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Terapias hormonais aplicadas a reproducdo de Astyanax
altiparanae (Characiformes: Characidae) em cativeiro, fora da

estacao reprodutiva
RESUMO

O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) na natureza, reproduz
durante a primavera-verdo, mas as fémeas permanecem vitelogénicas ao longo de
todo ano, incluindo o periodo de inverno, quando a desova ndo ocorre. O presente
estudo investigou a influéncia da modulacdo da temperatura no eixo hipotalamo-
hipéfise-gbnadas do lambari, fora da estacdo reprodutiva, bem como os efeitos de
diferentes terapias com analogo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRHa).
Foram conduzidos dois experimentos, um com mdltiplas injecdes de GnRHa e outro
com implantes de GnRHa, em duas doses e duas temperaturas da agua, sendo uma
correspondente ao inverno e outra ao verdo. No final do periodo experimental, as
fémeas das condicOes experimentais diferentes foram induzidas a desovar utilizando
gonadotrofina coribnica humana (hCG). A andlise dos dois experimentos em
conjunto, demonstra que independente da forma de administracdo, a suplementacao
de fémeas de A. altiparanae com GnRHa fora do periodo reprodutivo desencadeia
alteracdes no eixo hipéfise-gbnadas, dependentes da temperatura de exposicao, que
aumenta a viabilidade na producdo de larvas desta espécie. As injecdes repetidas
desencadearam uma resposta mais evidente na hipofise de animais em baixas
temperaturas. Os dados dos indices de desempenho na reproducédo induzida
mostraram que a administracdo de GnRHa na forma de inje¢cBes também foi mais
eficiente na producgéo de larvas, quando mantidos em temperaturas mais elevadas,
enquanto o GnRHa na forma de implante resultou em maior producdo estimada de

larvas em temperaturas mais baixas.

Palavras chave: GnRHa, temperatura, desova induzida, estradiol, gonadotropinas,

vitelogenina.
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Hormonal therapies applied to the reproduction of Astyanax
altiparanae (Characiformes: Characidae) in captivity, during the

non-breeding season.

ABSTRACT

The lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) in the wild reproduce during
spring and summer, but females remain vitellogenic throughout the year, including the
winter period, when spawning does not occur. The present study investigated the
influence of temperature modulation on the hypothalamic-pituitary-gonad axis of the
lambari in non-breeding season, as well as the effects of different therapies with
gonadotropin releasing hormone analog (GnRHa). Two experiments were conducted,
one with multiple injections of GnRHa and the other with GnRHa implants, in two
doses and two water temperatures, one corresponding to winter and another of
summer. At the end of the experimental period, females from different experimental
conditions were induced to spawn using human chorionic gonadotrophin (hCG). The
analysis of the two experiments shows that regardless of the administration form, the
supplementation of GnRHa in A. altiparanae females, in non-breeding period, triggers
alterations in the pituitary-gonadal axis, depending on the exposure temperature,
increasing the viability in the production of larvae of this species. Repeated injections
elicited a more evident response in the pituitary gland at low temperatures. The
performance data on induced reproduction showed that the administration of GnRHa
in the form of injections was more efficient in larvae production, when kept at higher
temperatures, while GnRHa implants resulted in higher estimated larval production at

lower temperatures.

Key words: GnRHa, temperature, induced spawning, estradiol, gonadotropins,

vitellogenin.
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1. INTRODUCAO

Teledsteos migradores, quando mantidos em cativeiro, apresentam dificuldades
em completar o ciclo reprodutivo, principalmente nas fases de maturacédo final e
desova (Agostinho et al., 2007a,b; Miranda e Ribeiro, 1997; Resende et al., 1995). A
migracdo € necessaria para o desenvolvimento dos ovarios e testiculos, assim como
a maturacdo dos gametas e desova, e o0 bloqueio da migracdo se torna um
importante obstaculo a reproducéo destas espécies (Agostinho et al., 2007a). Zohar
e Mylonas (2001) sugerem trés diferentes tipos de disfungdes reprodutivas em
fémeas de teledsteos, quando mantidas em cativeiro. No primeiro caso ha falha
completa da vitelogénese, como por exemplo, em algumas espécies de enguias; a
segunda, e mais comum disfuncéo reprodutiva, é a auséncia de maturacao final dos
odcitos, com a vitelogénese progredindo normalmente, mas a quebra da vesicula
germinativa e a ovulagdo ndo ocorrem, como em algumas espécies potamodromas;
e o terceiro e Ultimo caso, ocorre quando as fémeas avancam até as fases de
maturacao final e ovulacdo, mas a desova ndo se concretiza como ocorre em trutas.
Nestes ultimos casos, 0os o06citos normalmente sdo reabsorvidos caso nao sejam

artificialmente extrusados.

Como mencionado, a maioria das espécies de teledsteos tropicais
potamodromos (que fazem migracdo em agua doce) cultivadas no Brasil se
enquadra no segundo tipo de disfuncdo descrita por Zohar e Mylonas (2001). Desta
forma, para dar continuidade a producdo comercial destas espécies ha a
necessidade da inducéo hormonal para a efetivacdo da reproducdo em cativeiro
(Agostinho et al., 2007b). Esse processo de indugdo hormonal corresponde a
suplementacdo de horménios do eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas, com o uso de
hormonios sintéticos ou extratos hipofisarios de peixes doadores (Harvey e
Carolsfeld, 1993; Honji et al.,, 2011). No entanto, esse processo, na maioria das
vezes, s6 é efetivo quando os animais sdo manejados dentro do periodo reprodutivo,
que se da entre a primavera e 0 verdo para a maioria das espécies migradoras

tropicais (Caneppele et al., 2009; Hainfellner et al., 2012; Honji et al., 2009).
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Espécies de clima temperado e elevadas latitudes, em sua maioria, tém sua
reproducédo ocorrendo quando as temperaturas e comprimento dos dias estédo
aumentando, ou seja, na primavera, enquanto que nos peixes tropicais e subtropicais
o periodo reprodutivo parece estar relacionado com o aumento da pluviosidade e
temperatura da agua ou ainda movimentos sazonais nas correntes oceanicas
(Bromage et al., 2001). O processo de maturacdo gonadal envolve um periodo no
qual os olcitos se preparam para ovulacao, entdo fica claro que este processo €
dependente de alguns sinais sincronizadores ambientais anteriores as mudancas

mencionadas nas caracteristicas da agua (Bromage et al., 2001).

A reproducdo em teledsteos como ja dito € modulada por estimulos
ambientais externos (temperatura da agua, fotoperiodo, pluviometria, dentre os
principais), e endogenamente € controlada pelo sistema neuroenddcrino, mediado
pelo eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas (H-H-G) (Migaud et al., 2010). Os estimulos
ambientais captados por receptores sensoriais sdo transduzidos pelo sistema
nervoso e estimulam neurdnios hipotalamicos a sintetizar e liberar um neuro-
horménio chamado Hormoénio Liberador das Gonadotropinas (GnRH), que por sua
vez estimula as células gonadotrépicas localizadas na adeno-hipdfise, a sintetizar e
liberar as gonadotropinas, chamadas de Horménio Foliculo-Estimulante (FSH) e
Hormonio Luteinizante (LH). Outros neuro-hormoénios importantes na modulacéo das
células gonadotropicas hipofisarias sdo o Hormoénio Inibidor de Gonadotropinas
(GnlH), a dopamina, que inibem a sintese e a liberacdo das gonadotropinas
hipofisarias e do préprio GnRH (Tsutsui et al, 2000; Tsutsui et al, 2012; Zohar et al.,
2010) e a kisspeptina que tem papel inibidor ou estimulador do eixo H-H-G, variando
entre diferentes espécies (Zohar et al, 2010). Via corrente sanguinea, o FSH e o LH
chegam as gbnadas e estimulam a producdo dos horménios esteroides gonadais
(Bombardelli et al., 2006).

Em fémeas, o FSH atua nas células da teca do foliculo ovariano, estimulando
as mesmas a captar o colesterol que é convertido em testosterona. Este androgeno &
transportado até as células foliculares onde atua a enzima aromatase que catalisa a
conversdo da testosterona em 17@-estradiol, principal estrogeno nos vertebrados

(Baldisserotto, 2002). O 17B-estradiol, por sua vez age no figado, estimulando a
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sintese de vitelogenina, uma glicolipofosfoproteina, que promove o crescimento do
oocito devido a incorporacao de vitelo (processo também mediado pelo FSH), que
posteriormente serd utilizado para nutricdo inicial das larvas (Lowe-Mcconnel, 1999;
Scholz et al., 2004). Na maioria das espécies de peixes estudadas até o momento,
ainda na fase de vitelogénese, ocorre um aumento nos niveis plasmaticos de 17f3-
estradiol e testosterona, e esse aumento inibe a sintese de FSH, pelo processo
conhecido como feedback negativo, e estimula junto com a acdo do GnRH, a
secrecdo de LH nas fases finais da vitelogénese (Swanson et al.,, 2003). O LH
estimula as células da teca a produzir o progestageno 17a-hidroxiprogesterona
(17a0HP), que é transportado até as células foliculares e convertido a 17a-20p-
dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a20BDHP), principal progestageno responsavel pela
maturacdo final dos odcitos e ovulacdo na maioria dos teleésteos (Lubzens et al.,
2010; Melamed et al., 1998; Swanson et al., 2003).

Retomando as caracteristicas relacionadas a sazonalidade reprodutiva nos
teledsteos, um género que até entdo se afirmava que a reproducdo ocorria na
primavera e verdo é 0 Astyanax que tem 146 espécies validas cadastradas
(Fishbase, 2018) e tem uma ampla distribuicdo geogréfica (Garutti e Britski, 1997).
Astyanax altiparanae é uma das espécies desse género e se diferencia por
apresentar coloracdo amarelada em sua nadadeira caudal e é conhecido
popularmente como lambari-do-rabo-amarelo. Apesar do pequeno porte, €
componente importante na cadeia alimentar do ecossistema, e tem um grande
potencial para aquicultura por apresentar algumas caracteristicas tais como,
facilidade de manejo, aceitacdo de alimento artificial, dimorfismo sexual, alta
prolificidade com o ciclo de crescimento curto, atingindo tamanho para
comercializacdo em cerca de trés meses (Gongalves et al., 2014; Porto-Foresti;
2010). Estas caracteristicas tém levado recentemente o género Astyanax a ser
considerado como um 6timo modelo experimental, principalmente em estudos que
abordam biologia e fisiologia reprodutiva (Brambila-Souza, 2015; Costa, et al., 2014;
Gomes et al., 2013; Gomes, 2015; Jesus et al., 2017; Tolussi et al., 2018).

Outra caracteristica interessante, e recentemente descrita em A. altiparanae é

a capacidade de resposta a reproducédo induzida artificialmente em cativeiro, fora do
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periodo reprodutivo, mais especificamente no inverno (Evangelista et al., 2015). Este
fato pode ser possivel devido ao rapido desenvolvimento ovariano (Lira et al., 2018)
e ao processo de vitelogénese desta espécie que aparentemente ocorrem ao longo
do ano todo, em cativeiro, mesmo com as desovas registradas apenas no verao
guando em ambiente natural (Jesus et al., 2017). Esse fato é importante para o
cultivo e comercializacdo de animais de cativeiro, possibilitando a producédo da
espécie em outros periodos do ano, reduzindo assim o intervalo de entressafra
(Duncan et al., 2013). No entanto, estudos recentes em cativeiro vém demonstrando
que, apesar da predominancia de odcitos vitelogénicos ao longo de todo o ano, o
indice Gonadossomatico (IGS) das fémeas é significativamente mais baixo durante
0s meses de outono e inverno (Jesus et al., 2017), sugerindo um desenvolvimento

incompleto dos o6citos neste periodo.

Apesar dos recentes registros de reproducédo de A. altiparanae fora do periodo
reprodutivo e da plasticidade desta espécie nos processos de vitelogénese, o0s
mecanismos fisioldgicos que modulam esta dindamica ainda ndo foram estudados.
Considerando-se o exposto estudamos essas varidveis fisiologicas, principalmente
na modulacdo do eixo hipofise-gbnadas, de forma a aperfeicoar técnicas que
viabilizem este potencial reprodutivo fora da estacdo, ao que indica inerente a
plasticidade reprodutiva da espécie. Os dados obtidos serdo importantes para
entender as variaveis fisiolégicas que modulam a reproducéo de animais migradores
em cativeiro e como esta espécie mantém a funcéo reprodutiva ativa, mesmo fora do
periodo reprodutivo. Considerando-se que em cativeiro o processo de vitelogénese
do A. altiparanae é plastico e os animais se mantém com odcitos vitelogénicos nos
ovarios (Jesus et al., 2017), este trabalho testou a hipotese que fémeas mantidas em
temperaturas elevadas e/ou induzidas com analogos de GnRH (GnRHa), mesmo no
inverno, apresentam um aumento da expressdo das gonadotropinas hipofisarias e
consequentemente da concentracdo plasmatica de estradiol e do hormdnio indutor
da maturacdo final (MIS, do inglés, Maturation Inducing Steroid), otimizando a

reproducéo fora da estacao reprodutiva, possivel nesta espécie.
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2. OBJETIVO:

Avaliar as bases fisioldgicas que modulam os processos de gametogénese,
maturacao final e ovulacdo em A. altiparanae, fora da estacéo reprodutiva, utilizando

diferentes métodos de aplicacdo e doses de GnRHa aliados a manipulacao térmica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Organismo/Local de estudo

O estudo foi conduzido no Laboratério de Reproducdo do CAUNESP,
Jaboticabal-SP, Brasil (21°15'17 S 48°19'20” W), local contemplado com doze caixas
de 750! e 24 incubadoras de 5l para ovos e larvas. As caixas séo interligadas em
dois circuitos com seis caixas circulares, 12 incubadoras, um filtro biolégico, um filtro
UV e um trocador de calor cada, em um sistema fechado para manutencdo das
temperaturas. Foi feita uma retrolavagem dos filtros por dia, a temperatura, a
concentracdo de oxigénio dissolvido e a condutividade elétrica (HANNA HI98312
DIST®6) foram aferidos uma vez ao dia durante os periodos experimentais. O
laboratorio possui janelas largas, facilitando a utilizacdo do fotoperiodo natural. Os
experimentos de desova foram conduzidos em caixas de transporte adaptadas e
conectadas nas saidas de agua das caixas experimentais, para obtencdo das

mesmas condi¢cdes de temperatura, com capacidade de 3l cada.

As fémeas de Astyanax altiparanae utilizadas neste estudo tinham um ano de
vida e estavam mantidas nos viveiros escavados (5 x 10 m e 1,5 m de profundidade)
do CAUNESP desde o nascimento, alimentadas com ragcdo comercial (Nutripiscis®
1,7mm, 40%) cinco vezes por semana até o inicio do periodo experimental. Estas
foram despescadas com rede de arrasto e pré-selecionadas visualmente de acordo
com o tamanho, transportadas para o laboratério em sacos com agua do proprio
tanque e oxigénio e depois foram colocadas nas caixas. A temperatura na agua das
caixas foi alterada gradualmente (1°C / hora), até atingir as temperaturas desejadas.
As temperaturas experimentais foram 27+2,8°C e 20+0,7 para 0 experimento de

injecdo (chamadas ao longo do texto de 27°C e 20°C) e 28+1,4°C e 20+0,7°C para o
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experimento de implante (chamadas ao longo do texto de 28°C e 20°C). Nas caixas
experimentais as fémeas foram alimentadas uma vez ao dia até a saciedade com a

mesma racgao ja descrita e as caixas foram sifonadas uma vez por semana.

3.2. Delineamento experimental

No inverno do ano 2016, nos meses de julho e agosto, foram conduzidos dois
experimentos, sendo um com inje¢cdes de GnRHa e outro com implantes de GnRHa.
Inicialmente, 240 fémeas adultas de A. altiparanae (por experimento), foram divididas
aleatoriamente em 12 tanques de 7501 (20 animais / tanque) e 6 grupos
experimentais foram estabelecidos (em duplicata), a fim de examinar o efeito
combinado de temperatura e tratamento com GnRHa. Cada periodo experimental foi
de 21 dias (trés semanas). As doses sugeridas foram calculadas com base em
experimentos realizados com outras espécies de teledsteos (Kagawa et al., 2009;
Kanemaru et al., 2012). Medidas profilaticas foram tomadas e a taxa de mortalidade

foi registrada.

No inicio do experimento de gametogénese (antes da primeira injecdo ou
implantag&o), no meio do periodo experimental (11 dias) e no final do experimento de
gametogénese (21 dias), seis fémeas foram amostradas em cada grupo experimental
(trés / tanque). Ao final deste periodo de 21 dias, quatro fémeas de cada grupo
experimental (duas/tanque) foram induzidas a ovulacdo e desova com uma injecao
de 5000 Ul/kg de gonadotrofina coridnica humana (hCG, ovidrel, Merck) e o mesmo
namero de animais (quatro fémeas/grupo) foram injetados com solucdo salina,

considerado como grupo controle.

As quatro fémeas de cada um dos seis grupos experimentais (duas fémeas de
cada tanque replicado) foram colocadas na mesma caixa de desova de 2,5 L com 8
machos (6 caixas de desova com fémeas injetadas com hCG e 6 injetadas com
solucdo salina). Os machos foram induzidos a espermiagdo com 3 mg/kg de extrato
de hipdfise de carpa. Os peixes foram mantidos na mesma temperatura do periodo
experimental prévio e foram mantidas para desovar espontaneamente. Apos a

desova, a fecundidade, o desenvolvimento embrionario e a eclosao das larvas de
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cada caixa de desova foram monitorados e as larvas foram acompanhadas até a
abertura da boca (Figs. 1 e 2). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica n° 228/2015, Instituto de Biociéncias da USP.

3.2.1 Experimento com inje¢des:

As injecbes de GnRHa [des-Glyl0, D-Ala6] (L4513, Sigma-Aldrich) foram
realizadas a cada 7 dias no periodo experimental de 21 dias, sendo entdo trés
injecdes de 1,33ug/g (menor dose) e trés de 2,66ug/g (maior dose) para a
manutencdo das doses finais de 4ug/g e 8ug/g respectivamente (Fig. 1). Os animais
foram pesados individualmente a cada manipulacdo para a correta administracdo da

dose. Assim foram formados os grupos:

Controle 20°C - Injecao de solucao salina (no mesmo volume que nos grupos
com GnRHa);

Menor dose 20°C - Injecdo de GnRHa na dose final de 4 ug/g (final) ;
Maior dose 20°C - Injecdo de GnRHa na dose de 8 ug/g (final);

Controle 27°C - Injecao de solucao salina (no mesmo volume que nos grupos
com GnRHa);

Menor dose 27°C - Injecdo de GnRHa na dose final de 4 ug/g (final) ;

Maior dose 27°C - Injecdo de GnRHa na dose de 8 ug/g (final).
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o Menor dose Maior dose Controle
o T (4pg/g) (8ng/g) 40 fémeas
~ 40 fémeas 40 fémeas

Maior dose
o Me:or/dose (8I /z) Controle
2 (4ug/e) HE/E 40 fémeas
o~ 40 fémeas 40 fémeas

Dias
Aclimatagdo Gametogénese Indugo a desova
1234567 @2 345 6@8 9 10@12 13151617181920@@

| e \
Coleta Coleta

_ N=12/tratamento
o N=12/tratamento / N=8/tratamento
oleta

N=6/tratamento Iniecd 4 Salina
njecdes 4 hCG

Figura 1: Inducdo de fémeas do lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae
a gametogénese, ovulacdo e desova. Injecbes de GnRHa menor dose (4 ug/g) e
maior dose (8 pg/g), divididas em 3 doses semanais, em 20°C ou 27°C. No final do
periodo, os peixes de cada condicdo experimental foram tratados com hCG ou
solucdo salina (controle), para induzir a ovulacdo e desova. As fémeas foram
mantidas na mesma temperatura durante todo o periodo experimental (aclimatacéo,

periodo de gametogénese e inducdo a ovulacdo e desova).

2.2.2. Experimento com implantes:

Os animais foram implantados uma UuUnica vez no final do periodo de
aclimatacdo nas mesmas doses de 4 e 8ug/g de GnRHa, utilizando-se implantes
preparados com EVAc (ethylene-vinyl acetate) (Mylonas e Zohar, 2001) contendo [D-
Ala6, Pro9, NEt] GnRHa (Bachem Bioscience, King of Prussia, PA). Nos animais do

grupo controle, foram implantados microchips do mesmo tamanho dos implantes e
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sem a liberagcdo de nenhum produto, apenas para simular a mesma incisdo do
implante de GnRHa (Fig. 2).

Controle 20°C — Implante de microchip;

Menor dose 20°C - Implante de GnRHa na dose final de 4 ug/g;
Maior dose 20°C - Implante de GnRHa na dose de 8 ug/qg;
Controle 28°C — Implante de microchip;

Menor dose 28°C — Implante de GnRHa na dose final de 4 ug/qg;

Maior dose 28°C - Implante de GnRHa na dose de 8 ug/g.

o Menor dose Maior dose Controle
S A (4ug/g) (Sug/g) 40 fémeas
N 40 fémeas 40 fémeas

Maior d
o Me:or dose (agmr/o)se Controle
= (4ug/e) He/g 40 fémeas
™ 40 fémeas 40 fémeas

Dias

Aclimatagdo Gametogénese InducBo a desova

1234567 @234 56 7 8 910@121314151617181920@@

Col£ta Coleta \

- N=12/tratamento
N=12/tratamento / N=8/tratamento
Coleta -
N=6/tratamento Imolantacs 4 Salina
mplantagdo 4hCG

Figura 2: Inducdo de fémeas do lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae
a gametogénese, ovulacédo e desova. Implantes de GnRHa em menor dose (4 ug/g)
e maior dose (8 pg/g), em 20°C ou 28°C. No final do periodo, os peixes de cada

condigao experimental foram tratados com hCG ou solugdo salina (controle), para
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induzir a ovulacdo e desova. As fémeas foram mantidas na mesma temperatura
durante todo o periodo experimental (aclimatacdo, periodo de gametogénese e

inducdo a ovulacao e desova).

3. 3. Procedimentos especificos
3.3.1. Manipulacdo dos animais

Todas as fémeas foram retiradas do viveiro com rede de arrasto e passaram
por um periodo de aclimatacdo de sete dias, ja nas temperaturas experimentais
desejadas, nas caixas dentro do laboratério. Independente do experimento
considerado, ao final do periodo todas as fémeas passaram pelos mesmos

procedimentos de coleta descritos abaixo.

Os animais foram anestesiados (1 g de benzocaina diluida previamente em 10
ml de etanol e em seguida em 10 litros de 4gua) para coleta de sangue por pungéo
da vasculatura caudal com seringas e agulhas descartaveis e heparinizadas
(heparina sédica, Hepamax®). As amostras de sangue foram centrifugadas & 655,2 g
por 5 minutos e o plasma foi congelado e mantido em freezer —80°C até o
processamento. Em seguida os dados biométricos (cm) e ponderais (g) foram

registrados, com o uso de ictibmetro e balanca digital.

Apos este procedimento as fémeas foram eutanasiadas por sec¢cdo da medula
espinhal na altura do opérculo. Foi realizada uma incisdo ventral no sentido
caudocranial a partir do poro urogenital, os ovarios foram retirados e pesados para o
célculo do Indice Gonadossomatico (IGS), que expressa a porcentagem que 0s
ovarios representam em relacdo a massa total dos animais (IGS = massa das
gonadas x 100/ massa corpOrea); uma porcdo dos ovarios foi seccionada e
armazenada para a caracterizacao histolégica e outra para o célculo da fecundidade
e diametro dos odcitos. O figado e a hipdéfise foram retirados, mantidos em RNA later
por 24h e posteriormente congelados e mantidos no freezer em — 80°C para analise
da expressdo génica de vitelogenina e das subunidades beta do fsh e Ih

respectivamente.
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3.3.2. Andlise da expresséo génica de vitelogenina e horménios hipofisarios (fshf e

1hB)

Extracdo do RNA total

Por conta de sua especificidade filogenética ndo existem no mercado kits
comercias para a determinacéo plasmatica dos hormoénios FSH e LH em teledsteos.
Por este motivo o método mais preciso para avaliacdo da sintese destes hormdénios é
a expressao génica da subunidade beta (8), especifica de cada gonadotropina. A
extracdo do RNA total das amostras individuais de hipofises previamente congeladas
foram realizadas com o kit comercial (RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation

Kit) de acordo com as normas do fabricante.

O RNA total do figado foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Sigma®) que
consiste em uma solucdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina
designado para isolar RNA total de alta qualidade de células e amostras de tecidos
de acordo com as normas do fabricante. Para quantificacdo e andlise da integridade
do material foi feita uma averiguacdo pela andlise da razdo Abs260/Abs280 no
aparelho NanodropTM Spectrophotometer (ND-1000) e foram utilizadas apenas
amostras com a razdo Abs260/Abs280 maiores que 1.7. O RNA purificado foi

estocado e mantido em -80°C.

Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA, foi utilizado kit comercial (SuperScript™ |l Reverse
Transcriptase). Em microtubos de 0,2ml foi adicionado 12 pl de cada amostra na
concentracdo de 10ng/ul para hipdfise e 200ng/ ul para figado, de RNA. Em cada
tubo foi acrescentado 1pl de Randon hexamer (50ng/ul), colocado no termociclador
por 10 minutos a 70°C. Em seguida, as amostras foram colocadas em gelo para
choque térmico (4°C), foi adicionado 5ul de buffer, 2,5ul de DTT e 1,25ul de dNTPs e

colocado no termociclador em 25°C por 10 minutos. Foi dado um novo choque
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térmico, adicionado 0,6ul da enzima e por fim as amostras foram colocadas no

termociclador em 42°C por 50 minutos e em 70°C por 10 min, e estocado em -20°C.

PCR em tempo real

Os primers de PCR em tempo real para o gene da subunidade beta do fsh e |h
desta espécie ja foram desenhados por Jesus et al., (2017) e o primer do gene da
vitelogenina foi desenhado por Tolussi et al., (2018) para A. fasciatus e testados para
A. altiparanae. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada usando 12,5ul de
POWER SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0.5 yM de primer
(forward e reverse) e 2ul do cDNA. A reacao foi incubada por 2 min a 50°C, 10 min a
95°C seguido por quarenta ciclos de 15 s a 95°C e 40 s a 60°C. Ao final destes ciclos
foi realizada uma analise da melt curve para testar a especificidade da reacao que foi
feita em duplicata no Step One Real Time- PCR System (Applied Biosystems). O
gene B-actina foi usado como uma referéncia enddgena para a analise da expressao
relativa da subunidade beta do fsh, |h e vtgA. A expressao génica foi calculada de
acordo com o valor de Ct, que foi normalizado pelo AAct (ddct) com o gene
enddgeno (Livak e Schmittgen, 2001).

3.3.3. Andlises de esteroides

O estrégeno 17B-estradiol (E2) foi quantificado no plasma pelo método de
elisaimunoensaio (ELISA), com uso de kits comerciais da IBL® (International/
Hamburg, Germany). As andlises foram realizadas de acordo com as instru¢gées do
fabricante. As amostras foram testadas para acerto da diluicdo, e como as
concentracdes ficaram acima da curva padréo foi necessaria a diluicdo na relacao de
1:2, utilizando-se como diluidor o tampé&o EIA buffer (Cayman Chemical®). O limite de
deteccédo do teste € de 9,7 pg/ml. A absorbancia foi medida utilizando um leitor de
microplacas (Spectra Max 250 Molecular Devices) em 450 nm. As amostras foram
dosadas em duplicata de acordo com instrucbes do fabricante. O coeficiente de

variacao intraensaio (CV) (18,0%) foi calculado considerando as duplicatas das
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amostras na mesma placa, enquanto o CV interensaio foi calculado considerando-se

amostras analisadas em diferentes placas (17,5%).

O progestageno 17a-20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (do inglés, maturation
inducing steroid, MIS) também foi quantificado no plasma com uso de kit comercial
da Cayman Chemical® de acordo com as normas do fabricante. A melhor diluicéo
variou de acordo com animais tratados ou ndo com hCG em 1:70 e 1:30
respectivamente, as diluicbes foram feitas também com EIA buffer (Cayman
Chemical®). O limite de deteccéo do teste é de 15pg/ml e a absorbancia foi medida
no equipamento citado anteriormente em 405 nm. O coeficiente de variagédo
intraensaio (CV) (19,3%) foi calculado considerando as duplicatas das amostras na
mesma placa, enquanto o CV interensaio foi calculado dentro das amostras

analisadas em diferentes placas (12,3%).

3.3.4. Andlises morfoldgicas:

Histologia dos ovarios

Para verificar o estadio de maturacao gonadal, as amostras retiradas do terco
médio do ovario direito foram fixadas em bouin acético (750 ml de solucdo de &cido
picrico saturada, 200 ml de formol e 50 ml de acido acético glacial) por 24 horas.
Apbs este periodo de fixacdo no bouin acético as amostras foram lavadas em agua
corrente e armazenadas em etanol 70°GL. Para o procedimento histolégico as
amostras foram desidratadas em concentragfes crescentes de etanol, diafanizadas
em xilol (dimethybenzene) e incluidas em paraplast®. Em seguida foram cortadas em
micrétomo (Leica — RM/2255, equipado com navalhas descartaveis) em nove cortes
de 5um de espessura por amostra, e montados em laminas e posteriormente
corados com Hematoxilina e Eosina (Behmer et al., 1976). Ap6s a coloracéo, os
cortes foram novamente desidratados e diafanizadas para fechamento da lamina

com laminula e goma Damar.

O estagio de maturacdo do ovario foi classificado como crescimento primario
(apenas ovocitos perinucleares), crescimento secundario (vitelogénese precoce com
odcitos alveolares corticais), crescimento terciario (vitelogénese com goticulas
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lipidicas formando granulos de vitelo), crescimento final (migracdo nuclear) ou
maduro (oocito ovulado e foliculo pés-ovulatorio) (Rocha e Rocha, 2006) de acordo
com o estagio de desenvolvimento do odcito baseado nos tipos celulares
predominantes de acordo com West (1990) e usando uma analise qualitativa de
laminas histologicas, documentando a presenca / auséncia (+/-) e presenca

frequente / predominante (++ / +++) dos tipos celulares (Gomes et al., 2015).

Determinacdo da fecundidade e didmetro dos oécitos

A fecundidade € definida como o niumero de odcitos liberados a cada desova
(Vazzoler, 1996), sendo assim avaliada em fémeas em crescimento terciario. Para a
analise da fecundidade e do diametro oocitario, as amostras da porcdo média do
ovario direito, devidamente pesados, foram fixadas em liquido de Gilson (Simpson,
1951) e o tecido permaneceu nesta solucao por cerca de 30 dias para a dissolucdo

de tecido envoltorio.

Apos a total dissolucéo dos tecidos envoltorios, os oodcitos foram transferidos
para etanol 70° GL. Para o procedimento de mensuracdo e contagem dos 06citos
estes foram ressuspensos em 1L de etanol 70°GL e retirado 2ml do homogeneizado
de odcitos com uma pipeta Stempel (Hensen Stempel PipetteTM 1806 series; Wildlife
Supply Company, Florida, USA) . Esta subamostra foi transferida para uma placa de
acrilico milimetrada para a medicdo e contagem dos o6citos com o uso de
microscopio e do programa Leica DM1000 (light microscope, Leica DFC295
photographic camera and image capture Leica Application Suite Professional,
LASV3.6). Os diametros foram divididos em onze classes: 0 a 100um, 101 a 200pum
e assim sucessivamente até 1000 a 1100um para se encontrar a porcentagem de
odcitos em cada classe de diametro. Foram considerados como vitelogénicos o0s
oocitos com diametros acima de 601 um, pois foi a partir deste diametro que eles se
apresentaram opacos e com coloragdo escura caracterizando aspecto de
vitelogénico. Todo este processo foi feito em triplicata. Apos as medidas e contagens
dos odcitos foi feita uma média da triplicata e foram calculadas a fecundidade

absoluta (FA), e fecundidade relativa a massa corporea (FR).
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3.3.5. Parametros reprodutivos

Em cada grupo experimental, o sucesso da fertilizacdo (Fertilizagdo = numero
de ovos fertilizados x 100 / nimero total de ovos) foi calculado a partir dos dados
obtidos na caixa experimental. Para calcular o desenvolvimento embrionario e a
sobrevivéncia larval, os ovos fertilizados foram colocados individualmente em placas
de microtitulacdo de 96 pocos (em duplicata), cobertos com uma tampa de plastico e
mantidos sob a temperatura de desova até a eclosdo. O desenvolvimento
embrionario e larval precoce foi avaliado com estereomicroscépio uma vez ao dia,
sendo o numero de embrides vivos registrados 24 h apés a coleta dos ovos. Larvas
eclodidas e viaveis, bem como a absorcdo do saco vitelino também foram
documentadas. A sobrevivéncia dos embries foi calculada como o nimero de ovos
com embribes vivos / numero total de ovos fertilizados carregados nas placas de
microtitulacdo. A eclosao foi calculada como o niamero de ovos eclodidos / niUmero
de embriGes vivos no dia 1. A sobrevivéncia das larvas foi calculada como o numero
de larvas vivas no dia da abertura da boca / nimero de ovos eclodidos. As Unidades
Térmicas Acumuladas (UTA) de desova e incubacdo foram calculadas (temperatura

em graus Celsos * quantidade em horas).

3.4. Analise dos dados

Os dados foram expressos como a média + EPM (erro padrdo da média). O
IGS, fecundidade relativa, diametro do od0cito, concentracdo plasmatica de E2,
expressao génica de FSH, LH e vitelogenina foram comparados com uma anélise de
Modelo Linear Geral (GLM) seguida de testes post hoc de Bonferroni com os fatores
"Tratamento" (tratamento GnRHa durante o periodo de gametogénese) e
"Temperatura” e suas interacgdes. Inicialmente, consideramos o “Tempo” (os trés
tempos de amostragens durante o periodo de gametogénese) como fator usando as
mesmas analises estatisticas, mas nao foram encontradas diferencas estatisticas,
sendo o fator “Tempo” ndo considerado na analise estatistica. A concentracdo do

MIS foi comparada com a anélise GLM seguida de testes post hoc de Bonferroni com
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os fatores "GnRHa" (gametogénese), "hCG" (inducdo a desova), "Temperatura" e
suas interagfes. Em todas as analises, o nivel de significancia foi de 95% (P<0,05).

As andlises estatisticas foram realizadas usando o pacote IBM SPSS Statistic 22.

4. RESULTADOS
4.1. Experimento Injecao

4.1.1. Analise da expressdo génica de horménios hipofisarios (fshB e IhB) e

vitelogenina

A manipulacdo térmica e as inje¢cbes de GnRHa tiveram uma interacéo
significativa na expressao do gene fshB durante o periodo de gametogénese (P =
0,01), com niveis crescentes de GnRHa resultando em maior expressdo do gene

fsh3 em fémeas expostas a 27°C (Fig. 3A).

Da mesma forma, a manipulacdo térmica e as inje¢cdes de GnRHa também
tiveram uma interacdo significativa na expressao do gene /hB durante o periodo de
gametogénese (P = 0,01) em 20°C, mas o efeito foi oposto ao fshB (Fig. 3B). As
fémeas expostas a 27°C tiveram expressdo do gene /hf significativamente menor,
enquanto a terapia com GnRHa na dose mais alta reduziu a expressao do gene |hf3

significativamente nas fémeas mantidas em 20°C.

A manipulacdo térmica e as injecdes de GnRHa ndo tiveram interacdo
significativa na expressao do gene vtgA durante o periodo de gametogénese (P =
0,10), mas as fémeas expostas a 20°C tiveram expressdo do gene VtgA

significativamente menor quando administradas com GnRHa (Fig. 3C).
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Figura 3: Expressédo dos genes fshf (A), IhB (B) e vtgA (C) em fémeas de lambari-do-
rabo-amarelo Astyanax altiparanae apos 21 dias de injecbes de GnRHa. Asteriscos
expressam diferencas estatisticas entre temperaturas no mesmo tratamento com
GnRHa; Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos GnRHa em 20°C

e minusculas em 27°C (P <0,05).

4.1.2. Andlises de esteroides

A manipulagdo térmica e as injecdes de GnRHa tiveram interacao significativa
nos niveis plasmaticos de E2 durante o periodo de gametogénese (P = 0,04), com
niveis crescentes de GnRHa resultando em menor concentracdo plasmatica de E2

em fémeas expostas a 20°C, mas ndo em 27°C (Fig. 4).
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Figura 4. Concentracdo plasmatica de 17p-estradiol (média £ EPM) em fémeas do
lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae apos 21 dias de injecbes de GnRHa.
Asteriscos expressam diferencas estatisticas entre temperaturas no mesmo
tratamento com GnRHa; Letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos
GnRHa em 20°C e minusculas em 27°C (P <0,05).

Os animais de todos 0s grupos experimentais induzidos com solucdo salina
ndo mostraram diferencas estatisticas nos niveis plasmaticos de MIS, e mantiveram
niveis baixos deste horménio quando comparados com as fémeas induzidas com
hCG (Fig. 5). Todos os animais, exceto aqueles do grupo controle, mantidos em
27°C, tiveram sucesso na desova apds a injecdo com hCG e exibiram niveis
plasmaticos mais elevados de MIS quando comparados aos animais injetados com
salina, enquanto todos os animais injetados com solu¢do salina ndo desovaram. Os
animais do grupo controle mantidos em 27°C durante 0 experimento de
gametogénese, ndo exibiram qualquer aumento na concentragcéo plasmatica do MIS
apos o tratamento com hCG, e os niveis de MIS foram significativamente inferiores
aos niveis dos peixes injetados com hCG no grupo controle em 20°C (P = 0,150). Os
niveis de MIS dos animais deste grupo foram também significativamente menores

guando comparados aos outros animais tratados com hCG e mantidos em 27°C (P =
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0,015 para menor dose e P = 0,001 para maior dose) (Fig. 5). Houve interacéo
significativa entre o tratamento com GnRHa, temperatura e injecdo de hCG

(P=0,0001).
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Figura 5: Concentracdo plasméatica (média £ EPM) de 17a-20B-dihidroxi-4-pregnen-3-
ona em fémeas de lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae apos 21 dias de
injecdo de GnRHa e induzidos a desova com hCG. Barras claras significam animais
gque nao desovaram e barras escuras que desovaram. Os colchetes significam
diferencas estatisticas (P <0,05) entre hCG e salina; simbolos significam diferencas

entre temperaturas dentro do mesmo tratamento e letras significam diferencas entre

tratamentos de GnRHa.

4.1.3. Andlises morfologicas

indice Gonadossomatico, diametro dos odcitos e fecundidade relativa

Os valores de IGS (Fig. 6b) e diametros dos odcitos (Fig. 6a) permaneceram
as mesmas durante todo o experimento em todos os tratamentos com GnRHa,
independentemente da temperatura. No entanto, a fecundidade relativa foi maior nos
peixes que receberam a maior dose de GnRHa quando comparados aos animais
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mantidos em 20°C, enquanto em 27°C o0s peixes que ndo foram tratados com

GnRHa apresentaram a maior fecundidade (Fig. 6c).
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Figura 6: Diametro do odcito (A), indice Gonadossomético (IGS) (B) e Fecundidade
relativa (C) (média + EPM) em fémeas de lambari-do-rabo-amarelo Astyanax
altiparanae apoés 21 dias de injecdes de GnRHa. Asteriscos expressam diferencas
estatisticas (P <0,05) entre temperaturas no mesmo tratamento com GnRHa. Letras
mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos com GnRHa em 20°C e

minudsculas em 27°C.

Histologia dos ovarios

Todos os animais de todos os grupos exibiram a mesma propor¢do de oo0citos
perinucleolares (PN) e vitelogénicos (V) nos ovarios que foram classificados como

crescimento terciario (Tabela 1).
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Tabela 1: Classificacdo dos estadios de maturacdo dos ovarios de acordo com a
fase do desenvolvimento oocitario em A. altiparanae expostos a manipulacdo termal

e injecbes de GnRHa.

Tratamento  Temperatura Fase do desenvolvimento POF Estagio de maturagéo
oocitario
Migracgéo
PN CA
Nuclear
20°C ++ - ++ - - - Crescimento terciario
Controle
27°C ++ + ++ - - - Crescimento terciario
20°C ++ - ++ - - - Crescimento terciario
Menor dose
27°C ++ + - - - Crescimento terciario
20°C ++ + ++ - - - Crescimento terciario
Maior dose
27°C ++ + ++ - - - Crescimento terciario

PN: perinucleolar; CA: cortical alveolar; V: vitelogénico; A: atrésico; POF: foliculo pds-ovulatério; +

presente; ++ frequente; +++ predominante; - ausente.

4.1.4. Parametros reprodutivos

As fémeas induzidas com solucdo salina ndo desovaram. Animais induzidos
com hCG desovaram em todos os grupos com excecdo dos animais do grupo
controle mantidos em 27°C. A maior quantidade de odcitos foi observada nos
animais injetados com a menor dose de GnRHa e mantidos em 27°C, porém suas
taxas de fertilizacdo e eclosdo se mantiveram em 50%. Foi feita uma estimativa de
namero larvas de acordo com a quantidade de ovos e suas respectivas taxas, e 0s
melhores valores foram encontrados nas fémeas tratadas previamente com GnRHa

na maior dose. Animais do grupo controle mantidos em 20°C desovaram, porém com
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pouca quantidade de ovos e baixas taxas de fertilizacdo e eclosdo. Apds a eclosao
nao houve mortalidade das larvas até a abertura de boca e ingestédo de alimento vivo
(Tabela 2).

Tabela 2: Parametros reprodutivos em fémeas de A. altiparanae induzidas a

ovulacéo apés 21 dias de injecdes de GnRHa

Tratamento Temperatura Numero de Taxa de Taxa de Horas NuUmero estimado
0VvO0s fertilizacdo (%) ecloséo (%) graus de larvas
20°C 4.010 42 10 330 1.684
Controle

27°C Nao desovou

20°C 8.340 70 47 340 2.743,9
Menor dose

27°C 18.360 50 50 140 4.590,0

20°C 7.960 92 73 340 5.345,9
Maior dose

27°C 9.648 88 83 280 7.046,9

4.2. Experimento com implantes de GnRHa

4.2.1. Andlise da expressdo génica de horménios hipofisarios (fshB e IhB) e

vitelogenina

Os implantes de GnRHa e a terapia térmica resultaram em uma interacao
significativa na expressao do gene fsh@ durante o periodo de gametogénese (P =
0,027), com a maior dose de GnRHa resultando em maior expressao do gene fshf3
em fémeas mantidas em 28°C (Fig.7A). Da mesma forma, a manipulacéo térmica e
implantacdo de GnRHa também apresentaram uma interacdo significativa na
expressao do gene /hB durante o periodo de gametogénese (P = 0,009), com efeito
similar ao fshB (Fig. 7B). Ou seja, a maior dose de GnRHa resultando em maior
expressao do gene fshB e IhB em fémeas mantidas em 28°C.
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Quanto & expressdo genica de vtgA houve interagdo significativa durante o
periodo de gametogénese (P = 0,0001), com a maior dose de GnRHa resultando em
maior expressdo, porem em fémeas mantidas em 20°C, e sem alteracdo dos niveis

de express&o nos animais mantidos em 28°C (Fig. 7C).
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Figura 7: Expresséo dos genes fshB (A), Ihg (B) e vtgA (C) em fémeas de lambari-do-
rabo-amarelo Astyanax altiparanae ap6s 21 dias com implantes de GnRHa.
Asteriscos expressam diferencas estatisticas (P <0,05) entre temperaturas no
mesmo tratamento com GnRHa. Letras diferentes indicam diferengas entre os

tratamentos com GnRHa na mesma temperatura.

4.2.2. Andlise plasmética de esteroides

A manipulacao térmica e implantacdo de GnRHa néo apresentaram interacao
significativa nos niveis plasmaticos de E2 durante o periodo de gametogénese (P =
0,097), mas os animais mantidos na temperatura mais elevada, sem administragéo
de GnRH, apresentaram aumento da concentracdo plasmatica deste esteroide (Fig.
8)
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Figura 8: Concentracdo plasmatica de 17p-estradiol (média £ EPM) em fémeas de
lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae apdés 21 dias com implantes de
GnRHa. Asteriscos expressam diferencas estatisticas (P <0,05) entre temperaturas,

no mesmo tratamento com GnRHa.

Os animais de todos 0s grupos experimentais induzidos com solucdo salina
ndo mostraram diferencas estatisticas nos niveis de MIS, e mantiveram niveis baixos
deste horménio quando comparados com as fémeas induzidas com hCG (Fig. 49sol).
Todos os animais, exceto aqueles do grupo controle mantidos em 28°C, tiveram
sucesso na desova apos a injecao com hCG e exibiram niveis mais elevados de MIS
do que o grupo injetado com salina, enquanto todos os animais injetados com
solucéo salina ndo desovaram. Conforme houve o aumento da dose de GnRHa na
gametogénese houve também um aumento significativo na concentracédo plasméatica
de MIS nas fémeas induzidas a ovulagdo com hCG. Houve interacdo significativa

entre a implantacdo de GnRHa, temperatura e injecdo de hCG (P=0,0001, Fig.9).
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Figura 9: Concentragao plasmatica de 17a-20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (média +

EPM) em fémeas de lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae apoés 21 dias de

implante de GnRHa e induzidos a desova com hCG. Barras claras significam animais

gque ndo desovaram e barras escuras animais que desovaram. Os colchetes

significam diferencas estatisticas (P <0,05) entre hCG e salina; simbolos diferentes

significam diferencas entre temperaturas dentro do mesmo tratamento e letras

diferentes significam diferencas entre tratamentos de GnRHa.

4.2.3. indice Gonadossomatico

A manipulacdo térmica e os implantes com GnRHa ndo apresentaram

interacdo significativa nos valores de IGS (P=0,177), mesmo assim fémeas mantidas

em 20°C apresentaram diminuicdo do IGS no grupo implantado com a maior dose de

GnRHa (P=0,008) (Fig.10).
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Figura 10: indice Gonadossomatico (IGS) (média + EPM) em fémeas de lambari-do-
rabo-amarelo Astyanax altiparanae apos 21 dias com implantes de GnRHa. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos com GnRHa nas

mesmas temperaturas.

4.2.4. Parametros reprodutivos

Animais do grupo controle mantidos em 28°C induzidos com hCG néo
desovaram. As taxas de fertilizacdo para este experimento foram muito baixas
enquanto que as taxas de ecloséo foram todas acima de 70%. A maior desova em
ndameros absolutos se deu em animais do grupo implantados com a maior dose de
GnRHa e mantidos em 20°C que por sua vez também apresentaram a maior taxa de
fertilizacao e eclosdo, gerando assim um maior nimero estimado de larvas para este
grupo. Animais do grupo controle mantidos em 20°C desovaram, porém com indices
muito baixos gerando assim um numero estimado de larvas inferior aos demais
grupos (Tabela 3). Depois da eclosdo foi calculada a mortalidade das larvas até a
abertura de boca, sendo de 3% para o grupo controle, 2% para o0 grupo de menor
dose de GnRH em ambas as temperaturas e 1% para o grupo de maior dose de

GnRH, em ambas as temperaturas.
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Tabela 3: Parametros reprodutivos em fémeas de A. altiparanae induzidas a

ovulacéo apos 21 dias com implantes de GnRHa

Tratamento Temperatura NuUmero de Taxa de Taxa de Horas NuUmero estimado
0VvO0s fertilizacdo (%) ecloséo (%0) graus de larvas
20°C 3.564 28 62 324 609,9
Controle

28°C Nao desovou

20°C 7.718 53 72 270 2.939,6
Menor dose

28°C 8.340 27 72 168 1.620,1

20°C 12.662 55 77 280 5.352,6
Maior dose

28°C 4.884 38 77 243,6 1.429,4
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5. DISCUSSAO

5.1. Experimento Injecdo

O lambari faz pequenas migracdes dentro de seu ambiente natural durante o
periodo reprodutivo (Carolsfeld et al., 2003), e exibe um desenvolvimento ovariano
assincrénico com multiplas desovas dentro da época reprodutiva, ou seja, no verao.
No entanto, quando mantidas em cativeiro, as fémeas ndo desovam sem
manipulacées hormonais ou ambientais (Chehade et al., 2015; Jesus et al., 2017).
Estudos prévios com Astyanax altiparanae (Jesus et al., 2017) e o congénere A.
fasciatus (Tolussi et al.,, 2018) demonstraram que as fémeas mantém o0d0citos
vitelogénicos em seus ovarios durante todo o ano, tanto em cativeiro quanto na
natureza; parecendo aptos portanto, a inducdo a desova induzida o ano todo. No
presente estudo, demonstramos que a manipulacdo térmica durante o inverno,
juntamente com o tratamento com indu¢des hormonais, sdo necessarios para

otimizar a producédo de gametas e a disponibilidade de larvas.

O papel da FSH é bem conhecido na reproducdo de peixes, estimulando a
proliferacdo das oogobnias e a producéo de E2, que por sua vez regula a vitelogénese
pelo crescimento do odcito (Lubzens et al., 2010). A expressao génica de fsh8 em
fémeas de lambari ndo se alterou com inje¢ces de GnRHa nos animais mantidos em
temperatura natural de inverno (20°C). Porém quando as fémeas foram expostas as
temperaturas de verdo (27°C) durante o inverno e foram injetadas com GnRHa, a
expressdo do gene fshB aumentou, resultando também em maiores niveis
plasmaticos de E2. No entanto, na auséncia de inje¢cbes de GnRHa, apenas o
aumento na temperatura foi capaz de aumentar os niveis de E2, indicando que
outros fatores além do FSH plasmatico também podem estar regulando a producéo
de E2. Nas temperaturas de verdo ou inverno, as injecdbes de GnRHa foram
acompanhadas por uma diminuicdo nos niveis de E2, talvez devido a resposta de
feedback do aumento da expressédo do gene fshB. A expressdo de fshf nesta
espécie foi avaliado ao longo do ciclo reprodutivo em fémeas mantidas em cativeiro,

sendo maior no verdo e decrescente do outono para o inverno (Jesus et al., 2017),
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demonstrando o importante papel das pistas ambientais na producdo desse

hormoénio.

E2 estimula a sintese de VTG hepatica em teledsteos e a expresséao de vigA
foi maior em lambaris mantidos em 20°C quando comparado com 27°C. O aumento
da VTG pinocitado pelos odcitos pode alterar a sintese hepatica de VTG, suprimindo
a producéo de E2 (Reading et al., 2017) e a temperatura parece estar afetando esse
processo. Quando as fémeas foram tratadas com GnRHa a vitelogénese ja estava
em andamento, o que pode explicar os efeitos observados apenas na temperatura
mais baixa, sendo que a diminuicdo de E2 no grupo injetado com maior dose de
GnRHa refletiu menor expresséo do gene vtgA, sugerindo que GnRHa compensou o
efeito da temperatura baixa. Os o0citos provavelmente atingiram o diametro
apropriado para maturacdo e ovulagdo com antecedéncia quando suplementados
com GnRHa, possivelmente devido ao feedback negativo de E2, que foi associado
com menor expressao do gene vitgA a 20°C. Durante a fase de vitelogénese, o
aumento dos ovarios € alcancado principalmente devido a incorporacdo de VTG
produzida no figado, em resposta ao aumento dos niveis plasmaticos de E2
(Lubzens et al., 2010). Apesar das diferencas encontradas nos niveis de fsh@, vtgA e
E2, ndo houve alteracdo no IGS, diametro do odcito e histologia gonadal nos
diferentes grupos experimentais. Porém a temperatura parece modular o numero de
odcitos vitelogénicos, pois quando as fémeas de lambari-do-rabo-amarelo foram
mantidas em temperaturas mais baixas, uma dose maior de GnRHa compensou a

fecundidade relativa.

Quando os odécitos completam a vitelogénese, ha uma diminuicdo nos niveis
de FSH em resposta ao feedback negativo de E2 na hipodfise, e ha um feedback
positivo na sintese de LH juntamente com a acdo do GnRH do hipotalamo (Levavi-
Sivan et al.,, 2010). O LH estimula as células da teca a produzir 17a-
hidroxiprogesterona (17a0OHP), que é transportado para as células foliculares e é
convertido em 17a-20B-di-hidroxi-4-pregnen-3-ona (17a20BDHP), o MIS que induz a
maturacdo do odcito na maioria teledsteos (Lubzens et al., 2010). Neste estudo, a
expressdo do gene /hB foi maior em 20°C, como compensagcdo da menor

temperatura, exceto quando GnRHa foi injetado na maior dose, quando
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provavelmente essa compensacao nao foi necessaria devido a maior estimulacdo de
GnRH. No entanto, quando as fémeas de todos estes grupos foram induzidas a
desovar com hCG, no final do periodo de exposicdo ao GnRHa, os niveis de MIS
apos a desova nado foram diferentes nas fémeas expostas as diferentes condices
experimentais. Apenas as fémeas do tratamento controle a 27°C nao desovaram em
resposta ao tratamento com hCG, provavelmente porque foi 0 grupo que apresentou
0S menores niveis plasmaticos de MIS, mesmo expressando /hf3 durante o periodo
de gametogénese, semelhante aos outros grupos. O LH estimula o deslocamento da
via esteroidogénica do foliculo ovariano da producdo de E2 para a producdo de MIS,
que se liga em receptores de membrana dos odcitos ativando a sintese de fatores
promotores de maturacdo que ativam a quebra da vesicula germinativa (Nagahama e
Yamashita, 2008). Os resultados de /h8 combinados com o perfil MIS no lambari-do-
rabo-amarelo sugerem que em temperaturas mais baixas o aumento da expressao
do gene /hB permite a producdo de MIS em niveis que permitem a maturagdo do
oocito, ovulacdo e desova. Quando o GnRHa foi injetado em maiores doses, néo

houve efeito de temperatura na expresséo do gene /hp.

A manipulacédo da temperatura e o tratamento com GnRHa durante o periodo
de gametogénese influenciaram o desempenho na desova do lambari-do-rabo-
amarelo, com fémeas injetadas com maiores doses de GnRHa e mantidas a 27°C
exibindo maior sucesso de eclosdo e estimativa de producdo de larvas. Esse
resultado foi corroborado por Evangelista et al., (2015), que manipularam
temperatura e fotoperiodo durante a inducdo da desova da mesma espécie durante o
inverno. Nossos dados demonstram que a suplementacéo prévia de GnRHa durante
um periodo de 3 semanas otimiza o desempenho da desova, comparado com 0sS

efeitos da manipulacdo de temperatura.

5.2. Experimento Implante

Além do papel ja bem conhecido de FSH na proliferacdo das oogbnias e a
producdo de E2, que por sua vez regula o crescimento do oocito (Lubzens et al.,

2010, Luckenbach et al., 2013) o FSH também exerce um papel de mediacdo da
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pinocitose da VTG no odcito (Tyler et al., 1991; Lubzens et al., 2010 ).. Um estudo
com coho salmon, Oncorhynchus kisutch relatou aumento significativo na expressao
de receptores de FSH em o0d0citos perinucleolares e cortical alveolares (Luckenbach
et al., 2008). No presente estudo a implantacdo de GnRHa gerou diferencas
significativas na expressdo de 6fsh somente em animais mantidos na maior
temperatura. E mesmo com a concentragdo de E2 constante em todos os
tratamentos e a expressdo de vtgA alta nos animais de maior dose a 20°C, o IGS
refletiu esse processo, pois animais tratados a 20°C tem o IGS menor,
provavelmente pela ndo entrada de VTG, devido a baixa concentracdo de FSH
circulante, ja que a sua expresséao esta baixa. O papel do FSH exato na regulacao da
expressao de genes associados ao acumulo de VTG ainda é desconhecido (Lubzens
et al., 2010).

Outro dado importante que este estudo demonstrou foi que apesar da
utilizacdo de implantes de GnRHa ndo aumentarem a expresséo de fshB em fémeas
mantidas a temperaturas de inverno o minimo dessa expressao foi suficiente para
manter a concentracdo plasmatica de E2 constante em todos os grupos, tratados ou
ndao com GnRHa. E ainda, ficou evidente que a manutencdo dos animais nao
tratados em temperatura mais alta foi determinante para o aumento deste esteroide
em relacdo a animais ndo tratados, mantidos em 20°C. Como ja mencionado é
indiscutivel a importancia do FSH para o gatilho da producéo de esteroides, porém a
importancia de outros fatores, posteriores a agdo desta gonadotrofina tem sido
demonstrado (Young et al., 2002). Varios relatos mostram que a estimulagdo por
FSH na producdo de E2 é acompanhada por aumento da expressao de um ou mais
dos genes que codificam proteinas esteroidogénicas ovarianas, incluindo StAR, 3b-
hidroxiesteroide desidrogenase e aromatase (Young et al., 2002; Kagawa et al.,
2003; Nakamura et al., 2003).

A expressao de vtgA teve relacdo oposta a expressao de fshB neste estudo,
ou seja houve também aumento da expressao deste gene em animais implantados
com a maior dose de GnRH, porém somente em fémeas mantidas a 20°C,
provavelmente pela necessidade da producédo desta glicolipofosfoproteina no figado

destes animais a essa temperatura. O processo vitelogénico em animais mantidos
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em 28°C aparentemente ja estaria mais avancado, pois houve expressdo das
gonadotropinas aliadas a um IGS igualmente alto. Como ja mencionado, durante o
ciclo reprodutivo, 0 aumento da massa dos ovarios € caracterizado principalmente
pela captacdo de vitelogenina, em resposta a concentracdo plasmatica de E2
(Lubzens et al., 2010). Devido a estreita relacdo entre o processo de maturagado
gonadal, o aumento do volume e massa dos ovarios, o valor de IGS é considerado
como um parametro importante, e as analises temporais fornecem informac¢des sobre

o periodo reprodutivo das espécies (Vazzoler, 1996, Flores et al., 2019).

Os dados de expressdao de 6lh corroboram com os de 8fsh, ou seja, ha
aumento da expressao desses genes em animais implantados com a maior dose de
GnRHa, mas apenas quando mantidos em altas temperaturas da agua, parecendo
ndo se expressar quando mantidos em 20°C. Esse perfil sugere que em
temperaturas de inverno o implante ndo gerou respostas hipofisarias, principalmente
de expressao de 6lh, jA em temperaturas mais elevadas, houve resposta ao implante.
No entanto, mesmo com essa baixa expressédo, a suplementacdo com hCG foi
suficiente para a producédo de MIS e consequente ovulagdo, pois animais tratados
com GnRH, mesmo em 20°C desovaram. Ja fémeas do grupo controle em 27°C néo
desovaram e em 20°C desovaram com baixos indices reprodutivos e baixa
estimativa de namero de larvas. Este perfil sugere que nos animais nao tratados
previamente com GnRHa (controle) e mantidos em 28°C a falha na ovulacdo e
desova se deu pela deficiéncia de producao do MIS e n&o por insuficiéncia de Ihg .
Animais do mesmo grupo (controle), em 20°C obtiveram altas concentracfes
plasméaticas de MIS em relacdo aos animais injetados com salina, e desovaram,
provavelmente por algum desencadeamento fisiol6gico ndo avaliado por este estudo
que pode, por exemplo, estar relacionado ao estresse que acompanha estes
processos reprodutivos. Animais desta espécie, em cativeiro, quando submetidos a
altas densidades e aumento do volume de entrada de agua no tanque desovam sem
a necessidade de inducdo hormonal (no periodo de primavera/veréao), e estes por
sua vez tem um aumento na concentracdo plasmatica de cortisol indicando assim

uma desova por estresse (Chehade et al., 2015; Parreira, 2015).
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Como relatado anteriormente em todos os tratamentos nos quais houve
desova, a contracdo do MIS esteve mais elevada nos animais estimulados com hCG,
sendo que quanto maior a dose prévia de GnRHa, aliada as altas temperaturas,
maior a concentragcdo plasmatica do MIS. Estes dados, porém ndo foram
corroborados com os dados de desova, sendo que os melhores indices foram
obtidos em animais administrados com a maior dose de GnRHa, mantidos em 20°C.
A manipulacdo da temperatura aliada a manipulacdo do fotoperiodo, durante a
inducdo a ovulacéo e desova em A. altiparanae, fora do periodo reprodutivo, resultou
em resposta a indugdo hormonal, producédo total de ovos e taxa de sobrevivéncia
larval similares a animais induzidos durante o periodo reprodutivo sem manipulacées
ambientais (Evangelista et al., 2015). Estes estudos prévios ja vinham demonstrando
que esta espécie tem a capacidade de se reproduzir (quando ha manipulacao
ambiental) no inverno. Nossos dados investigaram as bases fisiologicas desta
capacidade reprodutiva, demonstrando que se houver uma suplementacédo prévia de
GnRHa, horménio modulador do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas ocorre uma
otimizacdo dos parametros reprodutivos, mesmo fora da estacdo reprodutiva,
demonstrando que ocorre um ajuste fisiolégico nos animais de acordo com a

situacdo a ele imposta.
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5.3. Discussao geral

A analise dos dois experimentos em conjunto, demonstra que independente
da forma de administracdo, a suplementacdo de fémeas de A. altiparanae com
GnRHa fora do periodo reprodutivo desencadeia alteracBes no eixo hipdéfise-
gbnadas, dependentes da temperatura de exposicdo, que aumenta a viabilidade na
producdo de larvas desta espécie, viabilizando uma maior producdo no periodo de

entressafra.

Mylonas et al., (2015) compararam a cinética de desova e as caracteristicas
de producéo e qualidade de ovos de multiplas inje¢cdes de GnRHa versus implantes e
demonstrou que o uso de injecdo repetidas de GnRHa no meagre (Argyrosomus
regiuspode) oferece vantagens significativas em relacdo ao uso de GnRHa de
liberacao controlada. Os autores relatam que ambos os métodos geraram resultados
gerais semelhantes em termos de fecundidade relativa e qualidade de ovos/larvas,
sucesso da eclosdo e da sobrevivéncia larval, mas as injecdes tiveram resultados
mais consistentes de desova e podem oferecer melhor controle da producdo de
ovos. No presente estudo, mesmo os dados ndo sendo comparados estatisticamente
entre os experimentos, em uma visdo geral observamos resultados semelhantes aos
descritos por Mylonas et al.,, (2015) mostrando que as inje¢cOes repetidas
desencadearam uma resposta mais evidente na hipofise de animais em baixas
temperaturas, como por exemplo na expresséao de IhB e vitgA. Além disso, os dados
dos indices de desempenho na reproducao induzida mostraram que a administracéo
de GnRHa na forma de inje¢cdes foi mais eficiente na producédo de larvas quando
fémeas e descendentes foram mantidos em temperaturas mais elevadas, enquanto o
GnRHa na forma de implante resultou em maior producdo estimada de larvas em

temperaturas mais baixas.

Outro fator importante evidenciado nestes estudos foi que os animais dos
grupos controle, de ambos os experimentos, ou seja, animais sem administracdo de
GnRHa, ndo apresentaram muitas alteracdes fisioldgicas, independente do
experimento em questéo, com excec¢ao de duas variaveis analisadas, a expressao de

IhB e vtgA que apresentaram baixa expresséo em 20°C no experimento de implante
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porém tiveram seus maiores valores no experimento de injecdo. Como ja
mencionado, os animais utilizados no experimento de injecdo foram manipulados a
cada 7 dias, mesmo aqueles dos grupos controle, nos quais foi injetado solucéo
salina e os animais do experimento implante foram manipulados apenas no primeiro
dia do experimento de gametogénese. Estas informagdes sao relevantes
considerando-se 0s processos aqui relatados de desova seguida de inducdo ao
estresse destes animais (Chehade et al., 2015; Parreira, 2015). A avaliacdo da
condicéo de estresse dos animais nao foi objetivo deste trabalho, mas pode explicar

a desova dos animais mantidos em 20°C sem indu¢cdo com GnRHa.

6. CONCLUSAO

Em resposta ao objetivo inicialmente proposto, o presente estudo confirmou
que fémeas de A. altiparanae mantém um grande namero de odcitos vitelogénicos no
inverno, e que é possivel estimular a maturacdo final desses odcitos, produzindo
ovos e larvas viaveis, ap0s a inducdo hormonal com hCG. A manipulacdo térmica,
com temperaturas de verdo, aumentou 0 numero de ovos e assegurou um bom
desempenho reprodutivo em ambos os experimentos. No experimento de injecéo, a
manipulacdo térmica aliada a manipulacdo hormonal gerou resultados mais efetivos
guando considerada a estimativa de producéo de larvas, porém animais mantidos em
baixas temperaturas e induzidos com GnRHa também apresentaram resultados
expressivos, demonstrando que a indugdo a gametogénese por injecdo gera ajustes
fisiologicos em A. altiparanae otimizando os parametros reprodutivos. J& no
experimento com implantes, as fémeas mantidas em menores temperaturas e
induzidas com GnRHa, apresentaram melhores resultados quando considerado o

ndamero estimado de larvas, mesmo sem variagdes fisioldgicas tdo evidentes.
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