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‘Devemos julgar um homem mais pelas
suas perguntas que pelas suas respostas.”

Voltaire

“‘Nenhum passo para tras que nao seja para tomar impulso.”
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RESUMO

A reproducdo de peixes € um dos processos mais importantes para a
piscicultura, sendo a reproducao artificial um dos manejos de criagdo mais
estressantes para os animais, devido a todo o manejo envolvido. Esse estresse
desencadeia a producgao de cortisol, que pode provocar problemas na reproducao e
nas larvas. Dessa forma, um maior conhecimento do estresse na reproducédo &
necessario, para se estabelecer rotinas e modelos de manejo mais adequados.
Assim, o presente estudo teve como objetivo, verificar o efeito do cortisol
administrado por meio de injecdo intraperitoneal na reproducédo de fémeas de
matrinxa (Brycon amazonicus), no desenvolvimento embrionario e no desempenho
inicial das larvas. Para isso, foram realizados 2 experimentos, nos meses de
novembro e dezembro de 2007 e 2008. Utilizou-se no total, 24 fémeas e 18 machos
de matrinxas, onde as fémeas, no momento da indugdo hormonal com EPC para a
reproducao, recebiam uma injecao intraperitoneal de solugao de cortisol, de acordo
com os tratamentos (4 fémeas por tratamento), 2007: E1 (Controle) e E2 (10 mg/kg
cortisol) e em 2008: E3 (Controle), E4 (0,1 mg/kg cortisol), E5 (1 mg/kg cortisol) e E6
(5 mgl/kg cortisol). Apos a reproducao, foram verificadas as taxas de fertilizagéo e
sobrevivéncia pré-eclosao e coletados sangue, ovos e larvas dessas fémeas para as
analises de microscopia e biométricas. Os tratamentos com cortisol apresentaram
uma menor taxa de fertilizacdo e menor sobrevivéncia pré-ecloséo, além de alguns
tratamentos apresentarem tamanho reduzido das larvas na ecloséo e ao longo das
coletas. Na microscopia, podemos observar que ovos de tratamentos com cortisol
tiveram uma aceleracao nas divisdes celulares, no desenvolvimento embrionario das
dosagens mais baixas e maior desenvolvimento do sistema digestério nas larvas
com até 24h de vida, porém com muitas deformidades em estruturas corporais e da
cabeca, reduzindo o tempo de vida dessas larvas. Pode-se concluir que o cortisol
causa efeitos deletérios na reproducdo de fémeas de matrinxds e no
desenvolvimento de sua prole e um manejo estressante durante a reproducéo pode

causar os mesmo efeitos observados nesse estudo.

Palavras-chaves: estresse, cortisol, reproducéo, larvas, matrinxa
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ABSTRACT

The reproduction of fish is one of the most important for fish farming and the
artificial breeding is one of the most handling stressful, because of all the
management involved. This stress triggers the production of cortisol, which can
cause problems in reproduction and larvae. Thus, a greater understanding of stress
on reproduction is necessary to establish routines and management models more
suitable. The present study aimed to evaluate the effect of cortisol administered via
intraperitoneal injection on reproduction in female fish (Brycon amazonicus), in
embryonic development and initial performance of the larvae. For this, 2 experiments
were conducted in the months of November and December of 2007 and 2008. We
used a total of 24 females and 18 males matrinxas. Females in moment of hormonal
induction EPC for reproduction received an intraperitoneal injection of cortisol
solution, according to the treatments (4 females per treatment), 2007: E1 (Control)
and E2 (10 mg / kg cortisol) and in 2008: E3 (Control), E4 (0.1 mg / kg cortisol), E5 (1
mg / kg cortisol) and E6 (5 mg / kg cortisol). After reproduction, were observed
fertilization rates and survival pre-hatching and collected blood, eggs and larvae of
these females for microscopic analysis and biometrics. Treatments with cortisol had a
lower fertilization rate and lower survival pre-hatching, and some treatments make
small size of larvae at hatching and during the experimental period. In microscopy,
we observed that treatment of eggs with cortisol had an acceleration of cell division in
embryonic development of lower dosages and further development of the digestive
system in larvae up to 24 hours of life, but with many deformities in body structures
and head, reducing the lifetime of these larvae. It was concluded that cortisol causes
deleterious effects on reproduction of female matrinxds and development of their
offspring and a stressful handling during reproduction can cause the same effects

observed in this study.

Keywords: stress, cortisol, reproduction, larvae, matrinxa



1. REVISAO DE LITERATURA

A reproducdo de peixes é um dos processos mais importantes para a
piscicultura, sendo a reproducao artificial um dos manejos de criagdo mais
estressantes para os animais.

Além de todos os fatores fisicos, quimicos e biolégicos envolvidos na criagao
intensiva dos peixes, 0 manejo necessario para a desova, como captura, selecéo de
reprodutores, transporte, pesagem, injecdo hormonal entre outros, sdo altamente
estressantes e podem causar alteracdo na capacidade reprodutiva dos peixes
(BARTON & IWANA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997; PANKHURST & VAN Der
KRAAK, 1997; PANKHURST & VAN Der KRAAK, 2000; MYLONAS et al, 2009;
BOBE & LABBE, 2009; MILLA et al., 2009).

O estresse pode ser definido como uma condicdo na qual o equilibrio
dinamico, ou homeostase biologica, de um determinado organismo € perturbado ou
influenciado por um estimulo intrinseco ou extrinseco, denominado de estressor
(PICKERING, 1981). Isso desencadeia, pelo sistema nervoso central (SNC) e pelo
sistema hormonal, um conjunto de reagcées que compdem a resposta de estresse.
Essa resposta prepara o animal para uma situacdo de “luta ou fuga”, ou seja, os
animais submetidos ao estimulo fogem, evitando o estressor, ou se ndo podem fazé-
lo, reagem e lutam para conviver com o estressor (BARTON & IWANA, 1991).

Embora a ativagdo crénica de respostas de estresse possa ser prejudicial,
poucos individuos podem sobreviver por muito tempo se seus organismos nao forem
capazes de reagir. Essa resposta aparece como uma série de mudancgas organicas,
fisiolégicas e comportamentais, que envolve um amplo conjunto de sistemas
regulados pelo cortisol, como a atividade neural e comportamental (de KLOET et al.,

2005), o metabolismo energético e iénico (MOMMSEN et al., 1999) e a resposta
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imune (BARNES, 2006), que aumentam as probabilidades de sobrevivéncia imediata
(BARTON & IWANA, 1991). Porém, essa ameaca continua ou crbénica pode resultar
em danos ao sistema imune, crescimento e capacidade reprodutiva dos peixes
(WENDELAAR BONGA, 1997).

As respostas desencadeadas pelo sistema nervoso central sdo controladas
por um complexo sistema neuroendoécrino, com dois eixos principais: o sistema

simpatico — cromafim e o eixo hipotalamo — pituitaria — interrenal (Figura 1).

Estimulo ambiental estressor

S

Sistema nervoso central

v

Hipotalamo
Pituitaria
Células cromafins Células interrenais
Catecolaminas Corticosteroides
(adrenalina, noradrenalina) (cortisol)
e JILY AIAN
primarios
Efeitos Efeitos metabdlicos, hematoldgicos, osmorregulatérios,
secundarios cardiorrespiratorios.
Efeitos

Preiuizos no crescimento. resposta imunoldgica e reproducio.

terciarios

Figura 1: Esquema ilustrativo das respostas fisiologicas de peixes a estressores ambientais.CRH —
hormonio liberador de corticotropina; ACTH - hormdnio adrenocorticotrépico Adaptado de Urbinati &
Carneiro, 2004.
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O primeiro eixo consiste de uma estimulagdo do sistema cromafim, no rim
cefélico, por fibras do sistema nervoso simpatico e a liberagcédo, pelas células
cromafim, de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) que desencadeiam uma
resposta e produzem um efeito imediato. O segundo eixo consiste na estimulacao
em cascata do hipotalamo, com aumento nos niveis circulantes de CRH (horménio
liberador de corticotropina), da pituitaria, com liberagdo de ACTH (horménio
adrenocorticotropico), e do tecido interrenal, no rim cefalico, com liberagdo de
cortisol (URBINATI & CARNEIRO, 2004).

Tanto as catecolaminas quanto o cortisol sdo o0s responsaveis pelo
desencadeamento das respostas secundarias, como alteracdo no metabolismo
energético, hematoldgico, osmorregulatério e cardiorrespiratorio, respostas
fisiolégicas necessarias dos peixes para se adaptar as situagcbes adversas
(URBINATI & CARNEIRO, 2004).

Assim, o cortisol € um importante horménio ligado ao estresse e sua
influéncia na reprodugédo tem sido pesquisada, mas seus efeitos ainda n&o sao
totalmente conhecidos, podendo agir em varios niveis do sistema endocrino
reprodutivo dos peixes.

A GTH-lI e GTH-II sdo horménios importantes na reprodugao dos peixes. A
GTH-I é funcionalmente similar ao hormdnio foliculo estimulante (FSH) e a GTH-II é
similar ao horménio luteinizante (LH) dos mamiferos (SCHULZ et al., 2001).

Esses horménios s&o produzidos na pituitaria e sdo levados pelo sangue até
0s ovarios e os testiculos, onde estimulam a producdo dos esterdides gonadais,
estradiol, progesterona, testosterona e 11-cetotestosterona, que atuam na definicao
de caracteres sexuais secundarios, vitelogénese, formacdo e maturacdo de

gametas, ovulagdo e espermiacao, sendo que o cortisol pode provocar a redugéo na
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producdo de GTH-I e GTH-Il (PANKHURST & VAN Der KRAAK, 1997; PANKHURST

& VAN Der KRAAK, 2000) (Figura 2).

GnRH DA
* GtHI GtHII

U

" GtH plasma

/]

* Espermiacdo |_|* ;/X
/e amy/ e\

17,20BP T—»F,

Vtg figado

Vtg plasma

* Maturacdo de / ‘
ovocitos 11-KT Crescimento
de ovocitos

* 11-KTeT
Caracteristicas Espermatogénese;
sexuais Ovario/testiculo
secundarias

Figura 2: Niveis de interferéncia do estresse na reprodugéo de teleésteos. Os asteriscos mostram os
efeitos inibitérios do estresse. As vias s&o estimulatérias, exceto se indicado (-). Legenda: DA —
dopamina; E, — 17B-estradiol; GhnRH — horménio liberador de gonadotropinas; GtH — gonadotropinas;
11-KT - 11-cetotestoterona; 17,20BP — 170, 20B-diidroxi-4-pregnenona; T — testosterona; Vtg —
vitelogenina. Urbinati & Carneiro, 2004 (Adaptado de Pankhurst e Van der Kraak, 1997)

Alguns trabalhos ja demonstraram em diferentes espécies os efeitos
negativos do cortisol nas gbnadas e na producédo dos hormdnios da reproducao.

O aumento do cortisol plasmatico obtido por implante de pellets de cortisol
provocou a diminuicdo do peso dos testiculos e da testosterona plasmatica, em

machos de truta marrom (CARRAGHER et al., 1989). Nas fémeas maduras, ocorreu
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diminuicdo do 17-B estradiol (E;), da testosterona e da vitelogenina, além da
diminuicdo do peso das gdnadas.

Em fémeas de tilapia tratadas com implante de cortisol, também ocorreu a
diminuicdo do indice gonadossomatico, tamanho do ovdcito, testosterona e estradiol
plasmaticos, ap6s sete dias ou mais de tratamento (FOO & LAM, 1993).

Por outro lado, foliculos ovarianos de Carassius auratus, Cyprinus carpio e
Pagrus auratus incubados in vitro ndo sofreram inibicdo da producgéo de testosterona
e de 17-B estradiol (Ez) quando tratados diretamente com cortisol (PANKHURST et
al., 1995).

Outra importante proteina envolvida na reproducéo dos peixes, a vitelogenina
(Vtg), intimamente ligada ao sucesso reprodutivo dos vertebrados oviparos, também
é influenciada pelo estresse.

A sintese da vitelogenina é um processo estimulado pelo 17-B-estradiol (E>)
envolvendo o controle coordenado entre o hipotalamo, pituitaria, figado e génadas
(Figura 2). A vitelogenina é sintetizada no figado de peixes oviparos, transportada
até os ovarios onde é sequestrada e incorporada nos ovécitos durante o seu
desenvolvimento, constituindo a principal fonte de nutricdo do embrido durante o
desenvolvimento inicial (COPELAND et al., 1986; THOMAS, 1990).

Em trutas arco-iris, o estresse de confinamento de fémeas reprodutoras por 2
semanas resultou em menor quantidade de vitelogenina plasmatica e diminuigdo do
tamanho dos ovécitos (CAMPBELL et al., 1992).

A origem do cortisol dos ovos e larvas também é outro importante ponto de
estudos, podendo existir diferengas na ontogénese do cortisol devido a diferencas
de histéria natural, espécies de peixes e o desenvolvimento das estruturas

relacionadas com o eixo hormonal.
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Espécies como a Lampetra planeri e o Paralichthys olivaceus comegaram a
secretar o horménio na metamorfose, fase onde ocorrem grandes mudangas
estruturais no corpo dos animais (SEILER et al., 1983; de JESUS et al., 1991).

Larvas de Paralichthys dentatus aos 21 dias pos-eclosdo, ou seja, mesmo
antes do inicio da metamorfose, j& possuem o eixo hipotdlamo — pituitaria —
interrenal totalmente funcional, controlando a produc¢ao de cortisol por meio de um
mecanismo de feedback (VEILLETTE et al., 2007).

Estudos com Oncorhynchus mykiss no inicio do desenvolvimento mostraram
que o eixo hipotalamo — pituitaria — interrenal pode responder ao estresse ja aos 14
dias, com secrecao do cortisol (SUZUKI et al., 1997).

Larvas de Polydactylus sexfilis entre 7 e 25 dias de idade sofreram aumento
nas concentragcdes de cortisol, ocorrendo variagdes de acordo com as condigdes
ambientais de onde foram criadas, como diferentes valores de pH, concentragbes de
salinidade e ions de iodo (WITT et al., 2009).

Em larvas de Sciaenopus ocellatus ocorreu uma diminuicdo da concentragcao
do cortisol da eclosao até 25 dias de vida, mas ao final desse periodo as larvas ja
eram capazes de aumentar a concentracdo de cortisol quando submetidas a
estresse agudo e de acordo com a colonizacdo do habitat (PEREZ-DOMINGUES &
HOLT, 2006).

O cortisol foi encontrado em larvas de Sparus sarba com 1 dia apés a eclosao
e teve niveis crescentes até as larvas atingirem 7 dias de vida, podendo esse
aumento ser resultado de producdo endogena dessa fase inicial (DEANE & WOO,

2002).
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Apo6s a fertilizacdo, embrides de Seriola quinquerodiata apresentaram niveis
de cortisol aumentados, sugerindo que o eixo hipotalamo — pituitaria — interrenal
pode estar funcional no momento da desova (SAMPATH-KUMAR et al., 1997).

Cinquenta horas apo6s a fertilizagcdo dos ovos de carpa, os embrides tinham
niveis de cortisol aumentados quando sujeitos ao manuseio, indicando
funcionalidade da pituitaria e da interrenal no periodo de incubacado (STOUTHART et
al., 1998).

Entretanto, em Oreochromis mossambicus e Oncorhynchus mykiss, os altos
niveis de cortisol presentes em ovos recém fertilizados declinaram até a eclosao,
sugerindo que o cortisol de origem materna foi usado no inicio do desenvolvimento
embrionario (HWANG et al., 1992; BARRY et al., 1995).

Cortisol e hormonios tireoidianos foram detectados em ovos de Sparus
aurata, sendo que esses horménios eram de origem materna. O padrao de alteragcao
nas concentragdes de cortisol foi parecido com o do hormdnio tiroxina (T4), tendo
ambos decrescido ao longo do tempo. Nos ovos fertilizados, o cortisol foi diminuindo
durante a incubagdo até a eclosdo e aumentou significativamente nas larvas,
proximo as fases de grandes mudancas, como na primeira alimentagdo, na
formacao dos raios das nadadeiras, flexdo da notocorda e transformag&o do corpo
(SZISCH et al., 2005).

Os estudos sugerem que o cortisol presente nos ovos € de origem materna,
porém esta hipétese ndo pode ser totalmente confirmada, pois em alguns casos
existe um aumento do cortisol embrionario e larval, indicando a produgédo enddcrina
ap6s a eclosdo dos ovos em varias espécies, mas com padrbes de aumento

diferenciados entre as diferentes espécies.
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A transferéncia do cortisol da progenitora para a prole é incerta em
Oncorhynchus mykiss, no qual, nas primeiras duas semanas apds a eclosao, nao
houve evidéncia de resposta de estresse ao manuseio. Pode ocorrer transferéncia
de cortisol, porém a larva parece nao possuir, ainda, desenvolvimento completo do
eixo hipotalamo — pituitaria - interrenal, ndo demonstrando resposta ao estresse,
tanto in vitro como in vivo (BARRY et al., 1995).

Os trabalhos disponiveis, relacionados a estresse, utilizam ovécitos e larvas
de peixes de aguas temperadas (SEILER et al., 1983; de JESUS et al.,, 1991;
BARRY et al., 1995; VEILLETTE et al., 2007), que possuem um tempo de
desenvolvimento embrionario e larval muito maior que os dos peixes tropicais, ou
ainda uma biologia reprodutiva diferenciada, como Siganus guttatos que apresenta
desova parcial e o estresse produziu aumento na desova (AYSON, 1989).

Em peixes tropicais, existem poucos estudos sobre o estresse e seus efeitos
na reproducao. Alguns exemplos sao os estudos sobre os efeitos do cortisol materno
na prole e na maturacdo dos ovos de matrinxd (BRINN, 2003) e estudos que
envolvem a ontogenia e formagao do eixo hipdéfise — pituitaria — interrenal em larvas
de matrinxa (GANECO, 2007).

Um maior conhecimento da fisiologia dos peixes utilizados nas pisciculturas
brasileiras torna-se necessario visando solugbes que minimizem os efeitos
estressores comuns na rotina do cultivo. E necessario, portanto, o estabelecimento
de um modelo de monitoramento do estresse que possa ser aplicado as espécies
reproduzidas no Brasil, de modo a propor manejo mais adequado na reproducéo dos

peixes.



2. OBJETIVO
Verificar o efeito do cortisol administrado por meio de injecao intraperitoneal
na reproducao de fémeas de matrinxd (Brycon amazonicus), no desenvolvimento

embrionario e no desempenho inicial das larvas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais e periodos da realizagao dos experimentos

O presente estudo foi realizado no Centro de Pesquisa e Gestdo de
Recursos Pesqueiros Continentais CEPTA/ICMBIo, localizado no Municipio de
Pirassununga, Estado de S&o Paulo, Brasil (21° 56 S e 47° 22° W) e no
Laboratério de Fisiologia de Peixes, do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

Os experimentos foram realizados em dois periodos reprodutivos. O
primeiro experimento foi realizado nos meses de novembro e dezembro de
2007, enquanto o segundo experimento foi realizado nos meses de novembro e

dezembro de 2008.

3.2. Animais e instalag6es experimentais

Foram utilizados exemplares adultos de matrinxa, provenientes de
reprodugéo induzida e fornecidos pelo CEPTA/ICMBio. Para o primeiro
experimento, foram utilizadas 8 fémeas (4 fémeas por tratamento) e 8 machos.
No ano seguinte, para a realizagdo do segundo experimento, foram utilizadas 16
fémeas (4 fémeas por tratamento) e 10 machos. Os lotes foram mantidos em
viveiros escavados de terra e alimentados com racao comercial (28% P.B.),

oferecida duas vezes ao dia (5% da biomassa/dia).
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Os reprodutores foram pesados para o calculo das doses hormonais de
inducdo a desova segundo WOYNAROVICH & HORVART (1983). A selecéo
dos reprodutores foi realizada de acordo com a técnica de inspecao visual,
apalpacao abdominal e caracteres sexuais secundarios (BERNARDINO et al.,
1993).

Os reprodutores selecionados foram transportados para o Laboratério de
Propagacao Artificial e Genética de Peixes do CEPTA/ICMBIo. No laboratério, as
fémeas foram marcadas com fios coloridos presos na nadadeira dorsal para
posterior identificagao.

Os peixes foram mantidos em trés caixas de alvenaria com capacidade
para 3000 L, com renovacgdo continua de agua, sendo duas caixas destinadas
as fémeas e uma caixa aos machos.

A inducgéo foi realizada com extrato de pituitaria de carpa (EPC). As
fémeas receberam uma dose preparatoria de 0,5 mg/kg p.v. e uma segunda
dose 10 horas apés a primeira, de 5,0 mg/kg p.v. Os machos receberam apenas
1 dose de EPC (1 mg/kg p.v.), no momento da segunda dose das fémeas

(WOYNAROVICH & HORVART, 1983).

3.3. Tratamentos

No momento da injecdo da dose preparatéria, as fémeas receberam a

aplicagao intraperitoneal de uma solugcédo de cortisol. As solu¢des de cortisol

foram preparadas para que o volume injetado nas fémeas nao ultrapassasse 1
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ml e contivesse a quantidade de miligramas de cortisol por quilo de peixe vivo
estabelecidos nos tratamentos. Os tratamentos variaram de acordo com os

experimentos e seguiram os seguintes protocolos:

2007:
- E1: 0 mg/kg de peixe + solugéo fisioldgica (n=4 fémeas)

- E2: 10 mg/kg de peixe de hidrocortisona Sigma® + solugao fisiolégica (n=4 fémeas)

2008:

- E3: 0 mg/kg de peixe + solugao fisiologica (n=4 fémeas)

- E4: 0,1 mg/kg de peixe de hidrocortisona Sigma® + solugao fisiologica (n=4 fémeas)
- E5: 1 mg/kg de peixe de hidrocortisona Sigma® + solugao fisiologica (n=4 fémeas)

- E6: 5 mg/kg de peixe de hidrocortisona Sigma® + solugao fisiologica (n=4 fémeas)

Os ovécitos foram extrusados, nas fémeas que responderam a inducgéo
hormonal, e colocados em bacias plasticas para a fertilizagdo. Apods a extrusao e
pesagem dos ovocitos de cada fémea, foi preparada uma mistura com
quantidades iguais de cada fémea, dentro de um mesmo tratamento, para
fertilizagcao a seco.

Foi utilizado, para a fertilizacdo, sémen de apenas um dos machos, sendo
escolhido o sémen que apresentava maior quantidade e melhor aparéncia.

Apés a fertilizagdo e hidratacdo dos ovos, 1L de ovo hidratado foi
colocado em cada incubadora, sendo usadas duas incubadoras cbnicas de 60L

para cada tratamento.
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Em cada tratamento, foram coletadas 30 unidades de ovocitos e ovos
com embrides em desenvolvimento até a eclosdo. Para as larvas, adotou-se a
quantidade de 20 unidades para cada tratamento. Estas amostras foram fixadas
em solugdo de Karnowsky por 48 horas, mantidas em geladeira, e
posteriormente transferidas para alcool 70 para conservacao e posterior
avaliagdo. O seguinte protocolo de coleta foi adotado para cada um dos

tratamentos:

E1 e E2:
- Ovos apos a fertilizagcao: Coleta com intervalos de 1h até a ecloséo

- Eclosao até 48h pos eclosdo: Coletas das larvas com intervalos de 12 horas

E3, E4, E5 e E6:
- Ovos apos a fertilizagcao: Coleta com intervalos de 3h até a ecloséo

- Eclosao até 48h pos eclosdo: Coletas das larvas com intervalos de 6 horas

O sangue de cada fémea foi coletado antes da aplicacdo da primeira
indugao hormonal e do tratamento e apds a extrusao, para dosagem de cortisol

por imunoensaio enzimatico (EIA).
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3.4. Taxas de fertilizagao e sobrevivéncia pré-eclosao

Seis horas ap6s a fertilizagdo, amostras de ovos foram observadas a
fresco para determinar a taxa de fertilizagcdo, sendo feita a contagem de ovos
gorados e ovos viaveis.

Momentos antes da eclosdo, amostras foram retiradas para determinagéo
da sobrevivéncia pré-eclosdo. Quando 50% das larvas haviam rompido o corion
foi realizada a contagem considerando as larvas livres e em movimento dentro
dos ovos, como larvas aptas a eclosao.

Para cada uma das contagens estabeleceu-se a quantidade minima de

100 ovos por amostragem, com 10 repeticdes de contagem.

3.5. Alimentagao das larvas

As larvas, 24 horas apés a eclosado, foram alimentadas nas incubadoras

com zooplancton selvagem, nauplios de artémia e racdo comercial farelada

(32% de proteina), oferecidos 5 vezes ao dia.

3.6. Biometria

Utilizou-se uma balanca analitica (Ohaus®) com precisédo de 0,00001 g

para a pesagem, e um estereomicroscopio binocular (Coleman ®), com objetiva

de 2X e ocular com escala, e um paquimetro digital (Mitutoyo ®) para a medicgéo.
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O volume do saco vitelino, em mL, foi calculado pela férmula V= (n/6)LH?, onde

V é o volume, L o comprimento e H a altura (BLAXTER, 1969).

3.7. Microscopia eletrénica de varredura

Seis ovos e embrides de cada experimento e tratamento foram coletados
nos momentos 1h PF, 3h PF, 6h PF, 9h PF e 12h PF. Seis larvas de cada
experimento e tratamento foram coletadas no momento da eclosao, 12h PE, 24h
PE, 36h PE e 48h PE. Todo o material foi fixado em solugdo de Karnowsky, a
4°C, por 48 horas e, posteriormente, lavados em solugédo tampéo cacodilato de
sodio 0,1M pH 7,2 por seis vezes. A seguir, realizou-se pos-fixacao em tetréxido
de 6smio a 1% por 3 horas; desidratagdo em série alcodlica crescente e
secagem em Secador de Ponto Critico, da marca Tousimis modelo Sandri 780
A. Para a metalizagao, utilizou-se um equipamento Jeol JFC 1100 e as amostras
foram fotografadas em microscépio eletrénico de varredura Jeol, operado em

15KV.

3.8. Microscopia de luz

Seis larvas de cada experimento e tratamento foram coletadas no
momento da eclosdo, 12h PE, 24h PE, 36h PE e 48h PE e foram fixadas em
solucdo de Karnowsky, a 4°C, por 48 horas e, posteriormente, lavados em

solugéo tampao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2 por seis vezes. Apos fixagéo, o
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material foi desidratado em série alcodlica crescente, diafanizado em série de
xiléis, incluido em parafina, cortado em micré6tomo (5um) e corado pela técnica
da hematoxilina de Harris - eosina (HE). Os cortes histolégicos foram analisados

e fotografados com fotomicroscopio Axiophot-Zeiss.

3.9. Qualidade da agua

Diariamente, durante todo o periodo de incubacéo, as 9:00 e 16:00 horas,
registrou-se a temperatura da agua. As temperaturas médias foram de 26,6 +
0,4 °C para o experimento realizado em 2007 (E1 e E2) e 27,3 £ 1,2 °C para o
experimento realizado em 2008 (E3, E4, E5 e EO6).

A concentracao de oxigénio dissolvido foi aferida com oximetro digital YSI
55, ficando em média no valor de 6,4 £ 0,9 mg/L, considerando os dois periodos
experimentais, enquanto o pH foi aferido com potenciémetro YSI 63, ficando em
média no valor de 7,0 + 0,4.

Amostragens de agua das incubadoras no inicio e no final do experimento
foram usadas para determinacdo da concentracao de amoénia total por reagente
de Nessler (0,38 £ 0,11 mg/L). Os valores encontrados estdo dentro da faixa

recomendada para cultivo de espécies tropicais (Boyd, 1990).
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3.10. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos pela média + desvio padréo da
meédia. A significancia estatistica das diferencas entre as médias foi estimada
por analise de variancia (ANOVA), com um nivel de significaAncia de 5% com

teste de Tukey, no programa SAS 9.0
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4. RESULTADOS

4.1. Desova

A porcentagem de fémeas submetidas aos tratamentos com cortisol que

desovaram foi menor nos 2 experimentos quando comparada aos grupos controle

(Tabela 1).

Tabela 1: Quantidade e porcentagem de fémeas que desovaram

Total de Fémeas que % de fémeas
Tratamentos  fémeas desovaram que desovaram
E1 4 3 75
E2 4 2 50
E3 4 3 75
E4 4 2 50
ES 4 1 25
E6 4 1 25

No periodo experimental de 2007, no controle E1, 75% das fémeas controle
desovaram, enquanto que apenas 50% das fémeas do E2, tratadas com 10 mg/kg
de cortisol desovaram.

No periodo experimental de 2008, no controle E3, 75% das fémeas controle
desovaram, enquanto que, das fémeas dos tratamentos E4, E5 e EG6, tratadas com
0,1 mg/kg, 1 mg/kg e 5 mg/kg apenas 50%, 25% e 25%, respectivamente,
desovaram.

Ainda sobre o E6, 50% das fémeas desovaram 10h apos a primeira dose de
EPC. Foi realizada a fertilizacao e incubacao desses ovos, mas todos morreram com

menos de 6h de incubagao.
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4.2. Taxa de fertilizagao e sobrevivéncia pré-eclosao

Os tratamentos com maiores concentragbes de cortisol apresentaram as
menores taxas de fertilizacdo. O tratamento E2 apresentou diferenga significativa na
taxa de fertilizacdo, mas ndo na sobrevivéncia pré-eclosdo, quando comparado ao

controle desse experimento (Tabela 2)

Tabela 2: Taxa de fertilizagdo e sobrevivéncia pré-ecloséo de 2007

2007
Tratamentos Taxa de fertilizagédo Sobrevivéncia pré-eclosio
E1 71,7 % 6,3 Al 736 £ 4,8 A
E2 293 7,8 B| 716 # 4,7 A

Valores apresentados como médias + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma
letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). n = 10.

O mesmo padréo de resultados pode ser observado no ano seguinte, onde os
valores de taxa de fertilizacdo e sobrevivéncia pré-eclosdo encontrados nos

tratamentos com cortisol foram significantemente menores que o controle (Tabela 3).

Tabela 3: Taxa de fertilizagdo e sobrevivéncia pré-ecloséo de 2008

2008
Tratamentos Taxa de fertilizacao Sobrevivéncia pré-ecloséo
E3 759 24 A| 876 = 29 A
E4 61,8 = 1,7 B| 879 ¢ 4,0 A
E5 61,1 3,6 B| 699 = 7,1 B
E6 424 + 1,9 C| 223 + 5,1 Cc

Valores apresentados como médias + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma
letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). n =10

Além disso, pode-se observar uma possivel relacao de dose-dependéncia nos
resultados da taxa de fertilizacdo, pois com o aumento da quantidade de cortisol
injetado nas fémeas, ocorre também um decréscimo nos valores da taxa de

fertilizacado (Tabelas 2 e 3).
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4.3. Biometria na eclosao

Ndo houve diferencas no tempo de incubagcdo dos ovos nos diferentes
periodos experimentais e nas diferentes doses de cortisol usadas, sendo que apos
12 horas de incubacdo, foram encontradas larvas eclodidas em todos os
tratamentos.

No tratamento com maior dosagem de cortisol (E2), as larvas apresentaram
as menores médias de comprimento e peso, porém o volume de saco vitelinico ndo

diferiu do controle do mesmo experimento (E1), como apresentado na tabela 4.

Tabela 4: Biometria das larvas no momento da eclosdo em 2007

2007 - Biometria da eclosdo

Volume do saco

Tratamentos Comprimento (mm) Peso (g) vitelino (uL)
E1 294 + 033 A |000069 + 000003 A | 053 + 009 A
E2 206 + 025 B |0,00067 + 0,00003 A | 053 + 0,12 A

Valores apresentados como médias + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra nas colunas nio diferem
entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). n = 10.

Apesar dos diferentes experimentos terem sido realizados utilizando-se a
mesma metodologia e os reprodutores serem provenientes do mesmo local, os
resultados de um experimento para o outro variaram entre os anos, sendo que as

médias do controle no ano seguinte apresentaram maiores valores (Tabelas 4 e 5).

Tabela 5: Biometria das larvas no momento da eclosdo em 2008

2008 - Biometria da eclosédo

Volume do saco
Tratamentos Comprimento (mm) Peso (g) vitelino (uL)
E3 381 + 0,21 AB|0,00088 + 0,00007 A| 097 <+ 0,08 A
E4 381 + 021 AB|0,0009 + 000010 A| 093 <+ 023 A
E5 360 + 0,217 B |0,00073 + 0,00004 B| 069 + 0,04 B
E6 402 + 027 A |0,00095 + 0,00006 A| 093 + 0,11 A

Valores apresentados como médias + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). n = 10.
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Para o experimento realizado no primeiro experimental de 2007, os
comprimentos das larvas dos grupos controle apresentaram resultados maiores do
que as larvas de fémeas tratadas. Porém, para o peso e para o volume do saco
vitelino, as larvas tratadas apresentaram maiores valores comparadas ao controle
(tabela 4).

Em 2008, as larvas de fémeas tratadas com a maior dosagem de cortisol (E6
— 5 mg/kg) apresentaram a maior média para comprimento e peso, enquanto que o
tratamento com 1 mg/kg, apresentou o menor resultado para todas as medidas

avaliadas.

4.4. Biometria das Larvas

4.4.1. Comprimento

No periodo experimental de 2007 os resultados demonstraram que as larvas
de fémeas tratadas com cortisol apresentaram os menores valores de comprimento
na eclosédo e esses o0s valores se mantiveram estatisticamente abaixo da média do
controle em quase todas as amostragens. Porém, 48h pds ecloséo, as larvas
tratadas e controle apresentaram valores médios de comprimento que nao diferiam

entre si (Figura 3).
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48h

22

No periodo experimental de 2008, na eclosdo, as maiores larvas eram do EG6,

porém, ao longo das amostragens, larvas dos tratamentos E3 e E4 passaram a

apresentar os maiores valores de comprimento. Somente nestes tratamentos,

haviam larvas vivas no final das coletas (Figura 4).
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Figura 4: Comprimento das larvas do periodo experimental de 2008, nos diferentes tempos de amostragem. n = 10.
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O tratamento E5 apresentou durante todo o experimento, as larvas com

menor comprimento, que sobreviveram até 36h pos eclosdo, enquanto que no

tratamento E6 sobreviveram até 30h pds eclosao (Figura 4).

4.4.2. Peso

Novamente, no tratamento E2, com maior dosagem de cortisol (10 mg/kg),

foram observados os menores valores de peso em quase todas as amostragens,

porém, do momento da eclosdo até as 12h po6s ecloséo, nao ocorreram diferengas

significativas, sendo que estas aparecem a partir da coleta de 24h e seguem até 48h

pbs eclosao (Figura 5).
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Figura 5: Peso das larvas do periodo experimental de 2007, nos diferentes tempos de amostragem. n = 10.

No experimento seguinte, no momento da eclosdo, as larvas do ES5
apresentaram o0s menores pesos, e este padrdo se manteve ao longo das
amostragens. As larvas do E5 sobreviveram até 36h pds eclosdo, enquanto no
tratamento E6 sobreviveram até 30h pds eclosao (Figura 6).

Nos tratamentos E3 e E4, as larvas apresentaram valores mais altos e
sobreviveram até 48h poés eclosdo, sendo que no tratamento E4, as 24h pés
eclosdo, as larvas apresentaram pesos maiores que no E3 (Controle), em varias

amostragens, quase até o final da observacgao (Figura 6).
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Figura 6: Peso das larvas do periodo experimental de 2008, nos diferentes tempos de amostragem. n = 10.

4.4.3. Volume do saco vitelino

O tempo de amostragem para o volume do saco vitelino das larvas foi
reduzido para 36h, pois na amostragem de 48h pods eclosdao ele estava muito
reduzido ou era quase inexistente.

No experimento de 2007, tanto E1 quanto o E2, tiveram valores muito
proximos em todas as amostragens, demonstrando entdo que nao houve diferencas
no volume do saco vitelinico no momento da eclosdo e ambos os tratamentos

tiveram perfis de absor¢ao do vitelo muito parecidos (Figura 7).
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Figura 7: Volume do saco vitelino das larvas do periodo experimental de 2007, nos diferentes tempos de amostragem. n = 10.

Porém o mesmo nao se repetiu no experimento de 2008, onde as larvas do
tratamento E5 tiveram o menor volume do saco vitelinico no momento da eclosao.

Além disso, pode-se observar também que as larvas do E3 e E4, ou seja,
controle e 0,1 mg/kg, até a amostragem de 24h, foram as que tiveram a maior
diminuicdo no volume do saco vitelinico, indicando uma maior velocidade de
absorcao (Figura 8).

As larvas do tratamento E6 sobreviveram somente até o momento de 30h pés

eclosdo e por isso s6 foram amostradas até 24h p6s ecloséo.
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Figura 8: Volume do saco vitelino das larvas do periodo experimental de 2008, nos diferentes tempos de amostragem. n = 10.

4.5. Microscopia de ovos e embrides

4.5.1. Ovos 1h Pés-Fertilizagao (PF)

Os resultados dos diferentes periodos experimentais variaram em relagao ao
grupo controle. No controle E1 de 2007, os ovos analisados com 1h PF, possuiam a
formacdo de blastodisco com blastémeros mal-formados e de tamanho irregular
(Figura 9 — A). Ja no controle E3 de 2008, o blastodisco ja se encontrava em
adiantado desenvolvimento se comparado ao controle do ano anterior e a todos os
tratamentos com cortisol, onde se observa que ja havia ocorrido uma grande
proliferagao celular (Figura 9 — B).

Os tratamentos com cortisol apresentavam o blastodisco menos desenvolvido

que o tratamento controle E3, porém os blastdmeros se mostravam de tamanhos
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iguais (Figura 9 — C). O tratamento E6 foi o tratamento com cortisol que apresentou

o estagio de desenvolvimento semelhante ao controle E3 (Figura 9 — D).

15kY K158 188pm BBBB29

108pm BB0G49

Figura 9: Ovos de Brycon amazonicus 1h PF. b — blastdmeros.

4.5.2. Ovos 3h Pos-Fertilizagao (PF)

Apos sucessivas divisdes celulares, os ovos chegaram ao estagio de morula,
formada por camadas sobrepostas de blastdbmeros arranjados em um formato de
“amora” (Figura 10 - A).

Nessa amostragem, ja ndo houve diferencas entre os periodos experimentais,
onde ambos os tratamentos controle, E1 e E3, apresentaram o estagio de morula,
com uma proliferacdo celular do pdélo animal em direcdo ao podlo vegetativo,
indicando o inicio da gastrulagdo, sendo que as células recobriam 1/3 do vitelo

(Figura 10 — A e B).
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Quase todos os ovos de fémeas tratadas com cortisol estavam com um
desenvolvimento semelhante ao encontrado nos grupos controles, no inicio da
gastrulacdo, sendo que as células recobriam 1/3 do vitelo. Porém o tratamento E5,
com 1 mg/kg de cortisol, foi o Unico que se apresentou num estagio de
desenvolvimento muito avangado em relagc&o aos outros. Nele, a camada celular do
pblo animal ja havia avangado muito sobre o polo vegetativo, onde o recobrimento ja

alcancava aproximadamente 3/4 do vitelo (Figura 10 — C).

168pm ©OBBBA29
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Figura 10: Ovos de Brycon amazonicus 3h PF.

4.5.3. Ovos 6h Pos-Fertilizagao (PF)

Houve diferengas entre os diferentes periodos experimentais. Os ovécitos
coletados em 2007, controle e com tratamento com cortisol, apresentavam um
menor estagio de desenvolvimento em relacdo aos ovos tratados com cortisol do

experimento em 2008.
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Os tratamentos E1 e E2, controle e 10 mg/kg de 2007, apresentaram também
diferencas entre eles. O tratamento E1 apresentou um estagio menor de
desenvolvimento, com a proliferacdo celular do pdélo animal recobrindo
aproximadamente 2/3 do vitelo (Figura 11 — A), enquanto o tratamento E2 apresenta
quase a cobertura total, mas sem a formacgéo completa do blastéporo (Figura 11 —
B).

Porém os resultados de 2008 apresentam todos os tratamentos submetidos
ao cortisol (E4, E5 e EG6), independente da dose, num estagio mais desenvolvido,
com o inicio da diferenciacado das regides cefalica, caudal e desenvolvimento do tubo

neural (Figura 11— C)

-
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Figura 11: Ovos de Brycon amazonicus 6h PF. c — Regiéo cefalica; tb — Tubo neural; ca — Regido caudal.
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4.5.4. Embriao 9h Pés-Fertilizagao (PF)

Nao houve diferengas entre os periodos experimentais, porém houve
diferencas entre os tratamentos controle em relagao aos tratamentos com cortisol.

Os tratamentos E1 e E3 apresentaram com 9h PF, o inicio do desprendimento
da cauda e o inicio do aparecimento dos somitos, estes ainda muito pouco visiveis
(Figura 12 — A). Ja os tratamentos E4 e E6 apresentaram um desenvolvimento mais

adiantado, com o corpo mais alongado, somitos bem visiveis (8 — 12 pares) e a

cauda maior e mais solta (Figura 12 — B).

—
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Figura 12: Embrido de Brycon amazonicus 9h PF. s- Somitos; ca — Regido caudal.

O Tratamento ES5 apresentou embribes nos dois estagios de
desenvolvimento, porém a maioria se encontrava no estagio descrito para os grupos

controle E1 e E3.

4.5.5. Embrido 12h Pés-Fertilizagao (PF)

Nao houve diferencas entre os periodos experimentais, porém houve
diferencas entre os tratamentos controle em relagdo aos tratamentos com cortisol e
diferencas entre as doses de cortisol utilizadas.

Nesse momento, em todos os tratamentos, existiam as primeiras larvas recém

eclodidas e estas se apresentavam com a cabecga voltada para baixo, aderida ainda
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a regiao anterior do saco Vvitelinico, vesiculas Opticas formadas, porém,
indiferenciadas e com auséncia total de nadadeiras.

Nos tratamentos controle, as larvas possuiam o corpo alongado e distendido
(Figura 13 — A), porém nos tratamentos E4, E5 e EG, com cortisol, muitos embrides
apresentavam deformidades como flexdo da coluna vertebral (Figura 13 — B). Ainda
nos tratamentos com cortisol, o tratamento E2, com 10 mg/kg, se encontrava num
estdgio menos avangado, com corpo a cauda livre do saco vitelinico, mas ainda

pouco desenvolvida (Figura 13 — C).

18@8pm BBB849

Figura 13: Embrido de Brycon amazonicus 12h PF. vo — vesicula 6ptica; ca — regido caudal; d — deformirdade (lordose)

4.6. Microscopia de Larvas

4.6.1. Larvas 12h Pés-Ecloséo (PE)

As larvas com 12h PE nado apresentaram diferencas entre os diferentes
periodos experimentais e somente o tratamento E2, com 10 mg/kg de cortisol
apresentou diferenga no desenvolvimento.

As larvas apresentavam o inicio da delimitacdo entre a cabeca e a regido
anterior do saco vitelinico (Figura 14 — A, sc), desenvolvimento da musculatura
corporal visivel (Figura 14 — A, m) e da membrana embrionaria (Figura 14 — A, me).
Na regido da cabeca, pode-se notar a placa olfatéria (Figura 14 — B, po), a vesicula

Optica em formato esférico e protuberante (Figura 14 — B, vo), o inicio da formacéao
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do opérculo (Figura 14 — B, 0) e arcos branquiais (Figura 14 — B, ac), porém ainda
nao nota-se a formacao da nadadeira peitoral. A cavidade oral se encontrava aberta
e com labios formados, porém ainda nao era notada a presenca de dentes (Figura
14 — B, ). Os tratamentos com cortisol, E4 e E5 apresentavam um desenvolvimento
idéntico ao descrito para os grupos controle, E1 e E3, mas com algumas larvas com
deformidades.

O tratamento E2, com 10 mg/kg de cortisol, foi 0 que apresentou o menor
estagio de desenvolvimento entre todos, com a cabeca ainda presa a regiao anterior
do saco vitelinico, musculatura pouco visivel e membrana embrionaria pouco
desenvolvida (Figura 14 — C). Na cabeca, pode-se observar que a vesicula optica
ainda néo esta muito protuberante, a cavidade oral esta pouco aberta e os labios

ainda pouco desenvolvidos (Figura 14 — D)

Seopm B0BO49 15kyU X15@ 108pm BBBB49

Figura 14: Larvas de Brycon amazonicus 12h PE. sc — saco vitelinico; m — musculatura; me — membrana embrionaria; | — Iabio;

po - placa olfatéria; vo — vesicula 6ptica, ac — arcos branquiais; o — opérculo.
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O tratamento E6, com 5 mg/kg apresentou o maior numero de larvas
deformadas, onde muitas possuiam deformidades na formacgdo das estruturas na
cabeca e na coluna.

Na microscopia de luz, ndo foram encontradas diferencas entre os periodos
amostrais e entre os tratamentos no desenvolvimento da regido bucofaringea no
momento 12h PE.

Em todos os tratamentos, a cavidade bucofaringea se encontrava aberta
(Figura 15 — A, bf) e com labios separados (Figura 15 — A, 1), porém a regido anterior
do tubo digest6rio, que originara o eséfago, continuava fechada por uma membrana
conjuntiva (Figura 15 — B, seta).

Observa-se também o inicio da formagao dos olhos, ja com a retina (Figura 15

— A, r) e a lente (Figura 15 — A, le) formadas, além das narinas ainda fechadas nas

larvas (Figura 15 — A, po).

Figura 15: Corte da regido anterior de Larvas de Brycon amazonicus 12h PE. bf — cavidade bugo-faringea; | — labios; r — retina;

le — lente; po — placa olfativa (narina).

Na regidao do intestino médio observa-se diferencas em relagdo aos
tratamentos. As larvas provenientes do tratamento E2, com 10 mg/Kg de cortisol,

apresentaram abertura do lumen do intestino bem definida (Figura 16 — A, I) em
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relacdo aos outros tratamentos (Figura 16 — B, I), tanto controle, como com doses
menores de cortisol. E possivel observar também a formagéo do rim em todos os

tratamentos (Figura 16 — A e B, r).

Figura 16: Corte da regiéo do intestino de Larvas de Brycon amazonicus 12h PE. r — rim; | — [imen.

4.6.2. Larvas 24h P6s-Ecloséo (PE)

As larvas controle, E1 e E3 dos diferentes periodos experimentais nao
apresentavam diferencas com 24h PE, entretanto as larvas tratadas com cortisol
apresentavam diferencas no desenvolvimento quando comparadas ao grupo
controle e muitas deformidades.

Com 24h PE, as larvas dos grupos controle apresentavam reduc¢ao do saco
vitelinico (Figura 17 — A, sc), formagao da abertura do anus (Figura 17 — A, an) e
inicio da formagao da nadadeira caudal (Figura 17 — A, nc).

Na cabega, pode-se observar o inicio da formagdo dos dentes na boca
(Figura 17 — B, d), a abertura das narinas, revestida por cilios sensoriais (Figura 17 —
B, po) e a vesicula 6ptica protuberante e bem desenvolvida (Figura 17 — B, vo).

Nota-se também a formacédo do opérculo (Figura 17 — B, o) recobrindo quase
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totalmente os arcos branquiais (Figura 17 — B, ac) e o inicio da formacédo da

nadadeira peitoral (Figura 17 — B, np).

X35 U5 ® 100pm BBOA49
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Figura 17: Larvas de Brycon amazonicus 24h PE. sc — saco vitelinico; an — anus; nc — nadadeira caudal; d — dentes; po — placa

olfativa; o — opérculo; ac — arcos branquiais; np — nadadeira peitoral.

Apenas as larvas do grupo E4, 0,1 mg/kg de cortisol, apresentaram
desenvolvimento semelhante ao observado nas larvas controle. O tratamento E2,

com 10 mg/kg de cortisol, apresentou as larvas menos desenvolvidas, sem a
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completa formacédo da abertura anal (Figura 17 — C, an) e ainda sem o inicio do
desenvolvimento da nadadeira caudal (Figura 17 — C, nc). Na cabeca, todas as
estruturas observadas no grupo controle, também estavam presentes no grupo E2,
porém, estas se encontravam menos desenvolvidas (Figura 16 — D).

Os tratamentos E5 e E6 (1 mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente) apresentavam
deformidades em todas as larvas observadas em microscopia eletrbnica. Mal
formacdes na cabeca e em suas estruturas (Figura 17 — E) e deformidades na
coluna (Figura 17 — F) foram vistas em ambos os tratamentos.

Nos cortes observados na microscopia de luz, podemos observar o diferente
desenvolvimento de algumas estruturas, entre os tratamentos controle e com
cortisol.

Na cabeca, as estruturas que mais apresentaram diferencas no
desenvolvimento foram a vesicula 6ptica e as narinas. Nos grupos controle, os olhos
apresentavam uma maior diferenciacao dos tecidos, com a lente (Figura 18 — A, le) e
retina (Figura 18- A, r) mais bem formadas, além das narinas completamente
abertas e com varios cilios sensoriais a recobrindo (Figura 18— A, po).

Ja os tratamentos com cortisol, apresentaram ainda um menor estagio de
desenvolvimento dos tecidos dos olhos, com lente e retina ainda pouco
desenvolvidos (Figura 18— B). As narinas ja se encontravam abertas, porém a
quantidade de cilios sensoriais que a revestiam (Figura 18— C, po) era bem menor

quando comparado ao grupo controle.
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Figura 18: Corte da regido anterior de Brycon amazonicus 24h PE. r — retina; cv — corpo vitreo; co — coréide; e — esclera; ¢ —

cérnea; ¢ — cornea;; le —lente; po — placa olfatéria.

Nesse momento 24h PE, observou-se a regidao anterior do tubo digestoério nos
tratamentos controle (E1 e E3) e a menor dos de cortisol (E4 com 0,1 mg/kg) ainda
fechada (Figura 19 — A, seta).

Porém, nos tratamentos com maior dosagem (E2, E5 e E6, com 10 mg/kg, 1
mg/kg e 5 mg/kg) a regido anterior do tubo digestério estava encontrava-se em
processo de abertura (Figura 19 — B, seta) e em alguns casos ja aberta, formando o

esobfago.



Figura 19: Corte da regido do eséfago de Brycon amazonicus 24h PE. Seta — abertura do es6fago.

4.7. Cortisol plasmatico das fémeas reprodutoras

Os valores de cortisol plasmatico encontrados nas fémeas reprodutoras de

matrinxa, antes da primeira indugdo hormonal e do tratamento com cortisol e no

momento da extrusao da desova, sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Cortisol plasmatico das fémeas reprodutoras

Cortisol plasmatico (ng/mL)
Doses de cortisol Antes do tratamento | Apéds o tratamento
Controle 23,4 22,4
1 mg/Kg 22,4 26,1
5 mg/Kg 21,8 20,7
10 mg/kg 245 18,1

Os valores encontrados nédo apresentaram diferencas entre os momentos,
mesmo apos a administracdo intraperitoneal de cortisol. Mesmo nos tratamentos

com maiores concentragbes de cortisol, ndo foi detectado o aumento do cortisol

plasmatico no momento da extrusdo dos ovos.
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5. DISCUSSAO

O cortisol influenciou negativamente a reproducdo das fémeas de
matrinxa. Todas as fémeas tratadas com cortisol apresentaram um menor
sucesso na desova em relacao as fémeas néo tratadas. No tratamento EG,
ocorreu uma desova prematura, podendo estar relacionada a alta dose de
cortisol utilizada nesse tratamento.

A influéncia deletéria do cortisol na reprodugédo é relatada em diversas
espécies (CARRAGHER et al., 1989; CLEARWATER & PANKHURST, 1997;
COWARD et al., 1998; PANKURST & VAN DER KRAAK, 2000; SCHRECK et
al., 2001; MILLA et al., 2009), e dependendo da duragdo e da intensidade do
estresse e da quantidade de cortisol envolvida, podem ocorrer em fémeas de
peixes a atresia folicular, avango ou atraso na matura¢do dos ovos e ovulagéo, a
diminui¢cdo do tamanho dos ovos, diminui¢cdo nas taxas de fertilizagéo, ecloséo e
qualidade da progénie.

Em trutas arco-iris, o estresse agudo reduziu consideravelmente a
qualidade dos ovos, visto que causou uma diminuigdo no tamanho dos ovos, na
quantidade de vitelogenina incorporada e menor sobrevivéncia nas fases de
incubacado e larval (CAMPBELL et al.,, 1992). Ja Carragher et al. (1989)
demonstraram que o aumento artificial de cortisol em trutas marrom causou a
diminuicdo na producdo de outros hormdénios como o 17- estradiol (E2) e a
testosterona, além da menor incorporagdo da vitelogenina nos ovos e da

diminui¢do do peso das gbnadas em fémeas.
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Além disso, todos os tratamentos com cortisol apresentaram também
uma menor taxa de fertilizagdo e menor sobrevivéncia pré-eclosédo, sendo que o
aumento progressivo da dose causou uma piora progressiva dos resultados,
indicando uma relagéo de dose-dependéncia.

Esse fato pode estar diretamente ligado ao cortisol diminuir a producao de
GTH-I e GTH-IIl (PANKHURST & VAN Der KRAAK, 1997; PANKHURST & VAN
Der KRAAK, 2000) e consequentemente a produgdo do 17-B-estradiol, que
influencia diretamente na sintese da vitelogenina, que ao ser incorporada aos
ovocitos, se torna a principal fonte de nutrigdo no inicio do desenvolvimento do
embrido, podendo influenciar na sobrevivéncia inicial (COPELAND et al., 1986;
THOMAS, 1990, CAMPBELL et al., 1992).

Muitos estudos ainda questionam origem do cortisol e principalmente a
habilidade de animais ainda em desenvolvimento possuirem completamente
funcional o eixo hipotalamo — pituitaria — interrenal, que possibilitaria a produgéo
endogena e consequentemente a possibilidade de tecidos alvos sofrerem acgéo
do cortisol.

Estudos em truta arco-iris no inicio do desenvolvimento mostraram que o
eixo hipotalamo — pituitaria — interrenal pode responder ao estresse por 14 dias,
com secrecgao do cortisol (SUZUKI et al., 1997). Larvas de Paralichthys dentatus
aos 21 dias poés-ecloséo, ou seja, mesmo antes do inicio da metamorfose, ja
possuem o eixo hipotalamo — pituitaria — interrenal totalmente funcional,
controlando a produg&o de cortisol por meio de um mecanismo de feedback

(VEILLETTE et al., 2007). O cortisol foi encontrado em larvas de Sparus sarba
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com 1 dia ap0s a eclosao e teve niveis crescentes até as larvas atingirem 7 dias
apos a ecloséo, podendo esse aumento ser resultado de produgéo endoégena
desde essa fase inicial (DEANE & WOO, 2002). Especificamente para a espécie
matrinxd, GANECO (2007) demonstrou que o eixo hipotalamo — pituitaria —
interrenal tem sua formagé&o no periodo de 12 a 36 horas poés a eclosao.

Dessa forma, as alteragcdes encontradas entre as larvas provenientes de
fémeas tratadas com diferentes doses de cortisol nas analises realizadas,
realmente podem ser consideradas como efeito da transferéncia materna do
hormonio.

Considerando os resultados obtidos para os parametros de desempenho
das larvas, do momento da eclosdo em diante, podemos ver que o cortisol
causou na maioria dos tratamentos e momentos analisados, resultados
inferiores aos encontrados para os grupos controle, no comprimento e peso
principalmente. MATHIYALAGAN et al. (1996), estudando larvas de tilapia
tratadas com concentragcbes crescentes de hidrocortisona, encontraram
resultados positivos para o crescimento simultdneo do comprimento padrao,
comprimento caudal, tamanho da cabega e peso umido, porém no grupo
submetido a dose mais elevada houve retardamento no crescimento larval.

Esses resultados podem estar relacionados com as diferengas no
desenvolvimento embrionario, pois em varios momentos, pode-se observar que
os tratamentos com cortisol apresentaram estagios de desenvolvimento mais

acelerados do que os controles e dos descritos em literatura.
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NEUMANN (2008), trabalhando com a mesma espécie, descreveu que 1h
pos fertilizacdo, com incubagao ocorrendo na temperatura meédia de 28,08 °C, ja
havia ocorrido as primeiras divisdes dos blastdbmeros, onde eram observados 8
blastdbmeros. Nos tratamentos com cortisol, tratamentos como EG, com 5 mg/kg
de cortisol, apresentaram uma quantidade maior de blastdmeros, o que
significava que ja haviam ocorrido um maior numero de divisbes celulares,
quando comparados ao mesmo tempo de incubagdo descrito por NEUMANN
(2008).

Com 3h pos fertilizacao, o tratamento E5, com 1 mg/kg de cortisol, foi o
unico que se apresentou num estagio de desenvolvimento muito avangado em
relagdo aos outros. Nele, a camada celular do pélo animal ja havia avancado
muito sobre o polo vegetativo, onde o recobrimento ja alcangava
aproximadamente 3/4 do vitelo. NEUMAMM (2008) descreve que com 3h pos
fertilizacao, foi verificada a proliferacdo de células com movimento divergente do
polo animal para o polo vegetativo, indicando o inicio da epibolia e da fase de
gastrulacao, porém recobrindo apenas 1/3 do vitelo neste momento.

Com 6h pos-ecloséo, as diferengas entre alguns tratamentos controle e
com cortisol foi ainda mais acentuada. O tratamento E1 apresentou um estagio
de desenvolvimento compativel ao descrito por Neumann (2008) para ovos com
5h PF, com a proliferacéo celular do pélo animal recobrindo aproximadamente
2/3 do vitelo, enquanto o tratamento E2 apresenta quase a cobertura total, mas
sem a formagéo completa do blastéporo, descrita para a espécie no tempo de 6h

PF (NEUMANN, 2008). Porém os tratamentos E4, E5 e EG6, todos com cortisol,
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no segundo periodo reprodutivo do experimento, independente da dose, se
encontravam num estagio mais desenvolvido, com o inicio da diferenciagdo das
regides cefalica, caudal e desenvolvimento do tubo neural, fato que s6 foi
observado para a espécie por NEUMANN (2008) as 7h PF.

O inicio do desprendimento da cauda e o inicio do aparecimento dos
somitos, estes ainda muito pouco visiveis foram observados nos tratamentos
controle E1 e E3, com 9h PF, resultados proximos aos descritos por NEUMANN
(2008) para esta mesma espécie. J&4 os tratamentos E4 e E6 com cortisol,
apresentaram um desenvolvimento mais adiantado, com o corpo mais alongado,
somitos bem visiveis (8 — 12 pares) e a cauda maior € mais solta, o que so foi
descrito por NEUMANN (2008) com 10h PF.

O cortisol além de diminuir a quantidade de vitelo nos ovos
(CARRAGHER et al., 1989; CAMPBELL et al., 1992), quando associado a outros
fatores que aceleram o desenvolvimento, como a temperatura, pode
proporcionar larvas de menor peso e tamanho (ERIKSEN et al., 2007; ERIKSEN
et al., 2006), além dessas larvas possuirem uma diminuicdo na velocidade de
absorcédo e tamanho do saco vitelinico (ERIKSEN et al., 2006), como ocorreu
com alguns tratamentos com cortisol.

Além disso, o cortisol pode diminuir as concentragdes de T3 (REDDING et
al., 1986), sendo que este horménio tem grande influencia no desenvolvimento
inicial das larvas de matrinxa (VASQUES, 2003). Em anfibios que possuem uma
fase larva e sofrem metamorfose, semelhante a algumas espécies de peixes,

também ocorre a liberagao de corticosterdides, induzidas por estresse ambiental
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(DENVER, 2009). Em tecidos alvo, os corticosterdides atuam juntamente com os
horménios tireoidianos, promovendo a metamorfose. Assim, o estresse
ambiental pode aumentar a atividade dos dois eixos endocrinos, principais
controladores da metamorfose, porem com custos alteragbes no crescimento e
tamanho reduzido dos girinos em metamorfose (DENVER, 2009).

As larvas de fémeas tratadas com cortisol apresentaram uma formacgao
de lumen e abertura da regido anterior do tubo digestério mais precoce do que
as tratadas com baixas doses ou néo tratadas. Foi visto que o desenvolvimento
inicial de larvas de Polydactylus sexfilis, submetidas a um tratamento por
imersédo numa solugdo de triiodotironina e cortisol, foi mais acelerado,
principalmente na diferenciagdo do tubo digestério o que facilita a absor¢cao dos
nutrientes e implica num maior indice de sobrevivéncia (KIM & BROWN, 1997;
BROWN & KIM, 1995).

Outro fator que pode ter influenciado na sobrevivéncia, foi o maior numero
de deformagbes causadas pelo cortisol. O cortisol pode causar um grande
numero de deformidade nas larvas (ERIKSEN et al.,, 2006; ERIKSEN et al.,
2007). Pode-se notar que no momento 24h PE, ja existia nos tratamentos com
cortisol, grandes deformidades na boca e em atraso no desenvolvimento de
estruturas sensoriais. No experimento de 2008, os tratamentos com maiores
dosagens de cortisol ndo sobreviveram até 36h PE, momento esse muito
préximo do inicio da alimentacéo das larvas de matrinxa, descrito entre 32 — 36
horas PE (BERNARDINO et al., 1993; LOPES et al., 1995, SENHORINI et al.,

1998, VASQUES, 2003). Desse modo, as deformidades podem ter interferido no
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momento crucial de ingestao de alimento exdgeno pelas larvas, o que diminuiu a
sobrevivéncia.

A elevagdo do cortisol plasmatico pela técnica de administragdo por
injegdo intraperitoneal em peixes é descrita como funcional (MORGAN &
IWAMA, 1996; WOJTASZEK et al., 2002). Em altas dosagens, como 200 mg/Kg
de peixe vivo, injetadas em carpas, a concentracdo do cortisol plasmatico dos
peixes tratados atingiu valores 10 vezes maior quando comparados aos
controles (WOJTASZEK et al., 2002). Mesmo a administracdo por outras vias,
consideradas menos invasivas, como a alimentagdo com ragao suplementada
com cortisol, foi capaz de elevar consideravelmente os niveis de cortisol
plasmatico em matrinxas (BRINN, 2003). Mesmo o método utilizado no presente
estudo sendo reconhecidamente eficaz, os dados apresentados nos diferentes
tempos de coleta e nas diferentes doses dos tratamentos n&do apresentaram
diferengas. Segundo BRINN (2003), entre 12 e 24 horas ap6s o aumento do
cortisol, os peixes ja apresentavam valores bem proximos dos valores iniciais. A
diferenca de tempo entre as coletas no presente estudo foi em média de 15
horas, o que poderia justificar os valores encontrados. Adicionalmente, é sabido
que o “clearance” do cortisol € de 60 minutos (MOMMSEN et al., 1999), o que
justificaria o desaparecimento do horménio em altas concentragcdes na corrente

sanguinea.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados apresentados no presente estudo, pode-se concluir:

Cortisol causa efeitos deletérios na reproducéo de fémeas de matrinxas e

no desenvolvimento de sua prole.

Larvas de matrinxd sofreram alteracbes na formacdo de importantes

orgaos e tecidos essenciais a sua sobrevivéncia por efeito do cortisol.

Um manejo estressante durante a reprodugcdo pode causar 0s mesmo
efeitos observados, podendo este estudo servir de modelo para esse tipo

de experimento.

Mais estudos s&o necessarios, principalmente sobre os mecanismos que

envolvem a transferéncia materna do cortisol para os ovos.
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