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RESUMO 
 

O principal objetivo deste trabalho foi determinar as concentrações plasmáticas 

de 17α,20β-dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP), Estradiol 17β (E2), Testosterona (T) 

e Prostaglandina F2α (PGF2α) e a distribuição percentual dos diferentes tipos de 

ovócitos presentes nos ovários ao longo do processo de hipofisação de pacu 

(Piaractus mesopotamicus) com ou sem uso de PGF exógena. Para isto, 23 fêmeas 

foram distribuídas em cinco tratamentos, com indução dividida em duas doses com 

intervalo de 24 horas: (0,2 mL.kg-1 solução salina) + (0,2 mL.kg-1 solução salina) 

(T1); (0,2 mL.kg-1 solução salina) + (0,2 mL.kg-1 solução salina e 2 ml PGF2α) (T2); 

(0,6 mg.kg-1 EBHC (extrato bruto de hipófise de carpa)) + (0,2 mL.kg-1 solução 

salina e 2 mL PGF2α) (T3); (0,6 mg.kg-1 EBHC) + (5,4 mg.kg-1 EBHC) (T4); (0,6 

mg.kg-1 EBHC) + (5,4 mg.kg-1 EBHC e 2 mL PGF2α) (T5). Foram coletadas amostras 

de sangue e ovócitos para análise dos níveis plasmáticos de PGF2α, DHP, E2 e T e 

avaliação dos tipos de ovócitos em quatro períodos após a segunda dose. O uso 

de PGF2α exógena provocou um pico plasmático de PGF2α uma hora após a 

segunda dose hormonal. A hipofisação, com ou sem o uso de PGF2α exógena, 

provocou pico plasmático de PGF2α no momento da desova. O uso de PGF2α 

exógena juntamente hipofisação (T5) eleva a taxa de ovulação de pacu em relação 

a fêmeas apenas hipofisadas (T4), provavelmente em função de níveis de GVBD e 

de PGF2α superiores de T5, quatro horas após a segunda dose hormonal.  

 

 

PALAVRAS-CHAVE: hipofisação, desova total, prostaglandina, hormônios 

reprodutivos, ELISA. 
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ABSTRACT 
  

The main objective of this study was to determine the plasma concentrations of 

17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP), 17β-Estradiol (E2), Testosterone (T) 

and Prostaglandin F2α (PGF2α) and the different types of oocytes present in the 

ovaries throughout the pacu (Piaractus mesopotamicus) hypophysation process 

with or without the use of exogenous PGF2α. To that, 23 females were distributed in 

five treatments, with induction divided into two doses with a 24-hour interval: (0.2 

mL.kg-1 saline) + (0.2 mL.kg-1 saline) (T1); (0.2 mL.kg-1 saline) + (0.2 mL.kg-1 saline 

and 2 mL PGF2α) (T2); (0.6 mg.kg-1 CPE (crude pituitary extract)) + (0.2 mL.kg-1 

saline and 2 mL PGF2α) (T3); (0.6 mg.kg-1 CPE) + (5.4 mg.kg-1 CPE) (T4); (0.6 

mg.kg-1 CPE) + (5.4 mg.kg-1 CPE and 2 ml PGF2α) (T5). Blood and oocyte samples 

were collected for analysis of plasma levels of PGF2α, DHP, E2 and T in four periods 

after the second dose. The use of exogenous PGF2α caused a plasma peak of 

PGF2α one hour after the second hormonal dose. Hypophysation, with or without the 

use of exogenous PGF2α, caused a plasma peak of PGF2α at the time of spawning. 

The use of exogenous PGF2α together with hypophysation (T5) increased the pacu 

ovulation rate in relation to hypophysation only (T4), probably as a result of higher 

GVBD and PGF2α levels of T5, four hours after the second hormonal dose. 

 

 

 

KEYWORDS: hypophysation, total spawning, prostaglandin, reproductive 

hormones, ELISA 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção total da piscicultura no Brasil em 2015 (483,24 mil toneladas) 

apresentou aumento de 1,5% em relação ao ano anterior e de acordo com 

estimativas atuais (ainda não publicadas) continua em ascensão principalmente em 

função da tilapicultura, a qual cresceu 9,7% em 2015, correspondendo à 45,4% da 

piscicultura nacional (IBGE, 2016). Neste cenário atual, destacamos que a tilápia 

(como também as três espécies de peixe mais produzidas no Brasil: tambaqui, 

tambacu e carpa), apresenta um pacote tecnológico para produção já relativamente 

bem desenvolvido (ao longo de décadas). Observa-se, para estas quatro espécies 

supracitadas que lideram a produção continental nacional, a relativa facilidade e 

previsibilidade para a produção de alevinos em cativeiro (IBGE 2014 e 2015).  

Logo abaixo das espécies mais produzidas (supracitadas) no ranking nacional 

de produção (IBGE, 2016), figuram diversas espécies nativas (predominantemente 

as migradoras de médio e grande porte), entre as quais encontramos o pacu 

(Piaractus mesopotamicus), objeto de estudo deste trabalho. O pacu é atualmente 

a sexta espécie de peixe mais cultivada do Brasil, representa 2,7% da produção 

brasileira de peixes (IBGE, 2016) e é considerado de grande importância comercial 

devido às suas características zootécnicas como rusticidade e rápido crescimento 

em diversas condições de cultivo. Trata-se de um caracídeo neotropical, onívoro e 

de desova total (Urbinati et al., 2010) cujo período reprodutivo vai de outubro a 

março. O período mais intenso para a reprodução induzida em cativeiro vai de 

novembro a janeiro, quando as temperaturas são mais altas e há maiores índices 

pluviométricos, porém, variações neste intervalo são amplamente reportadas entre 

regiões e entre diversos empreendimentos aquícolas (Urbinati et al., 2010).  

Como a vasta maioria dos peixes migradores nativos, esta espécie apesar de 

apresentar maturação gonadal completa em cativeiro, precisa ser hormonalmente 

induzida para alcançar sua reprodução (Zaniboni-Filho & Weingart, 2007; Mylonas 

et al., 2010). Esta técnica consiste na aplicação de hormônios como o hormônio 

liberador de gonadotropina (GnRH), o inibidor de dopamina (domperidona) e a 

gonadotropina coriônica humana (hCG), mas a mais comumente usada é a 
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hipofisação, que consiste no uso de extrato bruto de hipófises de peixes maduros 

(EBH) (Andrade & Yasui, 2003).  

Sabe-se que o EBH utilizado na hipofisação contém o hormônio luteinizante 

(LH), o qual possui receptores nos ovários que quando ativados desencadeiam uma 

cascata de eventos (mediados por esteroides gonadais) que culmina na maturação 

final (retomada da meiose, condensação cromossômica e migração e quebra da 

vesícula germinativa (GVBD)) e ovulação (Nagahama & Yamashita, 2008; Almeida, 

2013). Durante este processo destaca-se a respectiva redução e aumento dos 

níveis plasmáticos de estradiol 17β (E2) e 17α,20β-dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP) 

que precedem a ovulação (Levavi-Zermonsky & Yaron, 1986; Mylonas et al., 2010).  

O DHP é sintetizado a partir da conversão do esteroide 17α-hidroxiprogesterona 

(17α-OHP) por meio da enzima 20β-hidroxiesteroide desidrogenase (20β-HSD), 

cuja síntese e secreção é controlada pelo LH (Nagahama & Yamashita, 2008). 

Desta forma, assume-se que o LH presente no EBH é a principal substância 

responsável pela maturação final e ovulação no processo de hipofisação (Mylonas 

et al., 2010; Aizen et al., 2012).  A ovulação e desova ocorrem quando os ovócitos 

maduros são liberados do folículo ovariano através do rompimento das conexões 

entre células da granulosa e ovócitos. A desova ocorre quando os ovócitos 

ovulados são liberados para parte externa do animal através da papila urogenital, 

processo este impulsionado por contrações da musculatura lisa da parede folicular 

(Goetz, 1983). 

A desova do pacu, em cativeiro, só ocorre mediante indução hormonal, 

sendo o extrato bruto de hipófise de carpa (EBHC) o mais utilizado. No entanto, 

independentemente do protocolo empregado, a reprodução de pacu em cativeiro 

apresenta falhas na ovulação, a qual é uma das principais limitações para sua 

produção (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Neste cenário, destacamos também que, 

tanto para a produção de híbridos (tambacu e patinga) como do próprio pacu, o 

domínio da reprodução desta espécie é necessário e imperativo, pois a falha na 

ovulação das fêmeas injetadas leva à morte das matrizes inviabilizando a 

manutenção de um plantel apropriado e, também, a programas de melhoramento 

genético. Portanto, o desenvolvimento de protocolos seguros para a desova desta 

espécie é imperativo para a exploração de todo potencial da mesma, para o 

desenvolvimento de programas de melhoramento genético e, até mesmo, para a 
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disponibilização de matrizes para a produção de híbridos de forma organizada e 

controlada (Hashimoto et al., 2015). 

O uso de EBHC ainda é o meio mais eficaz e comum de produzir alevinos 

de espécies nativas (Caneppele et al., 2015; De Souza et al., 2015; Ittzés et al., 

2015; Viveiros et al., 2015; Boscolo-Pereira et al., 2017), no entanto, o principal 

problema relacionado é a imprevisibilidade na ovulação (Mylonas et al., 2010; 

Criscuolo-Urbinati et al., 2012; Hainfellner et al., 2012; Boscolo-Pereira et al., 2017). 

Por esta e outras razões, em diversas outras espécies, o uso da hipofisação vem 

sendo gradativamente substituído por produtos sintéticos (Drori et al., 1994; 

Mylonas et al., 2010; Targonska & Kucharczy, 2011; Ittzés et al., 2015; Podhorec 

et al., 2016). Todavia, o uso destes produtos sintéticos, principalmente o GnRH, 

não se mostraram totalmente eficazes nas espécies nativas, pois normalmente, 

apesar das fêmeas ovularem, os embriões obtidos morrem antes da eclosão dos 

ovos (Acuña & Rangel, 2009; Paulino et al., 2011; Boscolo-Pereira et al., 2017). Por 

esta razão, devemos considerar, a curto e médio prazo, a necessidade da 

continuidade e aprimoramento do uso do EBHC para a produção de espécies 

nativas, pois a produção nacional aquícola de espécies nativas é praticamente toda 

embasada no uso desta técnica.  

Assim, conhecendo o potencial das prostaglandinas (PGs) para induzir a 

ovulação, em 2012 iniciamos uma série de tentativas para otimizar a ovulação do 

pacu com uso de prostaglandina F2α (PGF2α) exógena concomitante com a 

hipofisação. Havíamos identificado inicialmente em ovários de matrinxã (Hainfellner 

et al., 2012) e pacu (Criscuolo-Urbinati et al., 2012), induzidos à desova com EBHC, 

mas que não ovularam, um percentual expressivo de ovócitos GVBD que 

permaneceram retidos nos ovários. Estes dados mostraram claramente que nestas 

fêmeas o uso de EBHC foi capaz de promover a GVBD (maturação final), mas não 

a ovulação. De posse destas informações, propusemos um novo protocolo, 

incluindo a administração do análogo de PGF2α (2 mL de Ciosin® por peixe 

contendo 0,25 mg.mL-1 de cloprostenol), juntamente com a hipofisação 

convencional (0,6 e 5,4 mg.kg-1 com um intervalo de 24 horas entre as doses). A 

dose de PGF2α foi aplicada no momento da segunda dose de EBHC e causou 

aumento significativo na taxa de ovulação de P. mesopotamicus com consequente 

aumento da frequência folículos pós-ovulatórios (Criscuolo-Urbinati et al., 2012).  
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No entanto, mesmo com os resultados positivos com o uso concomitante de 

EBHC e PGF2α (Criscuolo-Urbinati et al., 2012), observamos que, eventualmente, 

algumas fêmeas submetidas a este protocolo apresentavam um alto valor de 

unidade térmica acumulada (UTA), ou seja, levavam um tempo maior entre a 

segunda dose hormonal e a ovulação, nas quais a dificuldade de liberar os ovócitos 

mediante extrusão persistia. Após a fertilização, os ovócitos destas fêmeas 

apresentavam taxas inferiores de fertilidade e eclosão quando comparadas as 

fêmeas que desovam com um valor de UTA menor entre a segunda dose hormonal 

e a ovulação. Estas observações nos levaram a checar se o protocolo com uso de 

PGF2α poderia ser modificado para intensificar ainda mais o processo de ovulação 

do pacu. Assim, aventamos a hipótese de que se conseguíssemos provocar um 

pico de PGF2α endógena no momento da ovulação por meio da administração de 

PGF2α exógena, teoricamente poderíamos intensificar a ovulação desta espécie. 

Ou seja, surgiu a necessidade de avaliar se o momento estabelecido para aplicação 

da PGF2α exógena (segunda dose hormonal) era adequado para intensificar a 

ovulação.  

Tem sido demonstrado que as PGs são substâncias eficientes na indução da 

ovulação em vários teleósteos (Fujimori et al., 2011 e 2012; Takahashi et al., 2013; 

Knight & Van der Kraak, 2015). As PGs são eicosanoides produzidos a partir do 

ácido araquidônico (AA) em uma cascata enzimática que inclui uma enzima chave, 

conhecida como ciclooxigenase-2 (Cox-2) (Fujimori et al., 2011 e 2012; Takahashi 

et al., 2013). Sabe-se que folículos maduros in vitro tratados com DHP aumentaram 

a produção das prostaglandinas E2 (PGE2) e PGF2α de forma dose-dependente 

durante a ovulação (Berndston et al., 1989; Bradley & Goetz, 1994; Kagawa et al., 

2003). Portanto, a síntese e ação das PGs sobre a ovulação sofre interferência e 

interfere com a síntese e liberação de esteroides gonadais, especialmente com o 

DHP (Knight & Van der Kraak, 2015). Assim, devido a relação entre PGs e DHP no 

processo de ovulação em teleósteos, o estudo concomitante destas substâncias é 

imprescindível para o desenvolvimento de conhecimento sobre a ovulação bem-

sucedida neste grupo.   

Outros esteroides gonadais também apresentam associação com a ovulação 

em peixes. Foi demonstrado que a testosterona (T) apresenta pico de concentração 

plasmática durante a maturação final em Oncorhynchus kisutch (Fitzpatrick et al., 
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1986) e em Pleuronectes americanus (Truscott et al., 1992) ou próximo à ovulação 

em Stizostedion vitreum (Malison et al., 1994), em Oncorhynchus tshawytscha 

(Slater et al., 1994) e em Salmo trutta (Hoogenboom et al., 2012). Além disso, sabe-

se que o E2 apresenta diminuição em seus níveis apenas momentos antes da 

ovulação (Levavi-Zermonsky & Yaron 1986; Asturiano et al. 2002; Lubzens et al. 

2010) e que houve uma inibição da produção de hormônios indutores de maturação 

(MIH) dos folículos quando expostos ao tratamento com E2 in vitro (Jalabert & 

Fostier 1984 Pang et al. 2008; Pang & Thomas 2010). 

 

2. OBJETIVO 
 

O principal objetivo deste trabalho foi determinar as concentrações plasmáticas 

de DHP, E2, T e PGF2α e a distribuição percentual dos diferentes tipos de ovócitos 

presentes nos ovários ao longo do processo de hipofisação com ou sem uso de 

PGF exógena (Ciosin®). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Local, animais e condição de manejo 
 

Os trabalhos foram realizados no Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP), 

Jaboticabal, SP no biotério de Reprodução de Peixes Nativos. Neste estudo, 

fêmeas adultas de pacu, com quatro anos de idade e massa média de 3103,48 ± 

792,42 g, foram mantidas em viveiros escavados de 200m² (em uma densidade de 

0,80 kg.m-2) abastecidos com vazão constante de aproximadamente 20 L.min-1. 

Durante o ano, exceto no período de indução hormonal, os peixes foram 

alimentados duas vezes ao dia até a saciedade aparente (aproximadamente 1-4% 

da biomassa) com ração comercial Onívoros Crescimento - Fri-Acqua, contendo 

28% de proteína bruta, 3,5% extrato etéreo, 12% cinzas e 9% de matéria fibrosa, 

de acordo com informações do fabricante sobre o lote. Os peixes utilizados foram 

produzidos no CAUNESP a partir de cruzamentos realizados com o plantel de 

matrizes e reprodutores da Instituição. Os animais foram mantidos e utilizados de 
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acordo com as normas da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da UNESP- Campus de Jaboticabal-

SP (Protocolo nº 003837/17). 

Os parâmetros físicos e químicos da água foram determinados quinzenalmente 

por volta das sete horas da manhã durante o ano nos viveiros onde os peixes foram 

mantidos.  A temperatura e a condutividade foram aferidas por meio de uma sonda 

HANNA, HI-98311, o pH foi aferido por meio de uma sonda KASVI, K39-0014P e o 

oxigênio dissolvido com uma sonda BERNAUER-424 AQUACULTURA, F-1550A. 

Os valores anuais médios destes parâmetros para temperatura, pH, oxigênio 

dissolvido e condutividade foram respectivamente 22,50 ± 2,70 ºC; 5,71 ± 0,88; 6,43 

± 0,13 mg.L-1; e 34,45 ± 10,60 µS.cm-1. Durante as desovas os peixes foram 

mantidos em sistema de recirculação fechado com água mantida a temperatura 

constante de 26,70 ± 0,40 ºC.  

 A seleção das fêmeas aptas foi feita inicialmente a partir de características 

externas como ventre abaulado e presença de papila hemorrágica (Kuradomi et al., 

2017; Schorer et al., 2016) e posteriormente, foram separadas apenas as fêmeas 

que apresentaram frequência ≥ 30% de ovócitos com núcleo excêntrico (Romagosa 

et al., 1990), sendo estas distribuídas ao acaso nos tratamentos que compõe esta 

proposta. Três machos foram escolhidos por liberarem pequenas quantidades de 

sêmen sob leve pressão abdominal (Kuradomi et al., 2016). Foram utilizadas 23 

fêmeas, mantidas em caixas de polietileno de 750 litros, em sistema de recirculação 

e distribuídas aleatoriamente em cinco grupos (Tabela 1). 
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Tabela 1. Delineamento experimental, identificando os tratamentos utilizados neste 
estudo para indução hormonal à desova de Piaractus mesopotamicus. 

Tratamento 1ª dose 2ª dose N 

(Salina) + (salina) (T1) 0,2 mL.kg-1 de 
solução salina 

0,2 mL.kg-1 de 
solução salina 3 

(Salina) + (salina e PGF2α) (T2) 0,2 mL.kg-1 de 
solução salina 

0,2 mL.kg-1 de 
solução salina + 

2 mL Ciosin® 
4 

(EBHC) + (salina e PGF2α) (T3) 0,6 mg.kg-1 de 
EBHC 

0,2 mL.kg-1 de 
solução salina + 

2 mL Ciosin® 
4 

(EBHC) + (EBHC) (T4) 0,6 mg.kg-1 de 
EBHC 

5,4 mg.kg-1 de 
EBHC 

6 

(EBHC) + (EBHC e PGF2α) (T5) 0,6 mg.kg-1 de 
EBHC 

5,4 mg.kg-1 de 
EBHC + 2 mL 

Ciosin® 
6 

Salina: solução salina 0,9%. PGF2α: Prostaglandina F2α; EBHC: extrato bruto de hipófise de carpa; 
Ciosin®: 0,25 mg.ml-1 de cloprostenol, MSD Saúde Animal. 
 
 

Utilizou-se intervalo de 24 horas entre a primeira e a segunda dose para todos 

os tratamentos (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Os machos receberam 3 mg.kg-1 

de EBHC no momento da 2ª dose das fêmeas. 

 

3.2. Amostras de plasma 

 

As fêmeas foram anestesiadas em solução de benzocaína (100 mg.L-1 de água) 

com posterior coleta de sangue (~1mL) através da punção com seringa de vasos 

caudais para a determinação das concentrações plasmáticas de PGF2α, DHP, E2 e 

T, em cinco períodos: imediatamente antes da primeira dose hormonal (A1), uma 

(1H), quatro (4H), oito (8H) e doze horas (12H) após a segunda dose. 

As amostras foram centrifugadas à 1000 x g por 15 minutos à 4˚C para 

separação do plasma que foi congelado e armazenado à -80˚C. Para dosagem da 

PGF2α, adicionou-se ao sangue a indometacina (inibidor de PGs) com uma 

concentração final de 10μM imediatamente após a coleta. As concentrações 

plasmáticas dos hormônios foram quantificadas em duplicata por meio do método 

ELISA (do inglês “enzyme-linked immunosorbent assay”) utilizando kits comerciais: 
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PGF2α e DHP (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA); e E2 e T (DRG 

International Inc., Springfield, NJ, EUA), seguindo as instruções das fabricantes. As 

variações limites intra e interplacas dos kits para este estudo foram de 20%, sendo 

que as validações já foram realizadas por Kuradomi & Batlouni (em vias de 

publicação) para esta espécie. 

 

3.3. Amostra de ovócitos 

 

Logo após a coleta de sangue, através de sonda uretral NR 06 foram colhidas 

as amostras de ovócitos (~100 ovócitos) e fixadas em solução de SERRA (60 mL 

álcool 90%, 30 mL formalina e 10 mL ácido acético glacial) (Lemanova & Sakun, 

1975; Romagosa et al.,1990) para avaliação da ausência, presença (e neste caso, 

a posição) da vesícula germinativa (GV) por estereomicroscopia (Leica M50) nos 

cinco períodos citados acima. O percentual foi realizado por meio da contagem de 

quatro grupos de ovócitos: núcleo central (NC), núcleo excêntrico (NE), GVBD e 

ausência de núcleo. Os ovócitos NC e NE caracterizaram-se, respectivamente, pela 

posição central da GV e pela posição da GV mais próxima da periferia. Já os 

ovócitos GVBD foram identificados quando apresentaram desintegração da GV na 

periferia da célula (Figura 1). Foi avaliada a mediana da frequência dos diferentes 

tipos de ovócitos das fêmeas por tratamento em cada coleta (Romagosa et al., 

1990). 



Mestrando Rafael Tomoda Sato  Orientador – Sergio Ricardo Batlouni 
 

15 
Caunesp 

 

Figura 1. Caracterização dos ovócitos. Ovócitos com núcleo central (NC); núcleo 

excêntrico (NE); e quebra da vesícula germinativa (GVBD). 

 
3.4. Desempenho reprodutivo 

 

Na coleta 12H, período em que foram observadas a presença de ovócitos no 

interior das unidades experimentais (aproximadamente 320 UTA), as fêmeas foram 

extrusadas. A massa da desova obtida de cada fêmea foi registrada e em seguida 

foi feita a fertilização dos ovócitos com um pool de sêmen de machos previamente 

preparado. O mesmo pool foi utilizado para a fertilização dos ovócitos de todas as 

fêmeas, na seguinte proporção: ~0,5 mL de sêmen para cada 50 g de ovócitos. 

Posteriormente 10 mL de ovos hidratados de cada fêmea foram colocados 

incubadoras experimentais de acrílico com volume de 8 L (em triplicata) para 

determinação das taxas de fertilidade e eclosão. A temperatura média durante a 

embriogênese foi 26,70 ± 0,40 ºC.  

O percentual de fêmeas desovadas (nº fêmeas desovadas / nº fêmeas totais * 

100), a fecundidade relativa (massa desova / massa fêmea) e os percentuais de 

fertilidade e de eclosão (respectivamente 8 e 14 horas após a fertilização) foram 

calculados para cada tratamento. Para os cálculos das taxas de fertilidade e 

eclosão, aproximadamente 100 ovos de cada incubadora foram classificados como 
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viáveis (embriões/larvas) ou inviáveis (ovos gorados). Os percentuais foram 

avaliados por meio do cálculo: nº ovos viáveis / nº ovos totais * 100. 

 

 
Figura 2. Classificação dos ovos no período de fertilidade. Ovos viáveis (VI) e 
inviáveis (IN). 
 

3.5. Análise estatística 

 

Os percentuais dos tipos de ovócitos encontrados foram comparados entre pós 

tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis. Os conjuntos de dados dos níveis 

plasmáticos dos hormônios foram submetidos à análise de normalidade (teste de 

Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (teste de Levene) e analisados pelo 

teste de análise de variância de medidas repetidas (ANOVA repeated measures), 

e quando encontrado diferença significativa, foi seguido do teste de comparação de 

médias Fisher LSD. A fecundidade relativa foi analisada pelo teste t e as taxas de 

fertilidade e eclosão foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney U test. O último 

teste foi realizado a nível de significância p≤0,05, enquanto os restantes dos testes 

foram realizados a nível de significância de p<0,05.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Comparação entre os percentuais dos diferentes tipos de 
ovócitos entre os tratamentos 

 

4.1.1. Núcleo central 

Os percentuais de NC foram semelhantes entre os tratamentos nas coletas A1 

e 1H (p>0,05). Nas seguintes coletas (4H e 8H), os valores medianos de T4 

(mediana: 6,89%; Q1: 2,09; Q3: 1,83 e mediana: 7,14%; Q1: 1,14; Q3: 0,90) e T5 

(mediana: 4,55%; Q1: 0,24; Q3: 1,66 e mediana: 4,75%; Q1: 0,81; Q3: 1,93) foram 

significativamente inferiores aos de T1 (mediana: 44,55%; Q1: 0,16; Q3: 3,50 e 

mediana: 51,72%; Q1: 3,59; Q3: 3,97), T2 (mediana: 57,28%; Q1: 5,08; Q3: 3,04 e 

mediana: 52,41%; Q1: 1,00; Q3: 2,37) e T3 (mediana: 50,64%; Q1: 1,69; Q3: 2,68 

e mediana: 50,63%; Q1: 1,86; Q3: 0,39) (p<0,05) (Figura 3A). 

 

4.1.2. Núcleo excêntrico 

Assim como para NC as percentagens de NE foram semelhantes entre os 

tratamentos nas coletas A1 e 1H (p>0,05). Na coleta 4H, o percentual de NE de T5 

(mediana: 32,06%; Q1: 0,69; Q3: 0,64) foi menor do que o de T3 (mediana: 48,23%; 

Q1: 2,85; Q3: 1,66) (p<0,05). Os percentuais de NE dos tratamentos T4 (mediana: 

8,93%; Q1: 0,93; Q3: 5,49) e T5 (mediana: 3,31%; Q1: 0,35; Q3: 8,10) foram 

menores que os tratamentos T1 (mediana: 40,23%; Q1: 0,81; Q3: 1,65), T2 

(mediana: 41,82%; Q1: 2,29; Q3: 1,79) e T3 (mediana: 43,20%; Q1: 1,23; Q3: 2,04) 

na coleta 8H (p<0,05) (Figura 3B). 

 

4.1.3. GVBD 

As percentagens de GVBD nos tempos A1 e 1H foram similares entre os 

tratamentos (p>0,05). Os percentuais de GVBD, na coleta 4H e 8H, de T4 (mediana: 

53,64%; Q1: 2,86; Q3: 2,52 e mediana: 81,25%; Q1: 6,25; Q3: 4,75) e T5 (mediana: 

61,29%; Q1: 0,5; Q3: 2,12 e mediana: 91,35%; Q1: 9,30; Q3: 1,70) foram superiores 
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nos períodos correspondentes aos percentuais de GVBD de T1 (0%), T2 (0%) e T3 

(0%) (p<0,05) (Figura 3C).  

 

4.1.4. Sem núcleo 

Para percentual de ovócitos sem núcleo, diferenças somente foram observadas 

na coleta 8H, quando T4 e T5 não apresentaram este tipo de ovócito e foram 

inferiores ao T1 (mediana: 8,05%; Q1: 3,15; Q3: 1,27), T2 (mediana: 5,48%; Q1: 

0,85; Q3: 0,26) e T3 (mediana: 6,04%; Q1: 0,67; Q3: 1,46) (p<0,05) (Figura 3D).  

 

4.2. Comparação entre os níveis plasmáticos dos hormônios entre 
os tratamentos 

 

4.2.1. Prostaglandina F2α 

As concentrações plasmáticas médias de PGF2α da coleta 1H de T2 (5,07 ± 

0,88 ng.mL-1), T3 (5,45 ± 0,87 ng.mL-1) e T5 (4,27 ± 0,46 ng.mL-1) foram superiores 

aos de T1 (0,61 ± 0,01 ng.mL-1 e T4 (0,22 ± 0,46 ng.mL-1) (p<0,05). Na coleta 4H, 

as concentrações plasmáticas médias de PGF2α de T2 (1,52 ± 0,18 ng.mL-1), T3 

(1,65 ± 0,51 ng.mL-1) e T5 (1,48 ± 0,47 ng.mL-1) foram novamente superiores aos 

de T1 (0,09 ± 0,01 ng.mL-1 e T4 (0,19 ± 0,03 ng.mL-1) (p<0,05). Na coleta 8H apenas 

valores de T5 (1,47 ± 0,66 ng.mL-1) foram superiores ao T1 (0,14  0,04 ng.mL-1) 

(p<0,05), e na coleta 12H os valores médios das fêmeas T4 (2,73 ± 0,64 ng.mL-1) 

e T5 (2,16 ± 0,36 ng.mL-1) foram superiores aos dos tratamentos T1 (0,06 ± 0,01 

ng.mL-1), T2 (0,32 ± 0,08 ng.mL-1) e T3 (0,35 ± 0,10 ng.mL-1) (p<0,05) (Figura 4A). 

 

4.2.2. 17α,20β-dihidroxi-4-pregnen-3-one 

Os valores médios de DHP na coleta 1H foram similares entre os grupos 

(p>0,05), já na coleta 4H, os tratamentos T4 (583,07 ± 76,46 ng.mL-1) e T5 (502,36 

± 97,89 ng.mL-1) apresentaram valores médios cerca de 30 vezes superiores aos 

de T1 (15,43 ± 1,58 ng.mL-1) e T3 (15,00 ± 1,63 ng.mL-1) e 10 vezes superiores aos 

T2 (55,07 ± 18,21 ng.mL-1) (p<0,05). Na coleta 8H, níveis médios do T4 e T5 
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permaneceram maiores que o restante dos tratamentos (p<0,05). Na coleta 12H o 

valor médio de T4 (330,00 ± 112,34 ng.mL-1) foi similar ao de T5 (218,26 ± 87,38 

ng.mL-1) e superior ao T1 (21,96 ± 2,59 ng.mL-1) T2 (85,22 ± 38,42 ng.mL-1) e T3 

(16,72 ± 3,25 ng.mL-1) (p<0,05) (Figura 4B). 

 

4.2.3. Estradiol 17β 

Os níveis de E2 foram similares entre os tratamentos na coleta A1 (p>0,05).  Na 

coleta 1H, os níveis médios de E2 de T1(1,93 ± 0,23 ng.mL-1) e T2 (3,40 ± 0,09 

ng.mL-1) foram inferiores aos de T3 (9,13 ± 2,01 ng.mL-1) e T5 (8,77 ± 1,73 ng.mL-

1) (p<0,05). No mesmo período, os níveis médios de E2 de T4 (5,58 ± 0,81 ng.mL-1) 

foram similares todos os tratamentos (p<0,05). Na coleta seguinte (4H), os níveis 

de E2 de T5 (13,20 ± 2,62 ng.mL-1) e T4 (9,41 ± 2,28 ng.mL-1) foram superiores aos 

T1 (2,12 ± 0,19 ng.mL-1), T2 (3,40 ± 0,16 ng.mL-1), O tratamento T3 (7,22 ± 1,21 

ng.mL-1) foi similar a todos os tratamentos (p>0,05). No tempo 8H, os níveis médios 

de E2 de T5 (12,23 ± 2,27 ng.mL-1) foram superiores aos de T1 (2,94 ± 0,31 ng.mL-

1), T2 (3,73 ± 0,29 ng.mL-1) e T4 (7,09 ± 0,53 ng.mL-1) (p<0,05) e similares aos de 

T3 (10,78 ± 1,55 ng.mL-1) (p>0,05). Na última coleta (12H), observamos o mesmo 

perfil do que na coleta anterior, onde os valores médios de T5 (11,09 ± 2,79 ng.mL-

1) foram superiores aos de T1 (2,26 ± 0,26 ng.mL-1), T2 (3,30 ± 0,21 ng.mL-1) e T4 

(4,98 ± 0,75 ng.mL-1) (p<0,05), mas similares aos de T3 (6,48 ± 1,83 ng.mL-1) 

(p>0,05) (Figura 4C). 

 

4.2.4. Testosterona 

Os níveis plasmáticos médios de T dos tratamentos T4 e T5 foram superiores 

aos dos demais tratamentos a partir da coleta 1H (p<0,05), sendo que na coleta 

8H, os valores médios deste hormônio para T4 (82,80 ± 11,32 ng.mL-1) e T5 (86,32 

± 9,24 ng.mL-1) foram mais de 13 vezes superiores aos demais grupos (T1: 5,30 ± 

0,38 ng.mL-1, T2: 5,11 ± 0,76 ng.mL-1 e T3: 6,30 ± 0,58 ng.mL-1) (p<0,05) (Figura 

4D). 
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4.3. Comparação dos níveis plasmáticos hormonais por tratamento 
ao longo do tempo 

 

4.3.1. Prostaglandina F2α 

Houve elevação de PGF2α, de aproximadamente 44 vezes, nos tratamentos em 

que receberam PGF2α exógena (T2, T3 e T5) na coleta 1H em comparação com a 

coleta A1 (p<0,05). Na coleta seguinte (4H), foi relatada uma queda em seus níveis 

plasmáticos nos mesmos tratamentos (p<0,05). Posteriormente (8H), ocorreu 

redução nas concentrações nos tratamentos T2 e T3, enquanto os níveis no 

tratamento T5 se mantiveram similares (p>0,05). Quando comparado o momento 

da desova (12H) com período anterior (8H), foi encontrado elevação nas 

concentrações do tratamento T4 (p<0,05) (Figura 4A). 

 

4.3.2. 17α,20β-dihidroxi-4-pregnen-3-one 

Os níveis de DHP se mantiveram similares em todos os tratamentos da coleta 

A1 para a coleta 1H (p>0,05). Já na coleta posterior (4H), apenas os tratamentos 

que possuíam fêmeas desovadas (T4 e T5) apresentaram maiores concentrações 

em relação à anterior, se mantendo semelhante na coleta subsequente (8H) 

(p<0,05). Houve redução nos mesmos tratamentos na última coleta (12H) em 

relação à anterior (8H) (p<0,05) (Figura 4B). 

 

4.3.3. Estradiol 17β 

A interação entre tratamento e tempo não foi significativa nos níveis de E2 

(p>0,05). 

 

4.3.4. Testosterona 

Somente os tratamentos T4 e T5 (fêmeas desovadas) apresentaram elevações 

nas concentrações de T na coleta 1H em comparação com a coleta A1 (p<0,05). 

Estes níveis se mantiveram similares nas coletas seguintes (4H e 8H) para estes 

tratamentos, diminuindo apenas próximo à desova (12H) (p<0,05) (Figura 4D). 
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4.4. Desempenho reprodutivo 

 

Apenas nos tratamentos T4 e T5 foram encontradas fêmeas com ovulação 

e desova, quatro de seis no T4 (66,67%) e cinco de seis (83,33%) no T5. As médias 

de fecundidade relativa foram similares entre T4 (0,09 ± 0,4) e T5 (0,10 ± 0,2). 

O percentual de fertilidade de T5 (mediana: 75,56; Q1: 26,95; Q3: 3,51) foi 

superior ao de T4 (mediana: 28,16; Q1: 14,10; Q3: 15,49) (p≤0,05) (Figura 5). As 

taxas de eclosão de T4 (mediana: 20,77; Q1: 7,95; Q3: 42,10) e T5 (mediana: 10,47; 

Q1: 8,13; Q3: 13,12) foram similares (p≤0,05) (Figura 5).   

 

4.5. Características seminais 

 
Após a fertilização dos ovos, amostras de sêmen foram coletadas para 

avaliação das características seminais utilizando a metodologia de Sanches et al., 

(2011) para cada parâmetro (Tabela 2). 

 

 

      Tabela 2. Características seminais dos machos selecionados. 

 

 

 

 

 

 Ativação (%) Motilidade (s) Sobrevivência (%) 
Macho 1 100,00 42,91 ± 1,34 90,34 

Macho 2 100,00 42,99 ± 1,19 92,89 

Macho 3 100,00 48,74 ± 1,82 92,96 
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Figura 3. Percentual dos diferentes tipos de ovócitos: núcleo central (A), núcleo excêntrico (B), GVBD (C) e sem núcleo (D) em fêmeas de P. mesopotamicus 
antes da primeira dose (A1) e uma hora (1H), quatro horas (4H) e oito horas (8H) após a segunda dose. T1: salina + salina; T2: salina + salina e PGF2α; T3: 
hipófise + salina e PGF2α; T4: hipófise + hipófise; T5: hipófise + hipófise e PGF2α. Dados expressos como mediana ± Q1 e Q3. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas entre os tratamentos em cada coleta (p<0,05).  
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Figura 4. Perfil plasmático de Prostaglandina F2α (A), DHP (B), Estradiol 17β (C) e Testosterona (D) em fêmeas de P. mesopotamicus antes da primeira dose 
(A1) e uma hora (1H), quatros horas (4H), oito horas (8H) e doze horas (12H) após a segunda dose. T1: salina + salina; T2: salina + salina e PGF2α; T3: hipófise 
+ salina e PGF2α; T4: hipófise + hipófise; T5: hipófise + hipófise e PGF2α. Dados expressos como média ± SEM. Letras maiúsculas indicam diferenças significativas 
entre os tratamentos em cada coleta Letras minúsculas indicam diferenças significativas entre as coletas em cada tratamento (p<0,05). 
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Figura 5. Percentual de fêmeas desovadas, taxa de fertilidade e taxa de eclosão dos ovos de 
fêmeas de P. mesopotamicus. T4: hipófise + hipófise; T5: hipófise + hipófise e PGF2α. * Representa 
diferença significativa entre os tratamentos (p≤0,05). 

 

5. DISCUSSÃO 

 

A avaliação dos diferentes tipos de ovócitos ao longo do processo de indução 

hormonal revelou que a GVBD se iniciou na coleta 4H apenas nos tratamentos que 

foram observadas desovas (T4 e T5), indicando que a retomada da meiose, pré-

requisitos para ovulação, só ocorre após a segunda dose hormonal nesta espécie. 

Estas observações corroboram com os resultados obtidos em carpas por Levavi-

Zermonsky & Yaron (1986), onde a GVBD somente foi observada quando duas 

doses de EBHC foram aplicadas. Além disso, observamos que a ovulação só 

ocorreu quando duas doses de EBH foram aplicadas (tratamentos T4 e T5) e 

apenas nestes tratamentos foram observados aumento nos níveis de DHP durante 

a indução hormonal.  

Neste contexto, sabe-se que concentrações elevadas de DHP estão associados 

com maturação final dos ovócitos e são potentes indutores de GVBD (Nagahama 

et al., 1983; Nagahama & Yamashita, 2008). A síntese de DHP é estimulada pelo 

LH nas células da granulosa, onde a enzima 20β-HSD converte o seu precursor 

17α-OHP. Portanto, corroborando resultados anteriores obtidos por Criscuolo-

Urbinati et al. (2012), o uso de PGF2α exógena tem papel acessório e deve ser 
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utilizada como agente potencializador da ovulação, mas não como substituto da 

hipofisação no pacu. 

 Por outro lado, avaliando agora a relação entre o uso de PGF2α e o sucesso na 

ovulação, observamos que no intervalo 4H, o tratamento T5 foi o único que 

apresentou concomitantemente ovócitos GVBD e valores superiores de PGF2α (ao 

controle T1). Portanto, é razoável supor que as taxas superiores de ovulação do 

tratamento T5 em relação ao T4 (e aos demais grupos) estão associadas a PGF2α, 

exógena aplicada. 

Neste estudo, observamos elevação de aproximadamente 44 vezes nos níveis 

plasmáticos PGF2α da coleta A1 para a coleta 1H nos tratamentos onde os peixes 

foram tratados com PGF2α exógena (T2, T3 e T5). Nestes mesmos tratamentos, os 

níveis plasmáticos de PGF2α foram mais de 7 vezes superiores na coleta 1H em 

comparação com os tratamentos que não receberam PGF2α via exógena (T1 e T4), 

indicando que os valores superiores encontrados na coleta 1H foram em função da 

PGF2α exógena aplicada. Na coleta 4H, novamente, os tratamentos que receberam 

PGF2α exógena (T2, T3 e T5) apresentaram níveis superiores desta substância em 

comparação com os tratamentos que não receberam PGF2α via exógena (T1 e T4), 

porém os níveis foram menos expressivos, devido à redução em relação a coleta 

anterior (1H), indicando uma possível metabolização da PGF2α aplicada.  

Ainda com relação aos níveis PGF2α, na coleta 8H, apenas as concentrações 

médias do T5 mantiveram-se superiores ao controle (T1), enquanto os outros 

tratamentos se tornaram similares. Na coleta 12 H foi observado que os valores 

médios de PGF2α dos tratamentos T4 e T5, os únicos que receberam duas doses 

de EBHC, tornaram-se superiores aos outros tratamentos. Neste caso, os níveis 

superiores de PGF2α de T4 e T5 na coleta 12H estão certamente associados à 

hipofisação, uma vez que as fêmeas do tratamento T4 não receberam PGF2α 

exógena.  

Além disso, na coleta 12H, os tratamentos que apresentaram fêmeas ovuladas 

(T4 e T5) apresentaram valores médios de PGF2α e DHP superiores ao tratamento 

controle (T1). Neste contexto, sabe-se que a PGF2α e o DHP apresentam 

intrínsecas conexões e são sabidamente os principais promotores da ovulação em 

peixes (Berndston et al., 1989; Bradley & Goetz, 1994; Kagawa et al., 2003; 
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Nagahama & Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010; Knight & Van Der Kraak, 2015; 

Takahashi et al., 2017).  

Em relação à T, foi observado que as fêmeas dos tratamentos que receberam 

as duas doses de EBHC (T4 e T5) apresentaram níveis médios superiores deste 

hormônio a partir da coleta 1H até a coleta 12H em comparação ao T1, T2 e T3. 

Foram encontradas elevações similares de DHP e T ao longo do processo de 

indução hormonal, as quais se mantiveram superiores aos outros tratamentos 

durante quase todo o processo, independentemente de se ter usado ou não PGF2α 

exógena. Sabe-se que o precursor de DHP (17α-OHP) participa também da síntese 

de T nos ovários por meio de uma via alternativa (Nagahama & Yamashita, 2008; 

Tokarz et al., 2016), explicando os perfis semelhantes encontrados entre estes 

hormônios. Destacamos também que elevações nos níveis plasmáticos de T na 

coleta 1H e posterior queda na coleta 12H ocorreu apenas nos tratamentos que 

desovaram (T4 e T5), corroborando outros estudos que mostram um envolvimento 

deste hormônio com o processo de maturação final (Fitzpatrick et al., 1986; Truscott 

et al., 1992) 

Ainda com relação aos níveis de T, como citado acima, estes só se elevaram 

quando duas doses de EBH foram aplicadas (T4 e T5). Portanto, é possível que a 

T tenha se elevado sob a ação de níveis superiores de LH destes tratamentos, pois 

sabe-se que sob ação de LH, o AA é capaz de estimular a esteroidogenese, 

principalmente de T (Mercure & Van der Kraak, 1995). Na mesma vertente, foi 

demonstrado em Oncorhynchus kisutch que a T foi capaz de intensificar a migração 

e quebra da vesícula germinativa, podendo em algumas situações agir como uma 

substância indutora de maturação final (Fitzpatrick et al., 1986). Sabe-se também 

que o AA e seus metabolitos possuem relação com a síntese de esteroides (Van 

der Kraak & Chang, 1990; Wade & Van der Kraak, 1993; Mercure & Van der Kraak, 

1995). Avaliados conjuntamente, estes achados demonstram um papel importante 

e pouco explorado da T sobre a maturação final e ovulação do pacu. 

Vários estudos demonstraram que a desova é precedida por aumento nos níveis 

de DHP e redução concomitante nos níveis de E2, em um processo denominado de 

“steroidogenic shift” (Levavi-Zermonsky & Yaron,1986; Asturiano et al. 2002; 

Nagahama & Yamashita, 2008; Lubzens et al. 2010). Entretanto, diferindo dos 

trabalhos citados, observamos que a interação entre tratamento e tempo não foi 
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significativa nos níveis de E2. No entanto, na coleta 4H, os tratamentos T4 e T5 

apresentaram níveis superiores aos tratamentos que não receberam dose de EBHC 

(T1 e T2). Sabe-se que, independentemente do mecanismo que leva à mudança 

esteroidogênica, E2 e seus receptores 7TMD (GPR30 = GPER) são os 

responsáveis por manter a parada meiótica nos ovócitos (Pang & Thomas, 2010). 

Contudo, a partir da coleta 4H foi observado uma maior frequência de GVBD tanto 

para T4 como T5 em relação a T1 e T2, o que indica que os maiores níveis de E2 

encontrados no presente estudo, não foram capazes de inibir a retomada da meiose 

nesta espécie. 

O tratamento T5 apresentou taxa de fertilidade superior (mediana de 75,56% 

em cinco desovas) quando comparado ao tratamento T4 (mediana de 28,16% em 

quatro desovas). Em relação a taxa de eclosão, os resultados obtidos foram 

similares entre os mesmos tratamentos. Os percentuais de taxa de eclosão 

encontrados foram considerados baixos (T4: mediana 10,47 e T5: 20,77%) 

possivelmente devido ao estresse de manejo provocado por coletas consecutivas 

(Campbell et al., 1992, 1994; Contreras-Sánchez et al., 1998). De acordo com estes 

autores, reprodutores de truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) submetidos ao 

estresse, apresentaram atrasos na ovulação (alta UTA) e menores taxas de 

sobrevivência da progênie em relação aos que não sofreram estresse. No presente 

estudo a quantidade de UTAs registrada para a ovulação ser atingida (327±6) foi 

relativamente elevada e corrobora com esta hipótese, pois foi demonstrado que 

fêmeas de pacu que ovularam após 300 UTAs apresentaram desempenho 

reprodutivo insatisfatórias (Criscuolo-Urbinati et al., 2012).  

 

6. CONCLUSÕES 
 

Dois picos nos níveis plasmáticos de PGF2α foram observados considerando 

todos os tratamentos. 

O primeiro pico de PGF2α só foi observado com uso de Ciosin® (PGF2α exógena) 

uma hora após a segunda dose. 
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O segundo pico de PGF2α apenas foi observado quando duas doses de EBH 

foram aplicadas, no momento da desova. 

A administração isolada de PGF2α exógena não induziu a maturação final nem 

a ovulação no pacu.  

A maturação final e a ovulação ocorreram apenas com a hipofisação, 

independentemente do uso de PGF2α exógena. 

O uso de PGF2α exógena junto com hipofisação está associada a níveis de 

GVBD e de PGF2α superiores ao controle, quatro horas após a segunda dose 

hormonal.  

O uso de PGF2α exógena em conjunto com a hipofisação elevou a taxa de 

ovulação de pacu em relação a fêmeas apenas hipofisadas. 

A primeira dose da hipofisação não é suficiente para induzir a maturação final 

em fêmeas de pacu.  

Somente nos tratamentos onde desovas foram registradas foram observadas 

elevações nos níveis de PGF2α no momento da desova.  

A hipofisação, independente do uso de PGF2α exógena, elevou níveis de T (uma 

hora após a segunda dose) e DHP (quatro horas após a segunda dose). 

A interação entre tratamento e tempo não foi significativa nos níveis de E2. 

Os níveis de E2, nos tratamentos onde desovas foram registradas, foram 

superiores quatro horas após a segunda dose em relação ao controle. 
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