinas, SP, BR — composto por

32,0% proteina bruta, 6,5% extrato etéreo, 10,0% cinzas e 7,0% matéria fibrosa) 2
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vezes ao dia ad libitum. Os animais foram utilizados (e quando necessario
eutanasiados) de acordo com as normas da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/Unesp
(Jaboticabal, SP, BR).

No dia 25/10/2010 — (“dia 0”), para compor o grupo tratado, 9 fémeas
aleatoriamente capturadas foram injetadas com um implante de sGnRHa (analogo
do horménio liberador de gonadotrofina do salmao/ Ovaplant® - Syndel, Qualicum
Beach, BC, CA), na dosagem de 150 g, com aplicador RALGUN® (Syndel,
Qualicum Beach, BC, CA). Outras 9 fémeas receberam apenas uma injegdo de
solugdo salina no mesmo local de inje¢cdo do tratamento para compor o grupo
controle.

No “dia 0” (n=9 por grupo), 21 dias com o implante (dci), (n=4 por grupo),
35 dci (n=7 por grupo) e 115 dci (n=3 por grupo) os peixes foram anestesiados
com benzocaina (0,1g:1™"), pesados (kg) (massa total — Wr) e fotografados. O
numero amostral variou entre coletas, pois determinamos que a rede de despesca
seria passada no maximo 2 vezes nos viveiros e o numero amostral seria o que
fosse obtido com este esfor¢co. Esta medida foi tomada para que o esforco para a
captura dos animais fosse igual entre as amostras evitando que diferentes niveis
de estresse pudessem interferir nos resultados. De cada imagem digitalizada
foram tomadas as seguintes medidas métricas (cm): Comprimento padrao (Ls) -
comprimento da margem anterior da cabega até a margem posterior do corpo
(insergéo da nadadeira caudal) e largura do abdémen (W,) - distdncia maxima do
ventre transversal ao eixo do corpo. As medidas foram tomadas utilizando-se o
software livre IMAGE J (E.U. National Institute of Health, http://rsb.info.nih.govi/ij/),
onde cada medida foi tomada em triplicata e a média das mesmas utilizada para
as analises.

De posse destes dados também foi estimado o indice Wa/Ls — Largura do
abdémen/comprimento padrdo. Além disso, a consisténcia do abdémen e a
coloragdo da papila foram avaliadas por meios visuais e tateis, sendo a
consisténcia abdominal classificada como: dura (D), pouco macia (P) ou macia
(M); ja a papila como: ndao-hemorragica (N), hemorragica (H) ou extremamente
hemorragica (E).

Devido ao reduzido numero amostral, comum a este tipo de estudos com

matrizes, que demandam baixas densidades de estocagem e um grande numero
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de viveiros, estabeleceu apenas dois periodos de amostragem, aos 35 dci (n=5
por grupo) e 115 dci (n=3 por grupo), quando as fémeas foram eutanasiadas
(benzocaina — 20 g/L) para coleta de 6rgaos. O periodo de 35 dci foi
estrategicamente definido, pois, em outras espécies, onde implantes similares
foram utilizados, observou-se que os niveis de gonadotrofinas eram mantidos
elevados por aproximadamente 4 semanas (Crim et al., 1988), periodo similar aos
35 dci por nos estabelecido. No caso dos 115 dci, este periodo foi determinado
por ser o final da estagao reprodutiva e por necessitarmos de um segundo ponto
para comparagao entre os grupos. O figado, visceras, gordura visceral e ovarios
foram pesados (g). De posse destes dados, os seguintes indices corporeos foram
calculados: hepatosomatico, viscerosomatico, gordura visceral e gonadosomatico,
todos calculados por [(massa do érgédo (g) * massa total (g)") x100]. Na primeira
(n=5 controles), segunda (n=4 por grupo), terceira (n=5 por grupo) e na quarta
coleta (n= 3 por grupo) foram colhidas amostras de sangue (x3 mL) utilizando
seringas e agulhas descartaveis previamente lavadas com anticoagulante
(EDTA), o numero amostral variou devido ao numero de vezes (2 vezes) que
foram passadas a rede de despesca. O sangue foi transferido para micro tubos (2
mL) e centrifugado a 3.000 xg por 10 minutos. O plasma foi entdo separado e
aliquotado em criotubos e posteriormente congelado e mantido a -70°C, até o
momento de seu uso.

Nas duas ultimas coletas, amostras de ovarios (regido anterior, média e
posterior) foram fixadas por 24 horas em solugdo de glutaraldeido (2,5% de
glutaraldeido, tampao fosfato 0,05M, pH 7,3) e posteriormente preservadas em
tampéao fosfato (0,05M, pH 7,2). Fragmentos de =1 g dos ovarios (regiao média)
foram fixados em solugéo de Gilson modificado (100 mL 60% alcool, 800 mL agua
destilada, 15 mL 80% acido nitrico, 18 mL acido acético glacial, 20 g cloreto de
mercurio) para posterior calculo das taxas de fecundidade absoluta. Também
foram extraidas as hipoéfises que foram submergidas em solugao estabilizadora de
RNA (RNAlater® - Ambion® Inc., Austin, TX, USA), mantidas nesta solugao por

24horas em refrigerador a 4°C e posteriormente estocadas a -80°C.
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2.2. Taxas de fecundidade

A fecundidade absoluta foi determinada pelo numero de odcitos presente
nos fragmentos submersos em solucédo de Gilson. Pelo numero obtido, estimou-

se 0 numero total de odcitos por massa (g) de ovario.
2.3. Classificacdo macro e microscopica do estagio de maturagdo ovariana

As amostras fixadas em glutaraldeido 2,5% (conforme descrito
anteriormente) foram incluidas em Histosec® (Merck, Darmstadt, DE). Cortes
histolégicos de 3 um foram obtidos e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE).
Para determinagao do estagio de maturagdao ovariana foi adotada uma analise
semelhante a utilizada por Leonardo et al. (2006), que considera caracteristicas
macro (cor, formato, tamanho e aparéncia) e histologicas dos ovarios. Para a
determinacao dos estadios, efetuamos também uma analise visual, onde
estabelecemos, individualmente, baseando-se pela descricao feita por Lima et al.
(1991), as frequéncias dos odcitos nas seguintes fases: pré-vitelogénicos (PV),
alvéolo cortical (AC), vitelogénicos (V) e atrésicos (AT). Assim, as fémeas foram
classificadas como em: repouso, maturacdo inicial, maturacdo avangada e

regressao.
2.4. Horménios esteroides

As concentragbes plasmaticas de 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP),
17B-estradiol (E.), testosterona (T) e 11-cetotestosterona (11-KT) foram
determinados por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando kits
comerciais (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA para 11-KT e
BioCheck, Inc., Foster City, CA, EUA para os demais) seguindo as instru¢des do
fabricante. As placas de 17a-OHP, E;, e T foram lidas a 450 nm e as de 11-KT a
405 nm em um leitor de placas Spectramax 250 (Molecular Devices, Inc.,
Sunnyvale, CA, USA). Todas as amostras foram lidas em duplicata, e para a
validacao dos kits foram realizados testes intra e inter-ensaio, com as respectivas
variag¢des: 0,00 a 11,30% e 0,11 a 8,56 para 17a-OHP; 0,31 a 24,11% e 0,35 a
3,75% para E». 0,75 a 19,99% e 1,75 a 9,31% para T; 0,33 a 12,67 e 3,09 a

Caunesp 39



Doutorando Rafael Yutaka Kuradomi Orientador — Fausto Foresti

9,23% para 11-KT. Para as analises de horménios esteroides foram excluidas as
fémeas em repouso, pois as mesmas poderiam influenciar nas concentracoes
plasmaticas dos hormdnios, uma vez que, ndo responderam ao tratamento e aos

fatores ambientais no caso do grupo controle.
2.5. Extragdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das hipofises foi extraido utilizando RiboPure™ (Ambion®,
Austin, TX, USA) de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Tanto a
quantificacdo de RNA total quanto a confirmacdo de presenca de DNA foram
realizadas por fluorimetro Qubit™ fluorometer (Invitrogen™), empregando-se os
kits Quant-iT™ RNA Assay (Life Technologies™, Eugene, OR, USA) e Quant-iT™
dsDNA High-Sensitivity (HS) Assay (Life Technologies™, Eugene, OR, USA). A
calibragdo e quantificacdo foram realizadas de acordo com as instru¢gées do
fabricante. Ndo foram observadas amostras contaminadas com DNA. Para
avaliacao da integridade dos RNAs foi utilizado o Agilent 2100 Bioanalyzer com o
kit Agilent RNA 6000 Pico (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Amostras
com RIN maiores que 8,5 foram aceitas.

Para a sintese do cDNA, os RNAs totais foram usados como template para
sintese da first-strand cDNA com a SuperScript™ |ll Reverse Transcriptase
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA), de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante.Os cDNAs obtidos foram utilizados para clonagem dos genes. Para a
PCR em tempo real (RT-gPCR) foi empregado o kit SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA), que utiliza hexameros aleatérios
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA).

2.6. Clonagem parcial dos genes para o horménio foliculo estimulante beta

(fshb), horménio luteinizante beta (Ihb) e fator de elongagdo 1-a (efla)

Para a clonagem parcial do gene do /hb de pacu, a primeira fita de cDNA
foi utilizada como DNA molde para a reagdo de PCR com oligonucleotideos
degenerados desenhados por Parhar et al. (2003) para clonar o /hb da tilapia
(Oreochromis niloticus). Para os genes fshb e efla, reagbes de PCR foram

conduzidas com primers desenhados a partir de sequéncias de outras espécies
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de peixes, no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) do National Center
of Biotechnology Information (NCBI). O tamanho dos fragmentos esperados foram
de 361, 220, e 660 bp para fshb, Ihb e efla, respectivamente. Todos os
oligonucleotideos de iniciagao (primers) estdo listados na Tabela 1, a sequencia
génica do gh (GenBank accession no. DQ206404.1) foi utilizado para desenhar os
primers utilizados para expressao génica, para os demais genes foram utilizados
as sequencias obtidas neste estudo.

O genes effa e Ihb foram clonados utilizando-se o Platinum® Tag DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante em uma reacao de 25 pL. As condi¢des da reacao de
PCR consistiram em 2min a 94°C, 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 1 min a
68°C e extenséo final de 5 min a 68°C seguida de inclusdo de 1U/por reacao de
Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 10 min a
72°C. Ja para fshb foi empregado o kit Advantage 2 DNA polymerase Kkit
(Clontech, Mountain View, CA, USA) com as condi¢cdes da reacdo de PCR de 15
s a 95°C, 35 ciclos de 10 s a 95°C, 15 s a 54°C, 40 s a 68°C e extenséo final de 1
min a 68°C. Os produtos de PCR foram analisados quanto ao seu peso molecular
em gel de agarose a 2%. Quando o tamanho esperado foi encontrado, os
produtos foram purificados do gel e clonados em bactérias utilizando o vetor pCR®
2.1-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para effa e lhb, e o vetor
pcDNA™3.1 V5-His TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para o fshb. Reacdes
de PCR com os oligonucleotideos utilizados para clonar os genes foram
realizadas para confirmar a presenca do inserto nos plasmideos extraidos das
bactérias transformadas pelos vetores, e entdo enviados para sequenciamento.

A aceracea e a qualidade das sequéncias de nucleotideos, provenientes do
sequenciamento, foram avaliadas manualmente com a ajuda do software
Chromas Lite v2.1 (Technelysium Pty Ltd., Helensvale, QLD, AU -
http://technelysium.com.au/?page_id=13). As sequéncias de aminoacidos
previstas para cada gene foram alinhadas para avaliar a sua semelhanca com as
sequéncias de outras espécies utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) da NCBI (direto do website:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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2.7. PCR quantitativo em tempo real

As amostras para a RT-gPCR foram analisadas em duplicata em uma
placa optica de 96 pogos em um termociclador ABI PRISM® 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) em configuragcao padréo. Os 20 ul totais
de reacao constituiram-se de 5 pL de cDNA; 900 nM de oligonucleotideos de
iniciacao senso; 900 nM de oligonucleotideos de iniciagao anti-senso e 2x SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA - as
sequéncias dos primers estdo disponiveis na Tabela 1). As expressdes dos genes
alvos (gh, fshb e Ihb) foram normalizadas pelo gene effa e calibrado pelo grupo
controle. A eficiéncia das reacdes foi avaliada de acordo com a equacédo Ct =
mx(log Q) + ¢, sendo o Ct o limiar do ciclo, Q numero de cépias inicias, ¢ a
intercepgao sobre o eixo Y e m a inclinagao (Bogerd et al., 2001). Diluicao seriada
de mistura de todas as amostras de cDNA foi realizada, sendo encontrada para
todos os conjuntos de oligonucleotideos uma curva padrao com o valor de
inclinagao de 2, indicando que as reacdes tiveram amplificacbes exponenciais, e
que dois ciclos eram exigidos para ter um aumento de 4 vezes na quantidade de
DNA inicial. Para o calculo da expressao génica foi utilizado os método de AACt,

conforme descrito por Bogerd et al. (2001).

2.8. Analises estatisticas

Todos os testes estatisticos foram realizadas com o auxilio dos softwares
STATISTICA (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) ou Excel (Microsoft, Redmond,
USA). Os pressupostos como a normalidade e homocedasticidade foram testados
pelos testes de Shapiro-Wilk's e Levene's, respectivamente. As variaveis
paramétricas (dados biométricos, Wa/Ls, indices corpoéreos e fecundidade) foram
avaliadas por teste t de Student. Ja para as variaveis nao paramétricas e/ou em
caso de ndo ser encontrado os pressupostos (concentragdes hormonais e
expressao génica) foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann—-Whitney U teste.
Todos os testes foram realizados com o nivel de significancia de a=0,05, sendo

expressados como médiatEP.
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3. Resultados

3.1. Manutengdo, morfometria, fecundidade e avaliagdo externa

As variagdes, minimas e maximas, de temperatura (22 a 30°C), pH (6,59 e
7,46), condutividade (41 a 122uS/cm) aménia total (0,00 a 0,50 ppm) e oxigénio
dissolvido (4,26 a 7,46mg/L) na agua dos viveiros apresentaram-se satisfatorias
durante todo o periodo experimental, mantendo-se dentro do padrao
recomendado para reprodutores de espécies nativas (Bock e Padovani, 2000;
Murgas et al., 2009; 2012).

As médias dos dados biométricos estao apresentadas na Tabela 2, na qual se
observa os valores foram semelhantes (p>0,05) para todas as variaveis
analisadas nos dois grupos (Wa, Ls, massa corporal e Wa/lLs).

Com relagao a consisténcia do abdémen, aos 21 dci, todas as fémeas do
grupo controle (n=4) foram classificadas como D e 3 fémeas tratadas foram
classificadas como D e uma como P (Fig. 1). No mesmo periodo, todas as fémeas
foram classificadas como N, em relac&o a papila (Fig. 1).

Aos 35 dci observamos que de um total de 7 fémeas tratadas e 7 controles,
1 (14,3%) e 4 (57,1%), 5 (71,4%) e 3 (42,9%) e 1 (14,3%) e 0 (0,0%)
apresentavam-se D, P e M, respectivamente. No mesmo periodo, com relagdo ao
aspecto da papila urogenital, observamos para fémeas tratadas e controle que 5
(71,4%) e 7 (100,0%), 1 (14,3%) e 0 (0,0%) e 1 (14,3%) e 0 (0,0%) apresentavam-
se N, H e E, respectivamente. Aos 115 dci as fémeas de ambos os grupos foram
classificadas predominantemente como D e N, de um total de 3 fémeas tratadas
(100,0%) e 3 controles (66,6%) (Fig. 1).

Analisando individualmente as fémeas, observamos entre o “dia 0” e 35 dci
que 5 de 7 fémeas tratadas passaram da classificacdo de D para P e 1 de P para
M, enquanto que no grupo controle apenas 2 fémeas, de 7 analisadas, tiveram a
mesma evolugdo (de D para P) (Fig. 1). Com relagdo ao aspecto da papila,
também entre “dia 0” e 35 dci, 2 tratadas e 0 controles, de 7 analisadas por grupo,
passaram de N para H ou E (Fig. 1).

Os valores médios dos indices corporeos, apresentados na Tabela 3, foram
similares entre os grupos (P>0,05), exceto pelo do indice hepatosomatico que foi

superior no grupo das tratadas 35 e 115 dci (P<0,05). Os valores médios
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observados para os dados de fecundidade absoluta também foram similares entre

0s grupos aos 35 e 115 dci (Tabela 3).

3.2. Estagio de maturagéo ovariana

As caracteristicas dos estadios de maturagao ovariana, definidas macro e
microscopicamente, estdo apresentadas na Fig. 2. Aos 35dci de um total de 5
fémeas por grupo, 20% (n=1) e 60% (n=3), 60% (n=3) e 20% (n=1), 20% (n=1) e
20% (n=1) das fémeas tratadas e controles apresentaram ovarios em repouso,
maturacdo avancada e regressao, respectivamente (Fig. 3). Ja aos 115 dci do
total de 3 fémeas por grupo, 33% (n=1) e 33% (n=1), 33% (n=1) e 67% (n=2),
33% (n=1) e 0% (n=0) das fémeas tratadas e controles apresentaram ovarios em

repouso, maturagdo avancgada e regressao, respectivamente (Fig. 3).

3.3. Hormbnios esteroides

Os valores das concentragdes plasmaticas médias de Ej, T, 17a-OHP e
11KT foram similares entre os grupos nas mesmas coletas (Fig. 4). Contudo,
observamos entre 21 dci (inicio da fase de desova) e 115 dci (fase de regresséo
ovariana) uma tendéncia de redugédo gradativa nos niveis de E; e 11KT em
ambos os grupos (Fig. 4). Com relacdo a 17a-OHP e T observamos valores

similares entre os grupos ao longo do periodo experimental (Fig. 4).

3.4. Clonagem e Express&o génica

Fragmentos do cDNA de fshb, Ihb e efia foram isolados por PCR de
clonagem e sequenciados. As sequéncias foram pesquisadas e alinhadas por
BLAST (Altschul et al., 1997) utilizando o banco de dados GenBank® (NCBI). A
sequéncia prevista de aminoacidos para o fragmento de cDNA do gene para fshb
(GenBank accession no. KC867349) de pacu com 361 pb teve 82, 79 e 74% de
identidade com a sequéncia de aminoacidos do Fshb do Clarias gariepinus
(GenBank accession no. AAN75753.1), Silurus meridionalis (GenBank accession
no. AAY42270.1) e Rutilus rutilus (GenBank accession no. ACN79582.1),
respectivamente. Para a sequéncia prevista de aminoacidos para o fragmento de
cDNA do gene para /hb (GenBank accession no. KC867348) de pacu com 259 pb
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foi encontrado 96% de semelhanga com as sequencias de aminoacidos do Lhb da
Schizothorax prenanti (GenBank accession no. AEB33873.1), Mylopharyngodon
piceus (GenBank accession no. AAKO07414.1), Ctenopharyngodon idella
(GenBank accession no. ABM73670.1), Hypophthalmichthys nobilis (GenBank
accession no. ABQ42715.1) e Pimephales promelas (GenBank accession no.
ABB51645.1).

Ja para a sequéncia prevista de aminoacidos para o fragmento de cDNA do
efla (GenBank accession no. KC867347) de pacu com 660 pb foi 100%
semelhante a sequéncia de aminoacidos do Efia do Lithodoras dorsalis
(GenBank accession no. AAQ62486.1), Megalodoras uranoscopus (GenBank
accession no. AAQG62485.1), Rhinodoras boehlkei (GenBank accession no.
AAQ62489.1), Anadoras grypus (GenBank accession no. AAQ62485.1),
Trachydoras microstomus (GenBank accession no. AAQ62525.1) e Orinocodoras
eigenmanni (GenBank accession no. AAQ62492.1).

As fémeas em repouso também foram excluidas das analises de expressao
génica. Os valores médios da expressao relativa do fshb nas fémeas tratadas 35
dci foram inferiores as controles (p<0,05) e semelhante a todos os outros valores
médios (p>0,05) (Fig. 5). Por outro lado, na mesma coleta, o valor médio da
expressao de lhb das fémeas tratadas foi superior a todos os outros valores
médios calculados (p<0,05). Os valores médios da expressao génica de gh foram

similares em todos os periodos analisados (p>0,05) (Fig. 5).

4. Discussao

Neste estudo, visando promover a sincronizacao da maturagcido ovariana de
um plantel de pacu, utilizamos implantes de sGnRHa (150 ug). A compilagdo dos
resultados sugere um efeito positivo dos implantes sobre o processo de
maturacdo ovariana na espécie, aumentando a frequéncia de fémeas aptas a
indu¢ao hormonal (maduras) na época de desova.

No entanto, mesmo ja tendo demonstrado resultados positivos e
interessantes, no nosso conhecimento, se trata da primeira tentativa de inducéo a
maturagao ovariana em peixes sul-americanos tropicais de desova total utilizando
implantes de liberagédo lenta de sGnRHa. Desta forma, novas investigagbes sao

necessarias para conhecer e dominar o uso desta técnica, como por exemplo:
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comparar distintas concentracbes hormonais, comparar distintos hormdnios
(outras formas de GnRH, E; e Fsh) e testar o uso de outros veiculos, como a
espuma vinilica acetinada (Barbaro et al., 2002; Breton et al., 1990; Chang et al.,
1995; Mylonas et al., 1997a, 1995, 2007; Mylonas e Zohar, 2001).

O uso de implantes de liberacéo lenta de hormdnios tem sido amplamente
empregado em espécies de peixes de agua doce (Mylonas et al., 1992, 1995) e
marinhos (Mylonas et al., 1998; Fornies et al., 2001; Mafanods et al., 2002; Marino
et al., 2003). A maior parte dos resultados foi obtida com espécies de peixes de
desova parcelada que desovam naturalmente em ambiente artificial de cultivo.
Nestas espécies, o uso de implantes pode incrementar o numero de desova por
fémeas, bem como as respectivas taxas de fecundidade (Mylonas et al., 1998,
2003). Neste contexto, observamos neste estudo que os implantes de GnRH
podem ser utilizados para uma finalidade um pouco diferente em peixes tropicais
sul-americanos.

Nas espécies do hemisfério norte largamente explorado neste aspecto, os
implantes intensificam as desovas, as quais ja ocorrem nas fémeas, pois sdo de
desova parcelada e desovam naturalmente mesmo em condigbes de cultivo
(Mylonas e Zohar, 2001, 2007; Mylonas et al.,, 2010). No caso do pacu,
verificamos que o uso dos implantes pode promover o aumento na frequéncia de
fémeas aptas na época de desova, mas que ainda assim precisam ser
submetidas a desova com protocolos tradicionais (duas doses de extrato bruto de
hipdfise com 12 horas de intervalo) para que a ovulagéo seja atingida, pois nao
desovam naturalmente. O padrdo de respostas encontradas para o pacu
(teledésteo de desova total) difere também daquele existente para outros
teledsteos de desova total como os salmonideos, que n&o necessariamente
precisam ser induzidos hormonalmente para desovarem (Mylonas et al., 1992).
No entanto, a intensificacdo de estudos com implantes de liberacdo lenta de
GnRH pode futuramente substituir a necessidade de tratamentos hormonais
especificos para a ovulacdo em teledsteos reofilicos sul-americanos, mudando os
paradigmas da producao de alevinos destas espécies.

Observamos que os implantes de 150 pg de sGnRHa necessitam ser
introduzidos com ao menos 35 dias para se obter um aumento na frequéncia de
fémeas de pacu aptas a desova. Neste intervalo, houve aumento na frequéncia de

fémeas com abddédmen macio e/ou pouco macio e ovarios em maturacao
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avancada no grupo das tratadas em relagdo ao controle. Os valores de IHS
também superiores nas fémeas tratadas aos 35 e 115 dci podem estar
associados com a intensificacdo do processo de maturagao ovariana nas fémeas
tratadas. Santos e colaboradores (2004) reportaram que fémeas de lheringichthys
labrosus em maturagao inicial e avangada apresentavam valores de IHS
superiores a fémeas em repouso. De acordo com os autores, o aumento de IHS
estaria associado com a sintese de Vtg no figado, a qual é sabidamente
precursora do vitelo dos ovécitos (Nagahama e Yamashita, 2008).

Aos 35 dci, o grupo controle apresentou uma maior expressao relativa de
fshb em comparagao ao grupo das tratadas, e de forma inversa, os niveis de
expressao relativa de Ihb foram expressivamente superiores nas fémeas tratadas.
O GnRH controla a secrecao e liberacdo de Lh e Fsh (Trudeau et al., 1991;
Trudeau, 1997, Millar, 2005; Kah et al., 2007), os quais provocam aumentos nas
concentragbes plasmaticas de 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP) (indutor
da maturacdo e ovulagdo em teledsteos) e E, (indutor da vitelogénese em
teledsteos) (Nagahama e Yamashita, 2008). Observamos que os implantes de
sGnRHa intensificaram a expressao génica de /hb nas fémeas tratadas, mas nao
de fshb, resultado que corrobora o descrito por Mateos e colaboradores (2002)
que encontraram em sea bass (Dicentrarchus labrax), que o GnRHa estimulou a
sintese e liberacdo de Lh na hipéfise. De forma similar, em sockeye salmon
(Oncorhynchus nerka), o uso de implantes de GnRHa induziu o Lh e ndo o Fsh
em nivel transcricional e antecipou a maturacdo final de fémeas maduras
(Kitahashi et al., 1998).

Em teledsteos, o GnRH pode atuar sobre a sintese e liberacdo do Gh, o
qual participa no eixo gonadotréfico, contribuindo na gametogénese e
esteroidogénese (Chang e Wong, 2009). No entanto, ndo conseguimos observar
uma relagao entre o uso do implante de sGnRHa com a expressdo do gh em
pacu. Corroborando os resultados ja descritos em bagre africano, (Clarias
gariepinus) (Lescroart et al., 1996; Bosma et al., 1997), no qual também n&o foi
encontrada associacao entre o GnRH e as concentragdes do Gh. Contudo, cabe
resaltar que a agdo do GnRH sobre a expressao génica e consequentemente
sobe a concentracdo plasmatica de Gh pode ser dependente do estadio de
maturagcdo gonadal (Sumpter et al., 1991; Bjornsson et al., 1994; Gomez et al.,

1999) ou estagédo (Bhandachi et al., 2003). Assim, o papel do Gh na reprodugéo
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do pacu e de outras espécies reofilicas sul-americanas de desova total continua
desconhecido, de modo que estudos especificos sobre o Gh sao necessarios,
principalmente pelo fato desta substancia estar presente nos extrato bruto de
hipéfise amplamente utilizado em teledsteos nativos e por seu papel na
reproducao de teledsteos ainda ser pouco conhecido.

Com os resultados encontrados no presente estudo, sugerimos uma agao
mais intensa dos implantes na via do Lh, que promove maturacgéao final e desova,
€ menos intensa na via do Fsh, que promove a vitelogénese (Nagahama e
Yamashita, 2008). Assim s&o perfeitamente compativeis os valores similares de
E. encontrados para fémeas tratadas e controles, mesmo apds a introdug¢ao dos
implantes, pois estes aparentemente nao estimularam a via do FSH. Sabe-se que
em peixes reofilicos sul-americanos ocorre uma intensificagdo do processo
vitelogénico concomitante a uma elevagdo na concentracdo plasmatica de E»
(Hainfellner et al., 2012b). Os perfis da concentragéo plasmatica de E; em fémeas
tratadas e controles de pacu foram similares aos perfis descritos para outros
peixes reofilicos analisados (Gazola e Borella, 1997; Arantes et al., 2010;
Hainfelnner et al., 2012b), com respectiva elevagdo e redugdo na fase
vitelogénica e de desova.

Seguindo a mesma légica, deveriamos esperar valores superiores de 17a-
OHP nas fémeas tratadas, mas encontramos valores similares ao dos controles.
Porém, neste estudo nds avaliamos os valores apenas do precursor da DHP, a
qual € a mais potente substancia indutora de maturacéo final e ovulacdo em
teledsteos. Assim os valores 17a-OHP (precursor de DHP), mesmo
numericamente superiores nas tratadas, foram estatisticamente similares entre
tratadas e controles. No entanto, esta substancia n&o € a principal responsavel
pela maturacao final e desova em teledsteos e a analise de suas concentracdes
permite apenas conclusodes limitadas. A DHP nao foi dosada pela auséncia de kits
comerciais por ELISA. O DHP é normalmente dosado pela técnica de
radioimunoensaio apenas em laboratorios que desenvolveram protocolos e
anticorpos especificos, sendo de dificil acesso.

Devemos mencionar também que a auséncia de um paralelo entre os
resultados relativos a expresséo do fshb, Ihb e gh com os de concentragdo
plasmatica de esteroides gonadais podem ter ocorrido em razdo das longas

janelas entre os periodos de analise. Devido a fragilidade do peixe ao manejo,
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com consequente aumento no cortisol sérico (Abreu et al., 2009), n&o foi possivel
amostrar animais em periodos menos espacados, quando um reflexo do uso
implantes na concentragdo plasmatica dos esteroides poderia se mostrar mais
evidente. A fragilidade ao manejo desta e de outras migradoras sao fortes
empecilhos para o conhecimento de sua biologia reprodutiva.

De qualquer modo, considerando as dificuldades de uma proposta pioneira,
observamos uma acgéo dos implantes evidente sobre a via do Lh, mas n&o sobre a
do Fsh. Em termos praticos, tomando-se como base os resultados aqui obtidos
duas grandes possibilidades em caminhos distintos podem ser visualizadas.
Primeiramente, se quisermos aprofundar as resposta no sentido de promover uma
intensificagdo do processo vitelogénico, aparentemente o uso do sGnRHa pode
ser substituido por Fsh ou E, pois o implante de sGnRHa aparentemente nao
ativa a via do Fsh com a intensidade necessaria. Uma segunda opg¢ao seria
intensificar as respostas obtidas neste trabalho aumentando a dose do implante
de sGnRHa visando promover a maturacgao final e ovulagdo das fémeas com uso
destes implantes, embora o uso de implantes de GnRHa de mamifero em “yamu”
(Brycon siebenthalae), tenha se mostrado ineficiente em induzir a desova (Pardo-
Carrasco et al., 2002). Esta seria uma quebra do paradigma sobre a indugéo a
desova em peixes reofilicos em ambiente de cultivo, que envolve uma Unica dose
elevada de extrato bruto de hipdfise, o qual provoca um pulso Unico e muito
elevado de Lh (Mylonas e Zohar, 2001; Mylonas et al., 2010). Neste contexto,
poderiam ser definidos protocolos onde as fémeas receberiam os implantes de
sGnRHa, e permaneceriam por dias no laboratério até desovarem.

Os dados aqui obtidos mostraram que o uso de implantes de sGnRHa
podem ser utilizados para que maior numero de fémeas de pacu apresente-se
aptas para indugdo hormonal na época de desova. Os mecanismos que
provocaram estes resultados ndao puderam ser totalmente elucidados com as
técnicas, periodos e intervalos amostrais empregados. A escassez de estudos
com o uso destes implantes em peixes sul-americanos de desova total torna
limitado o espectro de analise dos resultados obtidos, ficando clara a necessidade
de mais estudos deste tipo, principalmente avaliando o efeito de outros tipos de
implantes, com uso de diferentes horménios e em distintas concentragdes e

considerando também outras espécies.
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Observamos uma clara associacéo entre o uso de implantes e elevagao na
expressao génica de lhb e nao de fshb, no entanto esta elevagao nao refletiu em
elevacgao significativa nos niveis de 17a-OHP, mas sim numa frequéncia maior de
fémeas aptas a indugao hormonal aos 35 dci. Neste contexto, mais estudos sao
necessarios acerca de aspectos enddcrinos do processo de maturagao ovariana
do pacu, principalmente aqueles especificos sobre o eixo hipotalamo-hipofise-
gbnada, para fomentar novas tentativas aplicadas de incrementar a reprodugéo

da espécie.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores para clonar e expressao génica (RT-gPCR) dos genes
que codificam para o horménio luteinizante subunidade beta (lhb), horménio foliculo
estimulante subunidade beta (fshb), horménio do crescimento (gh) e fator de 1

elongacéo 1 Alfa (ef1a).

genes senso anti-senso

€ Ihb 5 - TCTSTGGAGAAGGADGGCTG - 3’ 5" - CGAWGGTRCAGTCGGANGTG - 3°
E fshb 5 - CCATGGTGTTGCTGTTGCC - 3’ 5" - CAGMTRCTBGGCTGCATGCT - 3’
3 efla 5 -TCGTTGCTGCTGGTGTTGG - 37 5 - TGGGTGGGTCGTTCTTGCT - 3°
v Ihb 5" - CCTGGTGTTTCAGACCAGCAT - 3° 5" - CGTGCTGATAGATGGTGGAGAA - 3°
O fshb 5" - AAGAATGCGGGAGCTGCA - 3° 5 - GGTCTCATACGTCCACTCCCTAAA - 3°
'n_:?- gh 5" - TGGCAAAGATGAGACCCAGAA - 3’ 5" - GGGTACTCCCAAGACTCGATCAG - 3°

efla 5 - TCTGGATGGCACGGAGACA - 3° 5" - CAATCTTCCATCCCTTGAACCA - 3’

Os cadigos usados: B = T+C+G; D = A+G+T; S = G+C; M = A+C; N = A+C+G+T; R = A+G; W = A+T.
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Tabela 3 — Valores médios dos indices (médias+EP) corpéreos e fecundidade de fémeas de pacus
(Piaractus mesopotamicus) tratadas (sGnRHa — 150 ug) e controles. IHS — indice
hepatosomatico, IGS — indice gonadosomatico, IVS — indice viscerosomatico, IGV-
indice de gordura visceral e FA- fecundidade absoluta (o6citos/g de ovario). dci — dias
apos introdugéo do implante. Os asteriscos indicam as diferengas significativas entre
0s grupos na mesma data (P<0,05).

controle tratadas
variaveis 35 dei 115 dei 35 dei 115 doi
(29/11/2010)  (17/02/2011) (29/11/2010)  (17/02/2011)
IHS 0,780,03* 0,680,08* 0,94£0,03 0,96+0,08
IGS 3,63:0,60 4,8241,28 4.4741,19 4,4940,21
VS 6,0140,48 6,53+2,58 6,7740,38 4,3742,37
IGV 2,59+0,38 2,13+1,13 3,02:0,38 1,35+0,55
FA 92080 970471 880+174 8884260
n 5 3 5 3
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Fig. 2 — Figuras ilustrativas de ovarios (A, D e G) e fotomicrografias de cortes histoldgicos dos

Caunesp

ovarios (B,C, E, F, G e |) de pacu (Piaractus mesopotamicus) nas fases de: repouso (A-C),
maturagdo avangada (D-F) e regressdo (G-l). Nas figuras, B, E e H as moldura (o)
representa a area amplificada nas figuras C, F e |. Odcitos pré-vitelogénicos (PV),
vitelogénicos (V) e atrésicos (AT). Barras de escala =5 cm (A, D e G), barras de escala =
5 mm (B, E e H) e barras de escala=1mm (C, F e I).
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B repouso B3 maturagdo avangada [] regressao

100+

controles tratadas, controles tratadas,

35 dci 115 dci

Fig. 3 — Frequéncia de ovérios de pacu (Piaractus mesopotamicus) classificados por histologia em:
repouso, maturagédo avangada e regressao. dci — dias ap6s introdugéo do implante.

Caunesp

62



Doutorando Rafael Yutaka Kuradomi Orientador — Fausto Foresti

-O- controles -® tratadas

.
E:
3=
2«
1
— O-
- 12
£ 170.-OHP
O O«
c
'
(7)) 6
©
(3]
I
£
0
g
— 5-
o
7)) 4+
o
o
LA A
whd
c 1
)
(¥
c 0
o
O 0,204
0,154
0,10+
0,054
0,004

dia "0" 21 dci 35dci 115 dci

Fig. 4 — Valores médios (médiatEP) observados para concentracdo plasmatica dos hormdnios
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esteroides: 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), 17B-estradiol (E2), testosterona (T) e
11-cetotestosterona (11-KT) de fémeas de pacu (Piaractus mesopotamicus) tratadas
(sGnRHa — 150 pg) e controles ao longo da estagdo reprodutiva. dci — dias apos
introdugéo do implante. dia “0” — inicio do experimento.
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Fig. 5 — Expressdo génica relativa (médiatEP) comparando fémeas de pacu tratadas (sGnRHa —

150 ug) e controles. Letras diferentes representam diferengas significativas entre os grupos

(p<0,05).
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas do sémen do pacu ao
longo da estagao reprodutiva, bem como em animais reespermiados. Para isto,
reprodutores foram induzidos a espermiag&o no inicio (n=7), meio (n=5) e final
(n=4) da estagado reprodutiva. Os machos “reespermiados” foram induzidos a
espermiagao no inicio e novamente no meio (n=4). A inducéo consistiu em dose
unica de acetato de buserelina (10pg/kg de peixe) e domperidona (5 mg/kg de
peixe). Foram avaliadas as caracteristicas e qualidade do sémen e
espermatozoides, a concentragao plasmatica de esteroides gonadais, o estagio
de desenvolvimento testicular e a expressdo génica de subunidade beta do
horménio foliculo estimulante (fshb), subunidade beta do horménio luteinizante
(/hb) e do horménio do crescimento (gh) na hipéfise. Observamos que o volume
de sémen liberado aumentou ao longo da estacéo reprodutiva, porém, o numero
absoluto de espermatozoides liberados foi constante. Ao longo da estagao
reprodutiva, a composicdo idnica (Ca*?, Na*?, K*, Mg e CI') e parametros fisicos
e quimicos (pH, osmolaridade) do sémen foram similares, exceto a concentragao
plasmatica de proteinas, que foi superior no final. Praticamente todos os
parametros relativos a qualidade dos espermatozoides apresentaram queda
substancial no final da época reprodutiva, principalmente a qualidade do DNA.
Observamos uma forte associacao entre a liberagdo de sémen de boa qualidade
e elevacgao de 11-cetotestosterona durante a indugdo hormonal. Todos os machos
submetidos a reespermiacao responderam positivamente ao tratamento e a
reespermiagdo se mostrou uma excelente alternativa para a espécie, com
producdo de sémen de excelente qualidade e volume consideravel. A
reespermiagao pode ser utilizada para aumentar o volume de sémen total obtido
em um plantel de machos, além de renovar o sémen aumentando a qualidade do

mesmo.
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Abstract

The aim of this study was evaluate the seminal characteristics of pacu over
the spawning season. Breeders were utilized at the beginning (n=7); middle (n=5)
and end (n=4) of breeding season. The restripped group was formed by males
stripped at the begging and restripped again in the middle of season (n=4). The
spermiation inductions were done by single dose of buserelin acetate(10 ug/kg)
plus of domperidone (5mg/kg). We performed comparative analysis of seminal and
sperm quality, the gonadal steroids plasma levels, stage of spermatogenesis, and
pituitary follicle-stimulating hormone beta subunit (fshb), luteinizing hormone beta
subunit (Ihb) and growth hormone (gh) gene expression. We observed increase in
the milt volume over time, notwithstanding the sperm density did not have varied.
Characteristics of ionic composition (Ca*?, Na*?, K*, Mg*? and CI'), chemical and
physical characteristics (pH and, osmolality) of the semen were alike all along
breeding season, except the concentration of seminal plasma protein that
increased over time. The sperm had substantial decreases in most of indexes at
the end of spawn season, mainly as regards the DNA quality. We observed a
strong association between the good quality semen and the capacity of breeders
to raise the 11-ketotestosterone plasma concentration during hormonal induction.
All males that were submitted to restripping answered positively the treatment and
restripping shown to be a great management to pacu, allowing high quality semen
and considerable milt volume. The restriping might be used to increase the milt
volume obtained from breeders, in addition to renew their semen and improving

the quality.
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Introducao

O pacu é uma espécie reofilica (migradora) que apresenta ciclo reprodutivo
sazonal [1]. A reprodug&o ocorre entre novembro e janeiro e o processo de
maturacéo das gonadas se torna mais evidente em setembro e outubro, atingindo
estadios mais avangados de maturagao entre outubro e janeiro [2].

Durante a estacdo reprodutiva, podem ocorrer variagdes nas
caracteristicas do sémen de teledsteos, tais como: volume, densidade
espermatica, motilidade, tempo de motilidade, morfologia, pH, entre outras ja
relatadas em espécies marinhas [3-7] e de agua doce [8-12], incluindo teledsteos
hormonalmente revertidos em machos [13].

De acordo com Bobe & Labbé [14], diversos fatores podem afetar a
qualidade do sémen, tais como: estresse, nutricdo, fotoperiodo, salinidade,
temperatura, época reprodutiva, material genético e diversos aspectos da indugao
hormonal [14]. A avaliagdo da qualidade do sémen e dos espermatozoides &
complexa [15] e, em teledsteos, os parametros mais comumente usados sao:
volume, concentracdo de espermatozoides, osmolaridade, pH, ions,
concentracdo de ATP (adenosina trifosfato), motilidade (numero de células
moveis), e morfologia [16]. Dentre estes, a motilidade e o tempo de motilidade sao
considerados os principais parametros, pois se relacionam diretamente com a
capacidade de fertilizacao [17].

Em teleosteos reofilicos sul-americanos, os espermatozoides permanecem
estocados nos testiculos por longo periodo, uma vez que 0s mesmos comegam a
ser produzidos meses antes do periodo reprodutivo [18-20]. O tempo aproximado
para formagdo de espermatozoides dependendo da espécie e temperatura (a
partir da fase de pré-leptoteno) em teledsteos € de 5 a 14 dias [21], mas os
mesmos comeg¢am a ser produzidos em junho para serem espermiados entre
dezembro e fevereiro [22], e, nos teledsteos, estes normalmente ndo passam por
processos de maturagao nos testiculos como em mamiferos [23]. Neste contexto,
a reespermiacdo pode ser uma interessante alternativa para eliminar
espermatozoides “velhos” e propiciar a coleta de espermatozoides “novos”
(teoricamente de melhor qualidade) algumas semanas apdés a primeira

espermiacao. A reespermiacao ja foi descrita em trutas, e pode ser realizada mais
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de uma vez por periodo reprodutivo [24, 25]. Além disso, em peixes reofilicos sul-
americanos € descrito que a espermatogénese se mantém constante durante o
periodo de espermiagdo, pois parte do epitélio germinativo dos testiculos é
“continuo” [18] e permanece com fungédo espermatogénica e espermiogénica [20].

Em teledsteos, a dopamina (DA) e o hormdnio liberador de gonadotrofina
(GnRH) respectivamente, inibem e estimulam a espermiagéo e a reproducéo [63].
Nos machos, ambos as GtHs, o hormonio foliculo estimulante (Fsh) e o horménio
luteinizante (Lh) sdo indutores da esteroidogénese [60-62]. O Fsh em “zebrafish”
(Danio rerio) é capaz de estimular tanto a espermatogénese quanto a
esteroidogénese, enquanto que o Lh parece exercer uma agdo mais aguda,
provavelmente nos momentos em que picos de esteroides sao necessarios [64].
Dentre os hormodnios esteroides, destacamos a 11-cetotestosterona (11-KT),
como o principal horménio secretado em resposta as GtHs em machos [52,53,55].
Outros horménios esteroides, com fungdo menos conhecida, como o estradiol (Ez)
e as progestinas estdo envolvidos, respectivamente, com a renovacédo das
espermatogdnias [65,66] e com o processo de espermiagao [67].

Além das GtHs, o GnRH também pode induzir a sintese e liberacdo do
horménio do crescimento (Gh) [68], cuja acdo parece ser dependente do estadio
de maturagao gonadal [69,70] ou estacdo do ano [71]. O Gh, por sua vez, atua
sobre as células gonadotrdéficas hipofisarias como inibidor na liberacdo do Lh,
porém, indutor da expressao do mesmo. Por outro lado, o Lh atua sobre as
células somatotrépicas hipofisarias como um indutor da liberacido e expressao
génica do Gh [72].

Dentro deste contexto, os objetivos do presente estudo foram os de se
determinar as caracteristicas do sémen do pacu P. mesopotamicus ao longo da
estacgao reprodutiva, e apds a reespermiagao, além de monitorar os niveis médios

dos esteroides gonadais e expressao génica do gh, lhb e fshb na hipdfise.

Material e métodos

Mantencga, indugdo hormonal e amostragens

Os reprodutores de quatro anos de idade foram mantidos em viveiros

escavados de 200 m® em uma densidade de estocagem de 0,25 peixe/m® no
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Centro de Aquicultura da Unesp — CAUNESP (Jaboticabal, SP). Uma renovagao
constante de = 20 I/min foi mantida durante todo o periodo experimental, sendo
que a temperatura variou de 26 a 32°C (médiatDP — 29,5 + 1,0°C) durante a
estacao reprodutiva (de novembro de 2010 a fevereiro de 2011). Os peixes foram
arragoados com ragao comercial (Guabi, Campinas, SP. BR — composto por
32,0% proteina bruta, 6,5% extrato etéreo, 10,0% cinzas e 7,0% matéria fibrosa)
duas vezes ao dia ad libitum. Todos os peixes utilizados foram eutanasiados de
acordo com as normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/Unesp (Jaboticabal, SP, BR).

No periodo inicial (n=7), intermediario (n=5) e final (n=4) da estacao
reprodutiva, os reprodutores foram coletados aleatoriamente, levados ao
laboratério, aclimatados em tanques de 1000 L e submetidos a indugdo hormonal
(dose unica de 10 ug/kg de peixe de acetato de buserelina - Sincroforte (Ourofino
Agronegdcio, Cravinhos, SP, BR) e 5 mg/kg de peixe de domperidona (Ranbaxy,
Dewas, MP, IN)). Em cada periodo, foram utilizados machos n&o-espermiados (na
estacdo) identificados pela numeragcédo do chip. O grupo “reespermiado” foi
composto por machos espermiados pela primeira vez no inicio da estagcédo e
espermiados novamente no periodo intermediario (n=4).

Imediatamente antes da indugdo hormonal, os reprodutores foram
anestesiados (com uma solugdo de benzocaina em uma concentragdo de 100
mg/l de agua ), pesados (massa total — Wr), medidos (comprimento padrao — CP)
e o fator de condicdo K foi determinado (K = [(peso total (g) x comprimento
padrdo®(cm)) x100]. Amostras de sangue (3 mL) foram colhidas da veia caudal
em seringas contendo EDTA antes da indugao e apds espermiagéo. O plasma foi
separado centrifugando-se as amostras a 1500 xg por 15 min a 4 °C, e entao
armazenado a -80°C até o momento da quantificagdo da concentragcdo dos
horménios esteroides

ApOs a espermiagao, os reprodutores foram eutanasiados (por overdose de
anestésico (300 mg/l de benzocaina). Os testiculos, figado e visceras foram
removidos, pesados e os seguintes indices foram determinados: gonadosomatico,
hepatosomatico, viscerosomatico. Todos os indices foram calculados de acordo
com a seguinte formula indice= [(massa do 6rgdo(g)/ Wr (g))x100]). Os
fragmentos das regides cranial, médio e caudal dos testiculos foram fixados em
solugao (pH 7,3) de 2,5% de glutaraldeido em PBS (0,05 M) por 24 horas e entado
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estocados a 4°C em PBS (0,05 M, pH 7,3) até serem processados
histologicamente. A hipdfise e fragmentos dos testiculos foram preservados em
RNAlater (Ambion, Austin, TX, USA) e armazenados a -80°C até a extragao de
RNA total.

Analises histoldgicas e hormdnios esteroides

Os fragmentos de testiculos foram incluidos em resina glicol metacrilato
(Leica historesin embedding kit, Leica Microsystems, Nussloch, DE).
Posteriormente, secgdes de 2 um foram obtidas e coradas com hematoxilina-
floxina B. Os estagio da espermatogénese foram classificados de acordo com a
presenca, abundancia e estagio da espermiogénese, sendo o estagio | —
presencga de espermatogdnia tipo A e B; estagio Il — presenga de espermatogbnia
e espermatdcitos; estagio Ill — presence de espermatides; estagio IV — presenga
de espermatozoides; estagio V — aumento do numero de espermatozoide
maduros em relagdo ao estagio 1V, enquanto o restante das células germinativas
estdo em menor proporgao; estagio VI — presenga apenas de espermatozoides e
algumas espermatogénias; estagio VIl — quase todos os espermatozoides
fagocitados pelas células de Sertoli, restando apenas as espermatogbnias
primarias e espermatozoides remanescentes nos tubulos, baseando se no
método descritos em outros estudos [26-28]. O estadio de desenvolvimento
testicular de cada individuo foi determinado.

A concentragao plasmatica de 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), 173-
estradiol (E), testosterona (T) e 11-cetotestosterona (11-KT) foram determinados
por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando kits comerciais
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA para 11-KT e BioCheck, Inc.,
Foster City, CA, EUA para os demais) seguindo as instru¢dées do fabricante. As
placas de 17a-OHP, E; e T foram lidas a 450 nm e o 11-KT a 405 nm em um leitor
de placas Spectramax 250 (Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, CA, USA). Todas

as amostras foram lidas em duplicata.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA
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O RNA total das hipofises foi extraido utilizando-se RiboPure (Ambion,
Austin, TX, USA) de acordo com as instrugbes do fabricante. Tanto a
quantificacdo de RNA total quanto a confirmagdo de presenca de DNA foram
realizadas por fluorimetro Qubit (Invitrogen) empregando os kits Quant-iT RNA
Assay (Life Technologies, Eugene, OR, USA) e Quant-iT dsDNA High-Sensitivity
(HS) Assay (Life Technologies, Eugene, OR, USA). A calibragdo e quantificagao
foram realizadas de acordo com as instrucbes do fabricante. Nao foram
observadas amostras contaminadas com DNA. Para avaliagao da integridade dos
RNAs foi utilizado o Agilent 2100 Bioanalyzer com o kit Agilent RNA 6000 Pico
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Foram aceitas amostras com RIN
maiores que 8,5.

Para a sintese do cDNA, aproximadamente 2 ug de RNA total foram
usados como fita molde para sintese da cDNA com o SuperScript || Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utilizando hexameros aleatérios
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 2 ug de RNA total como fita molde.

PCR quantitativo em tempo real

As analises de RT-gPCR foram feitas em duplicata. Foram utilizadas placas
Opticas de 96 orificios e um termociclador ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) em configuracéo padrdo. Os 20 pL totais
da reagao constituiram-se de 5 yL de cDNA, 900 nM de oligonucleotideos de
iniciacao senso, 900 nM de oligonucleotideos de iniciacao anti-senso e 2x SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores foram as mesmas utilizadas no
‘manuscrito I” desta tese: 5-CCTGGTGTTTCAGACCAGCAT-3" / 5 -
CGTGCTGATAGATGGTGGAGAA-3"; 5-AAGAATGCGGGAGCTGCA-3" / 5'-
GGTCTCATACGTCCACTCCCTAAA-3"; 5-TGGCAAAGATGAGACCCAGAA-3" /

5-GGGTACTCCCAAGACTCGATCAG-3’ e 5-
TCTGGATGGCACGGAGACA-3" /| 5-CAATCTTCCATCCCTTGAACCA-3’, nos
sentidos senso / anti-senso para as expressdes dos genes lhb, fshb, gh e fator de
elongacdo 1 alfa (efla), respectivamente. O effa utilizado como gene
normalizador e foi calibrado pela amostragem do meio da estag&do. A eficiéncia

das reagdes foi avaliada de acordo com a equagao Ct = m x (log Q) + ¢, sendo o
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“Ct” o limiar do ciclo, “Q’ numero de cdpias inicias, “c” a intercepgéo sobre o eixo
Y e “m” a inclinagdo [29]. Uma diluicdo seriada de uma mistura de todas as
amostras de cDNA foi realizada e foi encontrado para todos os conjuntos de
oligonucleotideos uma curva padrao com o valor de inclinagao “2”, indicando que
as reacodes tiveram amplificacdes exponenciais. Assim, assumimos que dois
ciclos eram necessarios para ter um aumento de quatro vezes na quantidade de
DNA inicial. Para o célculo da expressao génica foi utilizado os método de AACt,

como descrito por Bogerd et al. [29].
Espermiagéo, caracteristicas quali e quantitativas do sémen

A espermiacao foi realizada aproximadamente 12 horas apds a indugao
hormonal. A papila urogenital foi limpa e seca com intuito de se evitar a
contaminagao do sémen com fezes, urina e agua. Os peixes foram espermiados
com uma leve pressao abdominal e o sémen coletado em tubos graduados (mL)
para aferir o volume espermiado (VE). Uma aliquota do sémen foi gotejada em
uma lamina para checar se os espermatozoides ndo estavam ativados. Somente
em caso de ndo ativacdo, os parametros de motilidade, tempo de motilidade,
densidade e o pH do sémen foram analisados.

A motilidade espermatica foi estimada subjetivamente, por ativagao das
células com agua destilada (1:5 diluigdo, sémen: agua) e adotando uma escala
arbitraria de 0 a 5, sendo: 0 = sem motilidade, 1 = 1-25%; 2 = 25-50%, 3 = 50-
75%, 4 =75-90% e 5 = 90-100% de espermatozoides moveis [30]. A duragéo da
motilidade foi considerada como sendo o tempo (em segundos) decorrido entre a
ativacdo e até que 50% dos espermatozoides tivessem a natacao
descontinuada.

Para determinar a concentracdo espermatica, o sémen foi fixado e diluido
(1:2000, sémen: fixador) em formol salino tamponado. As amostras foram
inseridas em hemocitbmetro de Neubauer e ap6s 10 min (para depdsito das
células) as contagens foram executadas em microscopio de luz em objetiva de
x40. A média das contagens foi considerada a densidade espermatica (DE)
expressa como numero de células x10""/mL. A produgdo espermatica (PE) foi

definida como o produto obtido pelo volume de sémen (mL) x a DE. O pH do
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sémen foi mensurado no sémen fresco utilizando um pH metro HI 4211 (HANNA
Instruments, Sao Paulo, SP, BR).

A motilidade e duracado espermatica e o pH do sémen foram avaliados em
triplicata e a DE em duplicata. Para todos os parametros, a média foi determinada

e as avaliagdes foram feitas pelo mesmo observador.
Viabilidade espermatica, morfologia e plasma seminal

Para analise da viabilidade espermatica 10 uL de sémen foram gentiimente
misturados com 90 pL de solugdo de corantes eosina/nigrosina (eosina Y a 5% e
nigrosina a 10%). Esta diluicdo foi utilizada para preparar esfregagos (em
duplicata) que foram examinados em microscopio de luz. As células coradas em
rosa ou vermelho foram consideradas como mortas e as brancas como vivas. No
total, 200 espermatozoides/lamina foram contados e classificados como
vivos/mortos. As médias foram calculadas em cada periodo e consideradas como
viabilidade, expressa pelo percentual de células vivas em relagcdo ao total de
células contadas.

Para estimar a morfologia espermatica, em uma aliquota de 15uL do
espermatozoide fixado em formol salino tamponado foram adicionados 0,5 pL de
corante rosa de bengala a 3% para entdo fazer esfregago (em duplicata). As
laminas foram secas e analisadas sobre microscépio de luz (x1000 de aumento).
Sendo avaliadas 100 células por lamina, e o numero de células com anomalias foi
expresso em percentagem em relagdo ao numero total de células avaliadas. As
seguintes anomalias foram consideradas: cabega solta, macrocefalico,
microcefalico, cabeca degenerada, gotas citoplasmatica proximal e distal, peca
média degenerada, cauda dobrada, enrolada, quebrada e curta [31].

Para determinacdo da composi¢ao ibnica e osmolaridade, o sémen de
cada pacu foi centrifugado a 10.000 xg por 20 min a 4°C. O plasma seminal foi
entdo separado e utilizado para determinar as concentracdes dos fons Ca*?, Na*
e K (mmol/L) em um analisador de eletrélito (AVL 9180 Electrolyte Analyzer,
Roswell, GA, USA). Para determinar a concentragdo dos ions Mg*? e CI" foram
utilizados kit colorimétricos (Labtest, Lagoa Santa, MG, BR). A osmolaridade do
plasma seminal (mOsmol/kg) foi aferida em um Vapro Vapor Pressure
Osmometer - modelo 5500 (Wescor, Logan, UT, USA) .
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A proteina total do plasma seminal foi quantificada por fluorimetria
utilizando o fluorimetro Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e o kit Quant-iT
Protein Assay (Life Technologies, Eugene, OR, USA), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Os valores resultantes foram expressos em

mg/mL.
Integridade do DNA de espermatozoides

A integridade do DNA foi avaliada empregando-se o ensaio cometa (ensaio
de eletroforese de células isoladas) de acordo com protocolo proposto por Cabrita
e colaboradores [32], com algumas adaptagdes. Laminas de microscopia foram
cobertas com uma camada de agarose 0,5% um dia antes de serem usadas
(primeira camada). A DE foi ajustada para 10x10° células/mL com uso de solugdo
nao ativadora (PBS- NaCl 8,0 g; KC1 0,2 g; Na,PO4 1,15 g; KH,PO4 0,2 g; g.s.
1000 mL). Esta solugdo foi entdo homogeneizada com solugdo de agarose
(0,5%), formando uma segunda camada que foi depositada sobre a primeira
camada. As laminas, com as duas camadas, foram entdo imersas em solucao de
lise (2.5 M NaCl, 100 mM Na,-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 1% N-
laurilsarcosina) durante 90 min a 4°C. Apds este periodo, foi adicionado ditiotreitol
(10 mM) a solucao de lise. As laminas permaneceram imersas nesta solugao por
mais 60 min a 4°C e finalmente mantidas na mesma solu¢cdo de lise foram
deixadas a temperatura ambiente por mais 30 min. Antes da eletroforese, as
laminas foram submergidas em solucao alcalina (0.3 M NaOH, 1mM Na,-EDTA,
pH >13) por 20 min a 4°C. As eletroforeses foram executadas por 20 min a 25 V,
300 mA a 4°C. Apés a eletroforese, as laminas foram cobertas com solucédo de
neutralizagéo (0,4 M Tris, pH 7,5 at 4 °C) (trés vezes, cinco min cada), secas,
fixadas com etanol por 5 min e armazenadas até serem avaliadas. Laminas
controle foram feitas em todas as eletroforeses. onde a fragmentagédo do DNA foi
induzida por exposi¢cao a UV. Para tal, 5 mL de sémen diluido em PBS foram
irradiados com uma lampada germicida de 254 nm (TUV 15W/G15T8 - Philips
Co., Eindhoven, NL), por 20 min, a temperatura ambiente. A fonte de UV ficou a
=20 cm de distancia das amostras.

Os cometas foram visualizados aplicando-se 50 yL de solugdo corante
(1:3000 — GelRed- Biotium, Hayward, CA, USA:agua Milli-Q ) sobre as laminas.
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Estas foram cobertas com laminulas e analisadas em microscépio de
fluorescéncia (Leica DM 5000 B) aclopado a uma camera digital (Leica DFC300
FX). Fotomicrografias (em objetiva de 40x) foram capturadas utilizando o software
Leica Application Suite (LAS v2.7.1). Os cometas foram avaliados visualmente,
sendo categorizados em cinco classes: 0, representando células sem danos
(cometas com caudas quase indetectaveis ou sem) e 1-4 representando danos
crescente do DNA (comprimento da cauda e intensidade). Um total de 100
cometas foram classificados de 0 a 4 em cada amostra. Assim, o indice de danos
de DNA (ID) foi calculado conforme a formula a seguir [33]:

ID = 0x (numero total de cometas “classe 0”) + 1x (numero total de
cometas “classe 17) + 2x (numero total de cometas “classe 2”) + 3% (numero total

de cometas “classe 3”) + 4x (numero total de cometas “classe 4”).

Analises estatisticas

Todos os testes estatisticos foram realizados com o auxilio dos softwares
STATISTICA (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) ou Excel (Microsoft, Redmond,
USA). Os pressupostos como a normalidade e homocedasticidade foram testados
pelos testes de Shapiro-Wilk's e Levene's, respectivamente. As variaveis
paramétricas (dados morfologicos, indices morfométricos, caracteristicas do
sémen e plasma, concentracbes hormonais e caracteristicas espermaticas,
exceto classe de motilidade espermatica e morfologia espermatica) foram
avaliadas por analise de variancia (ANOVA) seguido de Tukey HSD ou teste t de
Student pareado. Ja para as variaveis ndo paramétricas (classe de motilidade
espermatica e morfologia espermatica) foi utilizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis. Todos os testes foram realizados com o nivel de significancia de

a=0,05, sendo expressados como médiatEP.
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Resultados

Dados morfoldégicos, seminais e espermaticos

Os valores médios dos dados morfoldgicos e indices morfométricos estao
representados na Tabela 1. Os valores médios das variaveis CP, PT, K, IGS, IVS
e IHS foram similares entre os grupos (p>0,05).Todos os animais hormonalmente
induzidos neste estudo, inclusive os reespermiados, responderam positivamente
ao tratamento hormonal liberando alguma quantidade de sémen.

As médias de cada grupo e as diferengas estatisticas entre os valores das
variaveis quali e quantitativas do sémen e plasma seminal estdo apresentadas na
Tabela 2. Os valores médios da anomalia espermatica, mobilidade, integridade do
DNA, viabilidade espermatica e proteina total do plasma seminal estdo
apresentados na Fig. 1.

O VE (3,58 £ 0,48 mL) do inicio da estagéo reprodutiva foi inferior ao do
final (7,75 £ 1,29 mL) (Tabela 2). O VE, DE e PE dos animais reespermiados
foram similares aos dos outros grupos, inclusive com relacdo ao grupo que foi
espermiado pela primeira vez na mesma data (coleta intermediaria). Além disso,
nao foram encontradas diferengas significativas (p>0,05) para DE, PS, ions do
plasma seminal (Ca*?, Na*, K*, Mg*? e CI'), osmolaridade e pH (Tabela 2).

Com relacédo as caracteristicas dos espermatozoides (Fig. 1), no grupo
espermiado no final da estacdo encontramos valores reduzidos de taxa de
motilidade, duragdo de motilidade e viabilidade espermatica, bem como taxas
superiores de anomalias espermaticas em relacdo a todos os outros grupos
(p<0,05). A proteina total do plasma seminal e o indice de danos do DNA
aumentaram gradativamente ao longo do periodo investigado (p<0,05). Porém,
observamos no grupo reespermiado valores médios similares aos do inicio da
estacdo, com taxas reduzidas de indice de danos de DNA e proteina no plasma
quando comparadas com os valores dos outros animais espermiados pela

primeira vez, no mesmo periodo de coleta (p>0,05).
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Histologia, hormbnios esteroides e expresséo génica

Os testiculos amostrados no meio da estagdo reprodutiva (21/12/2010)
foram classificados dentro dos seguintes estagios (com as respectivas
frequéncias em parénteses): IV-V (8%), V-VI (84%) e VI-VII (8%) (Fig. 2). No final
do periodo reprodutivo encontramos peixes com testiculos classificados nos
estagios: V-Vl e VI-VII (92 e 8%), indicando avango no processo de regressédo. No
grupo dos reespermiados foram observados testiculos apenas nos estagios 1V-V
e V-VI (50 e 50%).

Os niveis plasmaticos de 17a-OHP (p>0,05) foram similares entre os
grupos antes e apos o tratamento hormonal. Nenhum grupo apresentou elevagao
significativa nas concentragbes plasmaticas de 17a-OHP (p>0,05) apdés o
tratamento hormonal.

Conforme demonstrado na Fig. 3, a concentragao plasmatica média de E;
no final de estagao reprodutiva (antes do tratamento hormonal) (0,208 + 0,059
ng/mL, p<0,05) foi inferior aos demais grupos. Os valores médios de E;, foram
similares entre os grupos apos a indugado hormonal. Elevagdes significativas nas
concentragbes médias (p<0,05) de E, dentro de cada grupo, em virtude do
tratamento hormonal, sé foram detectadas no inicio da estacao (de 0,688 + 0,170
ng/mL para 0,963 £ 0,191 ng/mL) e no grupo dos machos reespermiados (de
0,429 + 0,188 ng/mL para 0,853 £ 0,150 ng/mL) (Fig. 3)

A concentragao plasmatica de T antes da indugdo hormonal foi inferior
(0,063 £ 0,001 ng/mL, p<0,05) no final de estagao reprodutiva (Fig. 3). Os valores
foram similares entre os grupos apdés a inducdo hormonal. Elevacgdes
significativas (p<0,05) nas concentracbes de T durante o tratamento hormonal
foram detectadas no final da estagao reprodutiva (de 0,063 + 0,001ng/mL para
1,310 + 0,285 ng/mL) e no grupo reespermiado (de 0,488 + 0,384 ng/mL para
2,834 £ 0,388 ng/mL). Os valores de 11-KT foram similares entre os grupos antes
do tratamento hormonal (p<0,05). Apds o tratamento hormonal, os valores médios
de 11KT dos grupos do inicio da estagdo reprodutiva e reespermiado foram
superiores (p<0,05) aos demais grupos.

Entre os esteroides analisados, as diferencas mais pronunciadas
observadas durante o tratamento hormonal foram aquelas relativas as elevagdes

nas concentracdes plasmaticas de 11KT. No inicio da estagao reprodutiva e no
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grupo reespermiado, os valores aumentaram =23vezes (de 0,194 + 0,050 ng/mL
para 4,431 £ 0,713 ng/mL) e =27 vezes o nivel basal (de 0,165 + 0,036 ng/mL
para 4,448 + 0,667 ng/mL), respectivamente.

A expressao do gene fshb foi similar (p>0,05) entre os grupos (Fig. 4). Os
perfis das expressdes de lhb e gh foram similares, ou seja, os valores médios do
grupo analisado ao final da estacao reprodutiva foram superiores ao grupo dos
reespermiados (p<0,05). Os valores médios do grupo analisado no meio da

estacéo foram similares aos demais grupos (p>0,05).

Discussao

As caracteristicas do sémen e dos espermatozoides de pacu foram
avaliados ao longo do periodo de desova, por meio de diversos parametros, tais
como: volume de ejaculado, motilidade, duracdo da motilidade, viabilidade
espermatica, morfologia do esperma, proteina total do plasma seminal e indice de
danos do DNA. Observamos que, a ndo ser por um aumento na concentragcao da
proteina do plasma, as caracteristicas analisados do sémen (concentragdo em
ions, osmolaridade e pH) foram constantes. Em contrapartida, observamos uma
pronunciada reducao na qualidade dos espermatozoides do comeco para o fim da
época de desova. Os espermatozoides de melhor qualidade, considerando todos
os aspectos, foram observados nos grupos do inicio da época de desova
(17/11/2010) e reespermiados, sugerindo fortemente que o envelhecimento
celular pode estar relacionado com a queda na qualidade dos mesmos.

O pacu é sabidamente uma das espécies que exige maior experiéncia do
produtor, principalmente no que diz respeito a obtencdo de ovulagdo bem
sucedida, onde concentra-se a maior parte dos problemas, estudos e
conhecimento [34,35]. Por outro lado, os machos nao apresentam dificuldade
para liberar quantidades satisfatérias de sémen que ¢é utilizado
indiscriminadamente, sem critério de sele¢cdo. Normalmente, quando ocorrem
problemas com a qualidade de embrides e larvas as causas sao atribuidas as
fémeas e aos seus ovdcitos. Neste contexto, os resultados obtidos neste trabalho
mostram uma redugdo na qualidade dos espermatozoides de pacu ao longo da
estacdo de desova e que estes devem ser evitados no final da época reprodutiva.
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Diversos trabalhos mostram que espermatozoides de ma qualidade
interferem diretamente no sucesso da fertilizagdo dos ovécitos, gerando embrides
de ma qualidade [14, 36-39]. Assim, produtores de pacu podem estar fazendo uso
de sémen de qualidade inferior, uma vez que o unico critério usado rotineiramente
em pisciculturas € liberar ou nao liberar sémen. E mais agravante ainda, os
machos que liberam maior volume de sémen sio preferidos em relagdo aqueles
que liberam volume reduzido. Neste sentido, considerando a qualidade do sémen,
nossos resultados apontam que a melhor estratégia para esta espécie seria
induzir a reproducédo da espécie no inicio do periodo reprodutivo. Desta forma,
mesmo que um volume menor de sémen espermiado fosse obtido, este
provavelmente teria uma qualidade espermatica superior, por propiciar sémen
com maior numero de células viaveis.

Estudos sobre a qualidade do sémen demonstraram que o conteudo em
ions, a osmolaridade e o pH podem ser correlacionados com a motilidade (para
revisdo: [40]), no entanto, no presente estudo os primeiros mantiveram-se
estaveis e o ultimo reduzido ao final da estagao reprodutiva. Os valores médios de
motilidade e tempo de motilidade do grupo analisado no inicio da estagao
reprodutiva foram superiores aos do grupo analisado no final. Estas diferencas
podem também estar relacionadas ao “envelhecimento” dos espermatozoides,
sendo relatadas redug¢des na motilidade e tempo de motilidade do inicio para o
final da estagao reprodutiva em outras espécies [41].

No nosso estudo, verificamos uma associacdo entre danos de DNA,
anomalias morfolégicas dos espermatozoides e alteragdes nas proteinas do
plasma seminal. E sabido que danos no DNA [42] correlacionam-se com
anomalias morfolégicas em espermatozoides [43, 44]. Além disso, € sabido que
podem existir relacdes de proteinas do plasma seminal com qualidade do sémen
[45-49]. No entanto, infelizmente, ndo existem ainda métodos rapidos que
permitam verificar estas caracteristicas a campo e evitar o uso deste tipo de
sémen, o que seria de grande valia para esta e outras espécies de peixes.

No pacu, as expressdes de /hb e gh foram induzidas no final da estagao
reprodutiva. De forma similar em Oncorhynchus mykiss as expressdes de /hb, gh
foram superiores ao término do processo reprodutivo [50], e de acordo com estes
autores esta elevacdo se associa com uma elevacdo de Lh durante o final da

época reprodutiva. Paralelamente, ja foi demonstrado em machos de bagre
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africano (Clarias gariepinus) que o tratamento com GnRH é capaz de estimular o
aumento da concentracdo de Lh no plasma, mas ndo do Gh [51]. Sabe-se
também que o efeito indutor do GnRH sobre a sintese e liberagdo do Gh é mais
intenso nas fases finais da maturacao testicular [50]. Numa analise conjunta, é
possivel sugerir que as elevagdes das expressdes do /hb e gh no pacu, no final da
estacdo reprodutiva, estdo relacionadas com a fase final da maturagdo gonadal e
a uma possivel acdo do GnRH, mas ndo com a qualidade do sémen propriamente
dita.

As concentrag¢des de 17a-OHP nao se correlacionaram com os resultados
encontrados, pois permaneceram estaveis ao longo da estagdo de desova e antes
e apos as indugdes hormonais. A 17a-OHP ¢é o principal horménio relacionado
com a produgcao da17-alfa-20-beta-dihidroxiprogesterona (principal substancia
envolvida com a ovulagdo) [52] e que, em machos, pode aumentar o volume
seminal [67]. No entanto, ndo observamos uma associagdo clara entre as
concentragbes plasmaticas de 17a-OHP com quaisquer dos parametros
estudados nos pacus machos.

Os grupos que apresentaram sémen de melhor qualidade (inicio de
estacdo e reespermiado) foram também aqueles que apresentaram elevagao
significativa de 11-KT (p<0,05) durante a indugdo hormonal. A 11 KT é o
andrégeno mais potente em peixes [52] e tem papel chave no processo de
espermiacao [53,54]. Neste estudo, observamos que a elevacéo de 11-KT parece
estar relacionada com obtencdo de sémen de boa qualidade no pacu. Por outro
lado, com relagdo as variagdes das concentragcdes plasmaticas da T durante a
indugado hormonal, diferengas s6 foram encontradas em animais reespermiados e
no final da estagdao de desova, portanto ndo se relacionando com a obtencao de
sémen de qualidade superior.

Observamos reducao na concentragao plasmatica de T e E,, no final da
estacao reprodutiva, quando comparado aos demais periodos. Perfil semelhante
a este também foi encontrado em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). O E, tem
funcdo ainda pouco conhecida nos teleésteos machos, mas pode estar associado
a proliferagdo de células germinativas imaturas [21], o que poderia explicar a
reducdo gradativa de sua concentragdo no pacu a medida que o processo de
regressdo se aproximava. Raciocinio similar pode ser desenvolvido para a

testosterona [21], que tem papel na espermatogénese e na produgao de estradiol.
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Portanto, a queda nas concentragdes registradas para ambos esteroides
marcaram o final do periodo de espermiacéo do pacu.

Pelo fato dos espermatozoides comegarem a ser produzidos muitos meses
antes de serem liberados e levarem poucos dias para serem formados [21], é
possivel que espermatozoides “envelhecidos” possam muitas vezes ser o0s
responsaveis por baixas taxas de fertilidade em desovas, nesta e outras espécies.
Neste contexto, a reespermiagado surge como excelente ferramenta que permite
uma renovagao e coleta de espermatozoides recém-produzidos. Os animais
reespermiados permaneceram em maturacdo, mesmo apos 30 dias da primeira
espermiacgao, indicando que esta ferramenta n&o induziu esgotamento, regressao
ou repouso nestes individuos. Neste contexto, € possivel que o GnRHa aplicado
para indugdo hormonal possa ter atuado sobre os pacus reespermiados, a
semelhancga do reportado para o Dicentrarchus labrax tratados com GnRHa onde
se observou aumento de ejaculado e prolongamento da espermiacéo [56]. Assim,
o0 envolvimento da estimulagdo hormonal a espermiagédo e reespermiagcao do
pacu, precisa ser explorado em futuros trabalhos.

Com relagao ao intervalo entre a espermiagéo e reespermiagao, no bagre
africano e em salmonideos, recomenda-se 90 e 7 dias, respectivamente [57,58].
No pacu, o tempo de 35 dias apds primeira coleta de sémen permitiu a
recuperacao dos testiculos, e a produgao de volume similar ao obtido em animais
espermiados pela primeira vez. Dadas as diferencas existentes entre as
caracteristicas do processo espermatogénico entre as espécies de teledsteos,
como necessidade de ablagdo no bagre africano [59], é possivel que a
espermiacao exija um estudo de caso especifico para cada espécie.

A qualidade do sémen e dos espermatozoides de pacu é reduzida
gradativamente ao longo estacao reprodutiva. A indugédo hormonal deve ser
realizada tao logo as fémeas estiverem aptas, no inicio da estagcédo, quando o
sémen é de qualidade superior. Observamos que a reespermiagcao € viavel e
representando também uma interessante alternativa para manter a qualidade de
sémen do pacu ao longo da estacdo reprodutiva, inclusive permitindo que o
sémen possa ser criopreservado para uso posterior. Ademais, observamos, ainda,
que a primeira coleta de sémen para reespermiacdo deve ser realizada o quanto
antes dentro do periodo de desova, pois propiciara s€émen de excelente qualidade

e tempo suficiente para uma segunda coleta.
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Tabela 1 — Morfologia e indices morfométricos (médiatEP) de pacu (Piaractus mesopotamicus) ao
longo do periodo reprodutivo, inicio (17/11/2010), meio (21/12/2010), final (12/02/2012) e
reespermiado (21/12/2010). Comprimento padrdo (CP), massa total (W), fator de condicdo (K),
indice gonadossomatico (IGS), indice vicerossomatico (IVS) e indice hepatossomatico (IHS).

coletas
inicio meio final reespermiado
CP 41,33+0,72° 41,06+1,06" 44,07+1,42° 38,42+0,98"
W+ 2,10+0,07* 2,38+0,22° 2,54+0,21° 1,87+0,10°
K 2,09+0,13* 2,48+0,18" 2,44+0,32° 2,29+0,09°
IGS — 0,76+0,25* 0,80+0,14° 0,84+0,17°
VS — 5,84+0,64° 5,91+0,24° 5,54+0,33°
IHS — 0,80+0,06° 0,64+0,03* 0,92+0,10°
n 7 5 4 4
Letras sobrescritas representam diferengas significativas entre as amostras, para cada variavel

(p<0,05).
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Tabela 2 Caracteristicas e composi¢cdes do sémen e plasma (médiatEP) de pacu (Piaractus

mesopotamicus) ao longo do periodo reprodutivo e reespermiado. Volume espermiado (VE),

densidade espermatica (DE) e producao espermatica (PE).

coletas
inicio meio final reespermiado
VE 3,58+0,48° 6,33+2,49% 7,75+1,29° 6,00+0,54™
DE 6,76+1,58° 6,94+0,34° 4,74+0,29° 5,42+0,26°
PE 26,86+9,32% 454441926  37,50+7,25° 32,6443,47°
pH 8,05+0,10° 8,29+0,02° 8,27+0,02° 8,17+0,03"
Ca'? 0,65+0,02° 0,70+0,03" 0,66+0,03" 0,71+0,02°
Na* 93,8342,69% 97,0043,51% 92,50+3,20° 95,25+1,49°
K* 42,67+2,64° 36,00+2,08" 38,25+0,48° 40,50+2,63°
Mg*? 0,31+0,04° 0,59+0,10° 0,460,107 0,51+0,08"
cr 118,4243,69*  115,20+1,02°  110,98+3,89"  124,25+3,62°

osmolaridade

n

208,50+17,36°

6

190,00+4,36"

4

194,00+5,05"

4

204,75+7,47"

4

Letras sobrescritas representam diferencas significativas entre as amostras, para cada variavel (p<0,05).

Caunesp

89



Doutorando Rafael Yutaka Kuradomi Orientador — Fausto Foresti

classe de motilidade espermatica “lindice de danos no DNA

sec

L] L] v L L] L L]
inicio meio final reespermiado inicio meio final reespermiado

Fig. 1 — Caracteristicas espermaticas, motilidade e proteina total do plasma seminal (médiatEP)
de pacu (Piaractus mesopotamicus) ao longo da estagio reprodutiva e reespermiado. Letras

diferentes representam diferencas entre as amostras para cada variavel (p<0,05).
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Fig. 2 — Frequéncia de testiculos de pacu (Piaractus mesopotamicus) classificados de acordo com
seu estagio da espermatogénese. Estagio IV — presenca de espermatozoides; estagio V —
aumento do numero de espermatozoides maduros em relagdo ao estagio IV, enquanto os
restantes das células germinativas estdo em menor proporgdo; estagio VI — presenga apenas de
espermatozoides e algumas espermatogdnias; estagio VIl — quase todos os espermatozoides
fagocitados pelas células de Sertoli, restando apenas as espermatogbnias primarias e

espermatozoides remanescentes nos tubulos.
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Fig. 3 — Niveis plasmaticos de 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP), 17B-estradiol (E2),
testosterona (T) and 11-cetotestosterona (11-KT) de machos de pacu (Piaractus mesopotamicus)
durante a estacdo reprodutiva e reespermiado. Letras mailsculas diferentes representam
diferengas significativas (p<0,05) ao longo do tempo e reespermiado para “antes da indugéo
hormonal”. Da mesma forma, letras minusculas diferentes representam diferengas significativas
(p<0,05) ao longo do tempo e reespermiado para “apds espermiagao”. * - significa diferenga
(p<0,05) entre “antes da indugdo hormonal’ e “apds espermiagdo” na mesma data e variavel.
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Fig. 4 —Expressao relativa dos genes fshb, Ihb e gh hipdfisario de pacu macho (Piaractus
mesopotamicus) coletados apds espermiacdo, ao longo do periodo reprodutiva e reespermiado.
Letras diferentes representam diferencas (p<0,05) entre os diferentes tempos investigados para o

mesmo gene.
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3. CONCLUSOES GERAIS

No manuscrito | deste estudo observamos que aos 35 dias apods a
introdugéo do implante (dci) de liberagao lenta de sGnRHa houve um aumento no
numero de fémeas de pacu (P. mesopotamicus) aptas a indugdo hormonal. Neste
mesmo manuscrito também foram sequenciado os genes do fshb, Ihb, e efla. Em
fémeas de pacu o implante de sGnRHa teve um efeito indutor para o /hb e nao
para o fshb e gh.

Com os resultados obtidos no manuscrito |l observamos que a qualidade
do sémen de pacu decai ao longo da estagao reprodutiva, especialmente no que
se diz respeito a qualidade do material genético dos espermatozoides, sugerindo
fortemente que o envelhecimento celular pode estar relacionado com a queda na
qualidade dos mesmos. Além disso, o volume espermiado foi superior no final da
estacdo reprodutiva em relagdo ao inicio. Desta forma, deve-se evitar utilizar (para
fertilizacbes) o sémen de pacu no final da época reprodutiva. Contudo, como uma
alternativa para evitar a redugcédo na qualidade do sémen, a “reespermiagao”, que
consiste em espermiar mais de uma vez o mesmo macho durante a estacédo de
desova, se mostrou muito eficiente, restaurando a qualidade do sémen e dos
espermatozoides.

Ainda no manuscrito Il, com relagdo aos niveis de expressdao génica,
mostramos que o /hb e gh estavam induzidos no grupo do final da estacdo
reprodutiva em relagdo ao grupo reespermiado. Assim, aparentemente o pacu
tem o perfil de expressao de lhb e gh associado com o estadio de maturagao dos
testiculos e ndo com a qualidade do sémen. Por outro lado, no pacu a obtencao
de sémen com caracteristicas favoraveis se relacionou com elevagdes nas
concentragbes de 11-KT durante a indug¢do hormonal, ocorrido no inicio da
estagao e nos animais reespermiados.

Analisando os resultados dos dois trabalhos podemos propor um manejo
reprodutivo onde os machos poderiam ser espermiados no inicio da estagao e o
sémen utilizado para diversas finalidades, como por exemplo, criopreservacao
para posterior uso. Concomitantemente, as fémeas receberiam os implantes de
sGnRHa no mesmo momento da primeira espermiacdo dos machos. Assim tanto
machos como fémeas estariam teoricamente aptos para indugao hormonal aos 35

dci, quando os machos seriam reespermiados.
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