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RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi determinar as concentracdes plasmaticas
de 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP), Estradiol 178 (Ez), Testosterona (T)
e Prostaglandina Fzq (PGF2q) e a distribuicdo percentual dos diferentes tipos de
ovOcitos presentes nos ovarios ao longo do processo de hipofisacdo de pacu
(Piaractus mesopotamicus) com ou sem uso de PGF exdgena. Para isto, 23 fémeas
foram distribuidas em cinco tratamentos, com inducao dividida em duas doses com
intervalo de 24 horas: (0,2 mL.kg™* solugdo salina) + (0,2 mL.kg* solugéo salina)
(T1); (0,2 mL.kg* solugéo salina) + (0,2 mL.kg* solugédo salina e 2 ml PGF2q) (T2);
(0,6 mg.kg* EBHC (extrato bruto de hipdéfise de carpa)) + (0,2 mL.kg?! solugdo
salina e 2 mL PGFzq) (T3); (0,6 mg.kg* EBHC) + (5,4 mg.kg' EBHC) (T4); (0,6
mg.kgtEBHC) + (5,4 mg.kg*t EBHC e 2 mL PGF2q) (T5). Foram coletadas amostras
de sangue e ovocitos para analise dos niveis plasmaticos de PGF2q, DHP,E2e T e
avaliacdo dos tipos de ovdcitos em quatro periodos apos a segunda dose. O uso
de PGF2q exdgena provocou um pico plasmatico de PGF2« uma hora apoés a
segunda dose hormonal. A hipofisacdo, com ou sem o uso de PGFz2q exdgena,
provocou pico plasmatico de PGF2a no momento da desova. O uso de PGFaq
exogena juntamente hipofisacédo (T5) eleva a taxa de ovulacdo de pacu em relacdo
a fémeas apenas hipofisadas (T4), provavelmente em funcao de niveis de GVBD e

de PGF2q superiores de T5, quatro horas ap0s a segunda dose hormonal.

PALAVRAS-CHAVE: hipofisagdo, desova total, prostaglandina, hormonios
reprodutivos, ELISA.
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ABSTRACT

The main objective of this study was to determine the plasma concentrations of
17a, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP), 17B-Estradiol (E2), Testosterone (T)
and Prostaglandin F2a (PGF2q4) and the different types of oocytes present in the
ovaries throughout the pacu (Piaractus mesopotamicus) hypophysation process
with or without the use of exogenous PGF2q. To that, 23 females were distributed in
five treatments, with induction divided into two doses with a 24-hour interval: (0.2
mL.kg? saline) + (0.2 mL.kg™* saline) (T1); (0.2 mL.kg™* saline) + (0.2 mL.kg™* saline
and 2 mL PGF2q) (T2); (0.6 mg.kg? CPE (crude pituitary extract)) + (0.2 mL.kg*
saline and 2 mL PGF2q) (T3); (0.6 mg.kg? CPE) + (5.4 mg.kg*! CPE) (T4); (0.6
mg.kg? CPE) + (5.4 mg.kg' CPE and 2 ml PGF2q) (T5). Blood and oocyte samples
were collected for analysis of plasma levels of PGFzq«, DHP, E2 and T in four periods
after the second dose. The use of exogenous PGF2q caused a plasma peak of
PGF2q 0ne hour after the second hormonal dose. Hypophysation, with or without the
use of exogenous PGF2q, caused a plasma peak of PGF2q at the time of spawning.
The use of exogenous PGF2q together with hypophysation (T5) increased the pacu
ovulation rate in relation to hypophysation only (T4), probably as a result of higher

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

KEYWORDS: hypophysation, total spawning, prostaglandin, reproductive
hormones, ELISA
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1. INTRODUCAO

A producgéo total da piscicultura no Brasil em 2015 (483,24 mil toneladas)
apresentou aumento de 1,5% em relacdo ao ano anterior e de acordo com
estimativas atuais (ainda ndo publicadas) continua em ascenséao principalmente em
funcéo da tilapicultura, a qual cresceu 9,7% em 2015, correspondendo a 45,4% da
piscicultura nacional (IBGE, 2016). Neste cenario atual, destacamos que a tilapia
(como também as trés espécies de peixe mais produzidas no Brasil: tambaqui,
tambacu e carpa), apresenta um pacote tecnolégico para producao ja relativamente
bem desenvolvido (ao longo de décadas). Observa-se, para estas quatro espécies
supracitadas que lideram a producgéo continental nacional, a relativa facilidade e
previsibilidade para a produgéo de alevinos em cativeiro (IBGE 2014 e 2015).

Logo abaixo das espécies mais produzidas (supracitadas) no ranking nacional
de producéo (IBGE, 2016), figuram diversas espécies nativas (predominantemente
as migradoras de médio e grande porte), entre as quais encontramos 0 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 producao
brasileira de peixes (IBGE, 2016) e é considerado de grande importancia comercial
devido as suas caracteristicas zootécnicas como rusticidade e rapido crescimento
em diversas condicdes de cultivo. Trata-se de um caracideo neotropical, onivoro e
de desova total (Urbinati et al., 2010) cujo periodo reprodutivo vai de outubro a
marco. O periodo mais intenso para a reproducao induzida em cativeiro vai de
novembro a janeiro, quando as temperaturas sdo mais altas e ha maiores indices
pluviométricos, porém, variagfes neste intervalo sdo amplamente reportadas entre

regides e entre diversos empreendimentos aquicolas (Urbinati et al., 2010).

Como a vasta maioria dos peixes migradores nativos, esta espécie apesar de
apresentar maturacao gonadal completa em cativeiro, precisa ser hormonalmente
induzida para alcancar sua reproducéo (Zaniboni-Filho & Weingart, 2007; Mylonas
et al., 2010). Esta técnica consiste na aplicacdo de horménios como o horménio
liberador de gonadotropina (GnRH), o inibidor de dopamina (domperidona) e a

gonadotropina coriénica humana (hCG), mas a mais comumente usada é a
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hipofisacdo, que consiste no uso de extrato bruto de hipofises de peixes maduros
(EBH) (Andrade & Yasui, 2003).

Sabe-se que o EBH utilizado na hipofisacdo contém o horménio luteinizante
(LH), o qual possui receptores nos ovarios que quando ativados desencadeiam uma
cascata de eventos (mediados por esteroides gonadais) que culmina na maturacao
final (retomada da meiose, condensagdo cromossOmica e migracao e quebra da
vesicula germinativa (GVBD)) e ovulacdo (Nagahama & Yamashita, 2008; Almeida,
2013). Durante este processo destaca-se a respectiva reducdo e aumento dos
niveis plasmaticos de estradiol 17f (Ez) e 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP)
gue precedem a ovulacao (Levavi-Zermonsky & Yaron, 1986; Mylonas et al., 2010).
O DHP ¢ sintetizado a partir da conversédo do esteroide 17a-hidroxiprogesterona
(17a-OHP) por meio da enzima 20B-hidroxiesteroide desidrogenase (20B8-HSD),
cuja sintese e secrecdo € controlada pelo LH (Nagahama & Yamashita, 2008).
Desta forma, assume-se que o LH presente no EBH €& a principal substancia
responsavel pela maturacéo final e ovulagéo no processo de hipofisacdo (Mylonas
et al., 2010; Aizen et al., 2012). A ovulacéo e desova ocorrem quando 0s ovOcitos
maduros séo liberados do foliculo ovariano através do rompimento das conexdes
entre células da granulosa e ovocitos. A desova ocorre quando 0s ovoécitos
ovulados séo liberados para parte externa do animal através da papila urogenital,
processo este impulsionado por contragées da musculatura lisa da parede folicular
(Goetz, 1983).

A desova do pacu, em cativeiro, s6 ocorre mediante inducdo hormonal,
sendo o extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC) o mais utilizado. No entanto,
independentemente do protocolo empregado, a reproducao de pacu em cativeiro
apresenta falhas na ovulacdo, a qual € uma das principais limitacdes para sua
producao (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Neste cenario, destacamos também que,
tanto para a producéo de hibridos (tambacu e patinga) como do préprio pacu, o
dominio da reproducdo desta espécie € necessario e imperativo, pois a falha na
ovulacdo das fémeas injetadas leva a morte das matrizes inviabilizando a
manutencao 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 exploracdo de todo potencial da mesma, para o

desenvolvimento de programas de melhoramento genético e, até mesmo, para a
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disponibilizacdo de matrizes para a producdo de hibridos 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 € a imprevisibilidade na ovulacdo (Mylonas et al., 2010;
Criscuolo-Urbinati et al., 2012; Hainfellner et al., 2012; Boscolo-Pereira et al., 2017).
Por esta e outras razdes, em diversas outras espécies, 0 uso da hipofisacdo vem
sendo gradativamente substituido 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,
nao se mostraram totalmente eficazes nas espécies nativas, pois normalmente,
apesar das fémeas ovularem, os embriées obtidos morrem antes da eclosdo dos
ovos (Acuia & Rangel, 2009; Paulino et al., 2011; Boscolo-Pereira et al., 2017). Por
esta razdo, devemos considerar, a curto e médio prazo, a necessidade da
continuidade e aprimoramento do uso do EBHC para a producdo de espécies
nativas, pois a producéo nacional aquicola de espécies nativas é praticamente toda

embasada no uso desta técnica.

Assim, conhecendo o potencial das prostaglandinas (PGs) para induzir a
ovulacdo, em 2012 iniciamos uma série de tentativas para otimizar a ovulacédo do
pacu com uso de prostaglandina F2« (PGF2q) exdgena concomitante com a
hipofisacdo. Haviamos identificado inicialmente em ovarios de matrinxa (Hainfellner
etal., 2012) e pacu (Criscuolo-Urbinati et al., 2012), induzidos a desova com EBHC,
mas que nao ovularam, um percentual expressivo de ovécitos GVBD que
permaneceram retidos nos ovarios. Estes dados mostraram claramente que nestas
fémeas o uso de EBHC foi capaz de promover a GVBD (maturacéo final), mas nao
a ovulacdo. De posse destas informacgdes, propusemos um novo protocolo,
incluindo a administragdo do analogo de PGF2 (2 mL de Ciosin® por peixe
contendo 0,25 mg.mL?' de cloprostenol), juntamente com a hipofisacdo
convencional (0,6 e 5,4 mg.kg™* com um intervalo de 24 horas entre as doses). A
dose de PGF2q foi aplicada no momento da segunda dose de EBHC e causou
aumento significativo na taxa de ovulacdo de P. mesopotamicus com consequente

aumento da frequéncia foliculos pés-ovulatorios (Criscuolo-Urbinati et al., 2012).
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No entanto, mesmo com 0s resultados positivos com 0 uso concomitante de
EBHC e PGF2q (Criscuolo-Urbinati et al., 2012), observamos que, eventualmente,
algumas fémeas 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 ovulagéo, nas quais a dificuldade de liberar os ovécitos
mediante extrusdo persistia. Apdés a fertilizacdo, os ovocitos destas fémeas
apresentavam taxas inferiores de fertilidade e eclosdo quando comparadas as
fémeas que desovam com um valor de UTA menor entre a segunda dose hormonal
e a ovulacdo. Estas observacdes nos levaram a checar se o protocolo com uso de
PGF2q poderia ser modificado para intensificar ainda mais o processo de ovulagao
do pacu. Assim, aventamos a hipGtese de que se conseguissemos provocar um
pico de PGF2q enddgena no momento da ovulagdo por meio da administragédo de
PGF2q exogena, teoricamente poderiamos intensificar a ovulagdo desta espécie.
Ou seja, surgiu a necessidade de avaliar se 0 momento estabelecido para aplicacao
da PGF2« exbégena (segunda dose hormonal) era adequado para intensificar a

ovulacéo.

Tem sido demonstrado que as PGs séo substancias eficientes na inducdo da
ovulacdo em vérios teledsteos (Fujimori et al., 2011 e 2012; Takahashi et al., 2013;
Knight & Van der Kraak, 2015). As PGs sao eicosanoides produzidos a partir do
acido araquiddnico (AA) em uma cascata enzimatica que inclui uma enzima chave,
conhecida como ciclooxigenase-2 (Cox-2) (Fujimori et al., 2011 e 2012; Takahashi
et al., 2013). Sabe-se que foliculos maduros in vitro tratados com DHP aumentaram
a producao das prostaglandinas E2 (PGE2) e PGF2q de forma dose-dependente
durante a ovulacao (Berndston et al., 1989; Bradley & Goetz, 1994; Kagawa et al.,
2003). Portanto, a sintese e acao das PGs sobre a ovulacao sofre interferéncia e
interfere com a sintese e liberacdo de esteroides gonadais, especialmente com o
DHP (Knight & Van der Kraak, 2015). Assim, devido a relacdo entre PGs e DHP no
processo de ovulacao em teledsteos, o estudo concomitante destas substancias e
imprescindivel para o desenvolvimento de conhecimento sobre a ovulacao bem-

sucedida neste grupo.

Outros esteroides gonadais também apresentam associa¢cdo com a ovulacdo
em peixes. Foi demonstrado que a testosterona (T) apresenta pico de concentracao

plasmatica durante a maturacédo final em Oncorhynchus kisutch (Fitzpatrick et al.,
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1986) e em Pleuronectes americanus (Truscott et al., 1992) ou proximo a ovulacao
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 E:2 apresenta diminuicdo em seus niveis apenas momentos antes da
ovulacéo (Levavi-Zermonsky & Yaron 1986; Asturiano et al. 2002; Lubzens et al.
2010) e que houve uma inibicéo da producao de hormdnios indutores de maturacao
(MIH) dos foliculos quando expostos ao tratamento com E: in vitro (Jalabert &
Fostier 1984 Pang et al. 2008; Pang & Thomas 2010).

2. OBJETIVO

O principal objetivo deste trabalho foi determinar as concentracdes plasmaticas
de DHP, E2, T e PGF2q € a distribuicdo percentual dos diferentes tipos de ovocitos
presentes nos ovarios ao longo do processo de hipofisacdo com ou sem uso de

PGF exdgena (Ciosin®).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local, animais e condicdo de manejo

Os trabalhos foram realizados no Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP),
Jaboticabal, SP no biotério de Reproducdo de Peixes Nativos. Neste estudo,
fémeas 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™) abastecidos com vazdo constante de aproximadamente 20 L.min2.
Durante o ano, exceto no periodo de inducdo hormonal, os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia até a saciedade aparente (aproximadamente 1-4%
da biomassa) com racdo comercial Onivoros Crescimento - Fri-Acqua, contendo
28% de proteina bruta, 3,5% extrato etéreo, 12% cinzas e 9% de matéria fibrosa,
de acordo com informacdes 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 Instituicdo. Os animais foram mantidos e utilizados de
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acordo com as normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP- Campus de Jaboticabal-
SP (Protocolo n° 003837/17).

Os parametros fisicos e quimicos da agua foram determinados quinzenalmente
por volta das sete horas da manha 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
oxigénio dissolvido com uma sonda BERNAUER-424 AQUACULTURA, F-1550A.
Os valores anuais médios destes parametros para temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e condutividade foram respectivamente 22,50 + 2,70 °C; 5,71 + 0,88; 6,43
+ 0,13 mg.Lt; e 34,45 + 10,60 puS.cm™. Durante as desovas os peixes foram
mantidos em sistema de recirculacdo fechado com agua mantida a temperatura
constante de 26,70 £ 0,40 °C.

A selecéo das fémeas aptas foi feita inicialmente a partir de caracteristicas
externas como ventre abaulado e presenca de papila hemorragica (Kuradomi et al.,
2017; Schorer et al., 2016) e posteriormente, foram separadas apenas as fémeas
que apresentaram frequéncia = 30% de ovécitos com nucleo excéntrico (Romagosa
et al., 1990), sendo estas distribuidas ao acaso nos tratamentos que compde esta
proposta. Trés machos foram escolhidos por liberarem pequenas quantidades de
sémen sob leve pressdo abdominal (Kuradomi et al., 2016). Foram utilizadas 23
fémeas, mantidas em caixas de polietileno de 750 litros, em sistema de recirculagéo

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

Tratamento 12 dose 22 dose N

0,2mL.kgtde 0,2 mL.kg?de

(Salina) + (salina) (T1) solucdo salina  solucédo salina

. 0,2 mL.kg* de
1 ’
alina) + (salina e PGF2q) (T o : solucéo salina +
(Salina) + (sali GFzq) (T2) (s)ozlum;_oksgallgg luga I 4
¢ 2 mL Ciosin®
] 0,2 mL.kg* de
. 1 ’
(EBHC) + (salina e PGF2d) (T3) 0.6 rgnggC de solucéo salina +
2 mL Ciosin®
(EBHC) + (EBHC) (T4) 0,6 mg.kgtde 54mgkgitde g
EBHC EBHC
. 5,4 mg.kg™ de
(EBHC) + (EBHC e PGFaq) (T5) 0,6 rgg-Hk%l d  EgHC+2mL 6
Ciosin®

Salina: solugéo salina 0,9%. PGF2«: Prostaglandina F2q; EBHC: extrato bruto de hipofise de carpa;
Ciosin®: 0,25 mg.ml* de cloprostenol, MSD Satde 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*

de EBHC no momento da 22 dose das fémeas.

3.2. Amostras de plasma

As fémeas foram anestesiadas em solucédo de benzocaina (100 mg.L* de dgua)
com posterior coleta de sangue (~1mL) através da pun¢do com seringa de vasos
caudais para a determinacao das concentracfes plasmaticas de PGF2q, DHP, E2 e
T, em cinco periodos: imediatamente antes da primeira dose hormonal (Al), uma

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

As amostras foram centrifugadas a 1000 x g por 15 minutos a 4°C para
separacado do plasma que foi congelado e armazenado a -80°C. Para dosagem da
PGF2q, adicionou-se ao sangue a indometacina (inibidor de PGs) com uma
concentracao final de 10uM imediatamente apdés a coleta. As concentracdes
plasmaticas dos horménios foram quantificadas em duplicata por meio do método
ELISA (do inglés “enzyme-linked immunosorbent assay”) utilizando kits comerciais:
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PGF2q € DHP (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, EUA); e E2 e T (DRG
International Inc., Springfield, NJ, EUA), seguindo as instru¢des das fabricantes. As
variacdes limites intra e interplacas dos kits para este estudo foram de 20%, sendo
que as validacbes j4 foram realizadas por Kuradomi & Batlouni (em vias de

publicacdo) para esta espécie.

3.3. Amostra de ovocitos

Logo apds a coleta de sangue, através de sonda uretral NR 06 foram colhidas
as amostras de ovocitos (~100 ovécitos) e fixadas em solugdo de SERRA (60 mL
alcool 90%, 30 mL formalina e 10 mL acido acético glacial) (Lemanova & Sakun,
1975; Romagosa et al.,1990) para avaliacdo da auséncia, presenca (e neste caso,
a posicao) da vesicula germinativa (GV) por estereomicroscopia (Leica M50) nos
cinco periodos citados acima. O percentual foi realizado por meio da contagem de
quatro grupos de ovacitos: nucleo central (NC), nacleo excéntrico (NE), GVBD e
auséncia de nucleo. Os ovdcitos NC e NE caracterizaram-se, respectivamente, pela
posicdo central da GV e pela posicdo da GV mais proxima da periferia. J& os
ovacitos GVBD foram identificados quando apresentaram desintegracdo da GV na
periferia da célula (Figura 1). Foi avaliada a mediana da frequéncia dos diferentes
tipos de ovacitos das fémeas por tratamento em cada coleta (Romagosa et al.,
1990).
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Figura 1. Caracterizacdo dos ovécitos. Ovécitos com nucleo central (NC); nicleo

excéntrico (NE); e quebra da vesicula germinativa (GVBD).

3.4. Desempenho reprodutivo

Na coleta 12H, periodo em que foram observadas a presenca de ovocitos no
interior das unidades experimentais (aproximadamente 320 UTA), as fémeas foram
extrusadas. A massa da desova obtida de cada fémea foi registrada e em seguida
foi feita a fertilizacdo dos ovécitos com um pool de sémen de machos previamente
preparado. O mesmo pool foi utilizado para a fertilizacdo dos ovdcitos de todas as
fémeas, na seguinte proporcdo: ~0,5 mL de sémen para cada 50 g de ovécitos.
Posteriormente 10 mL de ovos hidratados de cada fémea foram colocados
incubadoras experimentais de acrilico com volume de 8 L (em triplicata) para
determinacao das taxas de fertilidade e eclosdo. A temperatura média durante a
embriogénese foi 26,70 £ 0,40 °C.

O percentual de fémeas desovadas (n° fémeas desovadas / n° fémeas totais *
100), a fecundidade relativa (massa desova / massa fémea) e os percentuais de
fertilidade e de ecloséo (respectivamente 8 e 14 horas apods a fertilizagéo) foram
calculados para cada tratamento. Para os calculos das taxas de fertilidade e
ecloséo, aproximadamente 100 ovos de cada incubadora foram classificados como
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viaveis (embrides/larvas) ou inviaveis (ovos gorados). Os percentuais foram

avaliados por meio do calculo: n° ovos viaveis / n° ovos totais * 100.

Figura 2. Classificagcdo dos ovos no periodo de fertilidade. Ovos viaveis (VI) e
invidveis (IN).

3.5. Anadlise estatistica

Os percentuais dos tipos de ovocitos encontrados foram comparados entre pos
tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis. Os conjuntos de dados dos niveis
plasméticos dos horménios foram submetidos a analise de normalidade (teste de
Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (teste de Levene) e analisados pelo
teste de analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA repeated measures),
e quando encontrado diferenca significativa, foi seguido do teste de comparacéo de
médias Fisher LSD. A fecundidade relativa foi analisada pelo teste t e as taxas de
fertilidade e eclosdo foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney U test. O dltimo
teste foi realizado a nivel de significancia p<0,05, enquanto os restantes dos testes

foram realizados a nivel de significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Comparacado entre os percentuais dos diferentes tipos de

ovoOcitos entre os tratamentos

4.1.1. Nucleo central

Os percentuais de NC foram semelhantes entre os tratamentos nas coletas Al
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. Nicleo excéntrico

Assim como para NC as percentagens de NE foram semelhantes entre os
tratamentos nas coletas Al 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 T1l (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 Al 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 periodos correspondentes aos percentuais de GVBD de T1 (0%), T2 (0%) e T3
(0%) (p<0,05) (Figura 3C).

4.1.4. Sem nucleo

Para percentual de ovécitos sem nucleo, diferencas somente foram observadas
na coleta 8H, quando T4 e T5 ndo apresentaram este tipo de ovécito 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. Comparacdo entre os niveis plasméaticos dos hormdnios entre

0s tratamentos

4.2.1. Prostaglandina Fzqa

As concentracfes plasmaticas meédias de PGFz« da coleta 1H de T2 (5,07 +
0,88 ng.mL™%), T3 (5,45 + 0,87 ng.mL?) e T5 (4,27 + 0,46 ng.mL*) foram superiores
aos de T1 (0,61 + 0,01 ng.mL'e T4 (0,22 + 0,46 ng.mL™?) (p<0,05). Na coleta 4H,
as concentracdes plasmaticas médias de PGF2q« de T2 (1,52 + 0,18 ng.mLt), T3
(1,65 + 0,51 ng.mL?) e T5 (1,48 + 0,47 ng.mL"!) foram novamente superiores aos
de T1 (0,09 + 0,01 ng.mL*e T4 (0,19 + 0,03 ng.mL™?) (p<0,05). Na coleta 8H apenas
valores de T5 (1,47 + 0,66 ng.mLt) foram superiores ao T1 (0,14 0,04 ng.mL?)
(p<0,05), e na coleta 12H os valores médios das fémeas T4 (2,73 + 0,64 ng.mL™?)
e T5 (2,16 + 0,36 ng.mL?) foram superiores aos dos tratamentos T1 (0,06 + 0,01
ng.mL?), T2 (0,32 + 0,08 ng.mL?) e T3 (0,35 + 0,10 ng.mL™?) (p<0,05) (Figura 4A).

4.2.2. 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one

Os valores médios de DHP na coleta 1H foram similares entre 0s grupos
(p>0,05), ja na coleta 4H, os tratamentos T4 (583,07 + 76,46 ng.mL?) e T5 (502,36
+ 97,89 ng.mLt) apresentaram valores médios cerca de 30 vezes superiores aos
de T1 (15,43 + 1,58 ng.mL!) e T3 (15,00 + 1,63 ng.mL™) e 10 vezes superiores aos
T2 (55,07 + 18,21 ng.mL1) (p<0,05). Na coleta 8H, niveis 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™?) foi similar ao de T5 (218,26 + 87,38
ng.mL™?) e superior ao T1 (21,96 + 2,59 ng.mL?) T2 (85,22 + 38,42 ng.mL!) e T3
(16,72 + 3,25 ng.mL1) (p<0,05) (Figura 4B).

4.2.3. Estradiol 178

Os niveis de E2 foram similares entre os tratamentos na coleta A1 (p>0,05). Na
coleta 1H, os niveis médios de E2 de T1(1,93 + 0,23 ng.mL?) e T2 (3,40 + 0,09
ng.mL?) foram inferiores aos de T3 (9,13 + 2,01 ng.mL?) e T5 (8,77 = 1,73 ng.mL"
1) (p<0,05). No mesmo periodo, os niveis médios de E>de T4 (5,58 + 0,81 ng.mL™™)
foram similares todos os tratamentos (p<0,05). Na coleta seguinte (4H), os niveis
de E2de T5 (13,20 + 2,62 ng.mL?) e T4 (9,41 £ 2,28 ng.mL™!) foram superiores aos
T1 (2,12 + 0,19 ng.mL?), T2 (3,40 + 0,16 ng.mL™?), O tratamento T3 (7,22 + 1,21
ng.mL™?) foi similar a todos os tratamentos (p>0,05). No tempo 8H, os niveis médios
de E2 de T5 (12,23 + 2,27 ng.mL™?) foram superiores aos de T1 (2,94 + 0,31 ng.mL"
1), T2 (3,73 £ 0,29 ng.mL?) e T4 (7,09 + 0,53 ng.mL?) (p<0,05) e similares aos de
T3 (10,78 + 1,55 ng.mL™1) (p>0,05). Na ultima coleta (12H), observamos 0 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™?), T2 (3,30 + 0,21 ng.mL?!) e T4
(4,98 + 0,75 ng.mL?) (p<0,05), mas similares aos de T3 (6,48 + 1,83 ng.mL™?)
(p>0,05) (Figura 4C).

4.2.4. Testosterona

Os niveis plasmaticos medios 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 hormdnio para T4 (82,80 + 11,32 ng.mL?) e T5 (86,32
+ 9,24 ng.mL?) foram mais de 13 vezes superiores aos demais grupos (T1: 5,30 +
0,38 ng.mL%, T2: 5,11 + 0,76 ng.mL* e T3: 6,30 + 0,58 ng.mL™?) (p<0,05) (Figura
4D).
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4.3. Comparacdo dos niveis plasmaticos hormonais por tratamento

ao longo do tempo

4.3.1. Prostaglandina Fza

Houve elevacéo de PGF2q, de aproximadamente 44 vezes, nos tratamentos em
que receberam PGF2q exogena (T2, T3 e T5) na coleta 1H em comparagédo com a
coleta Al (p<0,05). Na coleta seguinte (4H), foi relatada uma queda em seus niveis
plasmaticos nos mesmos tratamentos (p<0,05). Posteriormente (8H), ocorreu
reducdo nas concentragBes nos tratamentos T2 e T3, enquanto 0s niveis no
tratamento T5 se mantiveram similares (p>0,05). Quando comparado o0 momento
da desova (12H) com periodo anterior (8H), foi encontrado elevacdo nas

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

4.3.2. 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one

Os niveis de DHP se mantiveram similares em todos os tratamentos da coleta
Al para a coleta 1H (p>0,05). J& na coleta posterior (4H), apenas os tratamentos
que possuiam fémeas desovadas (T4 e T5) apresentaram maiores concentracdes
em relacdo a anterior, se mantendo semelhante na coleta subsequente (8H)
(p<0,05). Houve reducdo nos mesmos tratamentos na Ultima coleta (12H) em

relacdo a anterior (8H) (p<0,05) (Figura 4B).

4.3.3. Estradiol 178

A interacdo entre tratamento e tempo nédo foi significativa nos niveis de E:2
(p>0,05).

4.3.4. Testosterona

Somente os tratamentos T4 e T5 (fémeas desovadas) apresentaram elevacdes
nas concentracdes de T na coleta 1H em comparacdo com a coleta Al (p<0,05).
Estes niveis se mantiveram similares nas coletas seguintes (4H e 8H) para estes
tratamentos, diminuindo apenas proximo a desova (12H) (p<0,05) (Figura 4D).
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4.4. Desempenho reprodutivo

Apenas nos tratamentos T4 e T5 foram encontradas fémeas com ovulagao
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 ecloséo 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. Caracteristicas seminais

Apoés a fertilizacdo dos ovos, amostras de sémen foram coletadas para
avaliacdo das caracteristicas seminais utilizando a metodologia de Sanches et al.,

(2011) para cada parametro (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas seminais dos machos selecionados.

Ativacao (%) Motilidade (s)  Sobrevivéncia (%)

Macho 1 100,00 4291+ 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 ovécitos: nucleo central (A), nucleo excéntrico (B), GVBD (C) e sem nucleo (D) em fémeas de P. mesopotamicus
antes da primeira dose (A1) e uma hora (1H), quatro horas (4H) e oito horas (8H) apds a segunda dose. T1: salina + salina; T2: salina + salina e PGFyq; T3:
hipofise + salina e PGFaq; T4: hipofise + hipofise; T5: hipdfise + hipofise e PGF2q. Dados expressos como mediana = Q1 e Q3. Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os tratamentos em cada coleta (p<0,05).
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Figura 4. Perfil plasmatico de Prostaglandina F2q (A), DHP (B), Estradiol 178 (C) e Testosterona (D) em fémeas de P. mesopotamicus antes da primeira dose
(Al) e uma hora (1H), quatros horas (4H), oito horas (8H) e doze horas (12H) apds a segunda dose. T1: salina + salina; T2: salina + salina e PGFyq; T3: hipdfise
+ salina e PGF2q; T4: hipofise + hipofise; T5: hipofise + hipdfise e PGF2q. Dados expressos como média = SEM. Letras maiusculas indicam diferencgas significativas
entre os tratamentos em cada coleta Letras minasculas indicam diferengas significativas entre as coletas em cada tratamento (p<0,05).
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Figura 5. Percentual de fémeas desovadas, taxa de fertilidade e taxa de eclosdo dos ovos de
fémeas de P. mesopotamicus. T4: hipofise + hipdfise; T5: hipofise + hipéfise e PGF2q. * Representa
diferencga significativa entre os tratamentos (p<0,05).

5. DISCUSSAO

A avaliacdo dos diferentes tipos de ovdcitos ao longo do processo de inducéo
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 ovulacao, s6 ocorre apés a segunda dose hormonal nesta espécie.
Estas observacdes 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 ovulagdo so
ocorreu quando duas doses de EBH foram aplicadas (tratamentos T4 e T5) e
apenas nestes tratamentos foram observados aumento nos niveis de DHP durante

a inducao hormonal.

Neste contexto, sabe-se que concentragdes elevadas de DHP estédo associados
com maturacao final dos ovécitos e sdo potentes indutores de GVBD (Nagahama
et al., 1983; Nagahama & Yamashita, 2008). A sintese de DHP ¢é estimulada pelo
LH nas células da granulosa, onde a enzima 20B-HSD converte o seu precursor
17a-OHP. Portanto, corroborando resultados anteriores obtidos por Criscuolo-
Urbinati et al. (2012), o uso de PGF2q exdgena tem papel acessorio e deve ser
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utilizada como agente potencializador da ovulagdo, mas ndo como substituto da

hipofisagdo no pacu.

Por outro lado, avaliando agora a relacéo entre o uso de PGF2q € 0 sucesso na
ovulacdo, observamos que no intervalo 4H, o tratamento T5 foi o Unico que
apresentou concomitantemente ovoécitos GVBD e valores superiores de PGF2q (a0
controle T1). Portanto, € razoavel supor que as taxas superiores de ovulacédo do
tratamento T5 em relacdo ao T4 (e aos demais grupos) estdo associadas a PGF2q,

exdgena aplicada.

Neste estudo, observamos elevacédo de aproximadamente 44 vezes nos niveis
plasmaticos PGF2q da coleta Al para a coleta 1H nos tratamentos onde 0s peixes
foram tratados com PGF2q exdgena (T2, T3 e T5). Nestes mesmos tratamentos, 0s
niveis plasmaticos de PGF2q foram mais de 7 vezes superiores na coleta 1H em
comparacao com os tratamentos que nao receberam PGF2q via exogena (T1 e T4),
indicando que os valores superiores encontrados na coleta 1H foram em funcao da
PGF2q exdgena aplicada. Na coleta 4H, novamente, os tratamentos que receberam
PGF2q exdgena (T2, T3 e T5) apresentaram niveis superiores desta substancia em
comparacao com os tratamentos que nao receberam PGF2q via exogena (T1 e T4),
porém os niveis foram menos expressivos, devido a reducdo em relacéo a coleta

anterior (1H), indicando uma possivel metabolizacao da PGF2q aplicada.

Ainda com relagédo aos niveis PGF2q, na coleta 8H, apenas as concentragdes
médias do T5 mantiveram-se superiores ao controle (T1), enquanto 0s outros
tratamentos se tornaram similares. Na coleta 12 H foi observado que os valores
médios de PGF2q dos tratamentos T4 e T5, 0s Unicos que receberam duas doses
de EBHC, tornaram-se superiores aos outros tratamentos. Neste caso, 0s niveis
superiores de PGF2« de T4 e T5 na coleta 12H estdo certamente associados a
hipofisagdo, uma vez que as fémeas do tratamento T4 n&o receberam PGFaq

exogena.

Além disso, na coleta 12H, os tratamentos que apresentaram fémeas ovuladas
(T4 e T5) apresentaram valores médios de PGF2q e DHP superiores ao tratamento
controle (T1). Neste contexto, sabe-se que a PGF2« € 0o DHP apresentam
intrinsecas conexdes e sdo sabidamente os principais promotores da ovulacdo 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 relacdo a T, foi observado que as fémeas dos tratamentos que receberam
as duas doses de EBHC (T4 e T5) apresentaram niveis médios superiores deste
hormonio a partir da coleta 1H até a coleta 12H em comparacéo ao T1, T2 e T3.
Foram encontradas elevagfes similares de DHP e T ao longo do processo de
indugdo hormonal, as quais se mantiveram superiores aos outros tratamentos
durante quase todo o processo, independentemente de se ter usado ou ndo PGFzqa
exdgena. Sabe-se que o precursor de DHP (17a-OHP) participa também da sintese
de T nos ovarios por meio de uma via alternativa (Nagahama & Yamashita, 2008;
Tokarz et al., 2016), explicando os perfis semelhantes encontrados entre estes
horménios. Destacamos também que elevacdes nos niveis plasmaticos 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 hormdnio com o processo de maturacao final (Fitzpatrick et al., 1986; Truscott
et al., 1992)

Ainda com relacao aos niveis de T, como citado acima, estes s6 se elevaram
guando duas doses de EBH foram aplicadas (T4 e T5). Portanto, é possivel que a
T tenha se elevado sob a acao de niveis superiores de LH destes tratamentos, pois
sabe-se que sob acdo 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 migracao
e quebra da vesicula germinativa, podendo em algumas situacdes agir como uma
substancia indutora de maturacao final (Fitzpatrick et al., 1986). Sabe-se também
que o AA e seus metabolitos possuem relagdo com a sintese 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 maturacéo final e ovulacéo do pacu.

Varios estudos demonstraram que a desova é precedida por aumento nos niveis
de DHP e reducao concomitante nos niveis 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 interacao entre tratamento e tempo nao foi
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significativa nos niveis de E2. No entanto, na coleta 4H, os tratamentos T4 e T5
apresentaram niveis superiores aos tratamentos que nao receberam dose de EBHC
(T1 e T2). Sabe-se que, independentemente do mecanismo que leva a mudanca
esteroidogénica, E> e seus receptores 7TMD (GPR30 = GPER) s&o os
responsaveis por manter a parada meiotica nos ovocitos (Pang & Thomas, 2010).
Contudo, a partir da coleta 4H foi observado uma maior frequéncia de GVBD tanto
para T4 como T5 em relacdo a T1 e T2, o que indica que os maiores niveis de Ez
encontrados no presente estudo, ndo 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 relacdo a taxa de eclosdo, os resultados obtidos foram
similares entre os mesmos tratamentos. Os percentuais de taxa de ecloséo
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-Sanchez et al., 1998). De acordo com estes
autores, reprodutores de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) submetidos ao
estresse, apresentaram atrasos na ovulacdo (alta UTA) e menores taxas de
sobrevivéncia da progénie em relacdo aos que nao sofreram estresse. No presente
estudo a quantidade de UTAs registrada para a ovulacao ser atingida (327x6) foi
relativamente elevada e corrobora com esta hipétese, pois foi demonstrado que
fémeas de pacu que ovularam apdés 300 UTAs apresentaram desempenho
reprodutivo insatisfatérias (Criscuolo-Urbinati et al., 2012).

6. CONCLUSOES

Dois picos nos niveis plasmaticos de PGFzq foram observados considerando

todos os tratamentos.

O primeiro pico de PGF2qs6 foi observado com uso de Ciosin® (PGF2q exdgena)
uma hora apos a segunda dose.
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O segundo pico de PGF2q apenas foi observado quando duas doses de EBH

foram aplicadas, no momento da desova.

A administragéo isolada de PGF2q exdgena néo induziu a maturacéo final nem

a ovulacdo no pacu.

A maturacdo final e a ovulagdo ocorreram apenas com a hipofisacao,

independentemente do uso de PGF2q exdgena.

O uso de PGFzq exbgena junto com hipofisacdo esta associada a niveis de
GVBD e de PGFaq superiores ao controle, quatro horas ap0s a segunda dose

hormonal.

O uso de PGF2q ex6gena em conjunto com a hipofisacdo elevou a taxa de
ovulacéo de pacu em relagcédo a fémeas apenas hipofisadas.

A primeira dose da hipofisacdo ndo é suficiente para induzir a maturacao final

em fémeas de pacu.

Somente nos tratamentos onde desovas foram registradas foram observadas

elevacdes nos niveis de PGF2qa no momento da desova.

A hipofisacéo, independente do uso de PGF2q exdgena, elevou niveis de T (uma

hora apds a segunda dose) e DHP (quatro horas apds a segunda dose).
A interacdo entre tratamento e tempo néo foi significativa nos niveis de Ez.

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

superiores quatro horas apés a segunda dose em relagcéo ao controle.
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