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Peixes reofilicos necessitam dos estimulos ambientais para realizar a
reproducdo. A utilizacdo de técnicas de reproducdo hormonal induzida surge
como uma alternativa para que sejam desencadeados o0s estimulos
necessarios para a maturacao final das gbnadas. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar a eficiéncia de 3 diferentes horménios em peixes da espécie
Astyanax altiparanae, o lambari-do-rabo-amarelo. O experimento foi composto
de 4 tratamentos: HCG (gonadotrofina coridnica humana), GnRHa (horménio
liberador do hormdnio gonadotrdpico), extrato hipofisario de carpa (EHC) e um
tratamento controle que utilizou solucdo de NaCl 0,9%. Cada tratamento com 2
fémeas e 4 machos realizado em quadruplicata. Apés a inducdo hormonal
foram avaliados os seguintes parametros: periodo de laténcia (hrs), producao
de ovos por fémea, taxas de ovulagdo (%), fertilizacdo (%) e eclosao (%).
Destes parametros apenas os valores de periodo de laténcia apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05), entre os tratamentos, o EHC teve valor
mediano de 10,25 horas e o tratamento com HCG 8,25 horas. J& os outros
parametros ndo diferiram entre-si (p < 0,05), como o0 numero de ovos por
fémea EHC 7131,50, GnRH 612150, HCG 7175,25, e a taxa de sobrevivéncia
para o EHC 93,97%, GnRH 94,64%, HCG 93,72%. Todos 0s horménios foram

eficientes na reproducéo induzida do Lambari-do-rabo-amarelo.
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As interagfes entre fatores enddgenos e ambientais sdo determinantes
para o desencadeamento da reproducdo em peixes (Rizzo & Bazzoli, 2014),
principalmente em peixes reofilicos. Variacbes ambientais, como velocidade do
fluxo de agua, temperatura e fotoperiodo, sdo captadas por 6rgdos sensoriais,
como a glandula pineal e por receptores cutaneos (Protner, 2002; Korf, 2006).
Esses érgaos convertem as informacfes ambientais em sinais eletroquimicos,
que sao propagados, atraves de neurdnios, até o hipotalamo (Ikeseki & Negréo
2003), que, por sua vez, desencadeia a liberacdo de substancias
neurosecretoras, como o GnRH, que ird atuar na regulacdo da atividade
hipofisaria, e a hipofise, por sua vez, faz a liberagdo dos horménios (GtH | e

GtH II) que irdo atuar diretamente nas gdnadas (Crepaldi et al, 2006).

Em cativeiro, para que peixes reofilicos completem o seu ciclo de
maturacdo e reproducéo, é necessario fazer o uso de técnicas de reproducao
artificial, como a inducdo hormonal (Bock & Padovani, 2000), que é um
conjunto de técnicas que permitem que 0S peixes apresentem respostam
enddcrina analogamente ao que acontece em meio aquatico natural (Andrade
& Yasui, 2003). A indugcdo hormonal pode ser realizada utilizando varios tipos
de hormoénios, dentre eles os extratos hormonais naturais, como extrato bruto
hipofisario de carpa (EHCB) (Andrade, & Yasui, 2003), e também por produtos
sintéticos, tais como o GnRH e LHRH (Porto-Foresti et al., 2010). Esses
horménios podem atuar de diferentes formas, como é o caso dos analogos de
GnRH, que impedem que os hormdnios se liguem aos receptores e eliminem o

feedback negativo dos esteroides sobre a producéo de gonadotrofinas.

Na aquicultura comercial, o uso desses horménios na reproducao
artificial deve levar em conta alguns fatores determinantes como: o0 preco e a
dificuldade na sua obtencdo, o estagio de desenvolvimento gonadal, a
concentracdo do produto utilizado e os efeitos colaterais associados (Mehdi &
Mousavi, 2011). Um dos peixes comerciais € o lambari-do-rabo-amarelo
Astyanax altiparanae, uma espécie naturalmente encontrada na regido sul do
Brasil, muito comum nos rios e cérregos da bacia do alto rio Parana (Garutti e
Britski 2000) e € considerada uma opcéao para a producdo em escala comercial
por suas caracteristicas biologicas, tais como, alta prolificidade, reproducao

parcelada, rusticidade e facil manejo (Porto-Foresti et al., 2001). Além disso os



peixes do género Astyanax tém sido utilizados como isca-viva (Metzener et al.,
2004), para consumo humano, como larvéfagos no combate as larvas de
pernilongos (Sato et al., 2006), ou ainda como modelo bioldgico em ensaios
laboratoriais (Santana et al.,, 2015) e também como bioindicador de

contaminacdo ambiental (Silva et al. 2009; Dal Pont, 2012).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta endocrina da
inducdo hormonal, utilizando trés diferentes horménios em peixes da espécie

Astyanax altiparanae.

Origem dos peixes e manutencao dos reprodutores

Os animais utilizados no experimento foram adquiridos, ainda na fase
juvenil, na Central de Abastecimento do Parand (CEASA) e mantidos, durante
dois anos, em tanques de 800 L de capacidade dutil, instalados em uma estufa
agricola na Universidade Federal do Parana, Brasil. Os peixes eram
alimentados ad libitum duas vezes ao dia e mantidos em &gua com

temperatura controlada em 25 °C.

Tratamentos e estrutura fisica do experimento

Os experimentos foram realizados através de delineamento em blocos
casualizados com quatro tratamentos e quatro repeticdes cada. Foram testados
trés tratamentos hormonais a base de: i) gonadotrofina coribnica humana
(Vetecor® 5000U.1, fabricado pelo laboratério Calier, Espanha); ii) horménio
liberador de gonadotrofina (Profertil® 500ug, Fabiani, Brasil) e iii) extrato
diluido de hipdéfise de carpa (Jardim de Minas, Brasil); além de um grupo

controle negativo (NaCl 0,9%).

Em cada tratamento utilizaram-se duas fémeas e quatro machos por
réplica. Os animais foram mantidos em tanques-rede de nylon, com dimensdes
de 25 x 25 x 20 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente) e malha
com abertura de 3 mm, posicionados no interior de aquarios retangulares, com

30 L de capacidade util cada.



Para manutencdo da qualidade da agua durante os experimentos,
grupos de quatro aguarios eram conectados entre si e a um sistema externo de
filtrac&o fisica e bioldgica, com volume util de 100 L. Cada sistema era mantido
sob aeracdo e iluminacdo constantes; recirculagdo da agua, promovida por
uma bomba submersa (SB-2000, Sarlobetter, Brasil); e sob temperatura
controlada em 25 °C, mantida através de um aquecedor de 300 W (H-606,

Hopar, China) e de um sistema de climatizacédo da sala de experimentos.

Inducéao

Os animais utilizados foram previamente selecionados dos tanques de
manutencdo de reprodutores; pesados, utilizando-se uma balancga eletronica
com precisdo de *0,001g (AUY220, Shimadzu, Filipinas); e tiveram seus
comprimentos padrdo aferidos com o auxilio de um paguimetro universal 200
mm (Vonder, Brasil). Os peixes eram mantidos individualmente em beckers de
1 L, contendo 800 ml de &gua, até que todos os individuos de um mesmo
tratamento fossem pesados e que fosse feito o calculo das doses individuais de
horménio a serem aplicadas. A aplicacdo foi feita na base da nadadeira
peitoral, com o uso de seringas de 1 ml e volume maximo aplicado de 0,3 ml

por animal.

Avaliacdo da ovulacéo, fertilizacéo e ecloséo

Logo ap6s a inducéo, os animais foram transferidos para os tanques-
rede presentes em cada aquario. Seis horas ap0s este processo, 0S aquarios
passaram a ser supervisionado a cada hora, para verificagdo da ocorréncia de
desovas e determinacdo do periodo de laténcia (tempo decorrido entre a
inducao e a ovulacao). Quatro horas apés a ovulacao, os ovos e ovocitos foram
coletados e pesados. Para padronizacdo da pesagem, os ovos/ovécitos eram
colocados em um puca previamente umedecido e tarado. Depois de realizada a
pesagem, uma amostra desse material era coletada, com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, e pesada. Em seguida, os ovos/ovOcitos presentes nestas
amostras eram contabilizados para determinagdo, através de regra de trés, da

ovulacdo média de cada fémea em cada aquério.
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To = Ovulagdo média por fémea (niUmero de ovos/fémea);

To =

Na = numero de ovos/ovicitos da amostra separada do total coletado de cada
aguario;

Pa = peso da amostra (g);

Pt = Peso total de ovos/ovacitos coletados de cada aquario (Q);

Nf = Numero de fémeas de cada tratamento

Ainda durante esta etapa, foram coletados 100 ovos/ovécitos de cada
tratamento e os mesmos foram avaliados em um microscopio estereoscopico
para quantificacdo da taxa de fertilidade. A constatacédo de fecundacéo era feita
pela observacdo do estagio embrionario de morula, sendo necessaria a
presenca de ao menos duas células no embrido.

Tf = (x_i) £ 100

Tf = Taxa de fertilidade observada em cada tratamento (%)

Nf = NUmero de ovos

No = NUumero de ovos/ovdcitos coletados do total de cada tratamento.

Apbs este processo, foram separados 120 embribes de cada
tratamento, que foram alocados em placas de cultivo celular (K12-006, Kasvi,
China) contendo seis pocos com capacidade de 10 ml cada. As placas foram
armazenadas em uma incubadora vertical, tipo DBO microprocessada
(Adamo®, Brasil), com temperatura controlada em 25 °C. Cada poco era
povoado com dois embrides. Decorridas 24 horas, as larvas vivas em cada
poco eram contabilizadas, para determinacéo da taxa de eclosédo. Os embrides
foram entdo analisados, sob microscopio estereoscopico, para identificagéo e
quantificacdo de malformacgbes, sendo essas classificadas de acordo com a

natureza das anomalias encontradas.
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Te = Taxa de eclodibilidade de cada tratamento (%).

NI = NUumero de larvas eclodidas observadas em cada tratamento.



No = Numero de ovos coletados do total de cada tratamento.

Analises estatisticas

Os dados biométricos foram analisados através do teste de normalidade
de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste Tukey. As demais analises foram
realizadas através do método ndo paramétrico pelo teste de Kruskal-Wallis,

utilizando-se o software Statsoft StatisticaMR verséo 12.0®.

Os valores medianos de peso inicial (g), peso final (g) e comprimento
padrdo (cm) obtidos para cada tratamento estdo descritos na Tabela 1. Nao
foram identificadas diferencas significativas (p < 0,05) entre tratamentos. Os
valores de peso inicial das fémeas que variou entre 19,11 g (GnRH) e 22,01 g
(EHC) e nos machos variou de 8,96 g (GnRH) a 10,26 g (EHC), também né&o
diferiram (p < 0,05).

Tabela 1 — Variaveis biométricas (Mediana (min-méx)) de exemplares de Astyanax altiparanae utilizados
nos hioensaios em diferentes tratamentos aplicados para a inducdo hormonal.

Tratamentos Hipodfise Profertil Vetcor Controle
(EHC) (GnRH) (HCG) (NacCl)
N° fémeas 8 8 8 8
Peso inicial (g) 22,01 19,11 19,22 20,08

Peso final (g)

Comprimento

(18,00 -29,15)

19,29
(17,10 - 27,19)

(14,64 - 26,24)

17,92
(12,17 - 23,53)

(12,77 - 23,16)

17,03
(11,08 - 20,21)

(12,26 - 26,00)

20,12
(13,82 - 25,20)

padréo (cm) 8,75 8,40 8,25 8,55
(7,80 - 9,80) (7,60 - 9,00) (7,50 - 9,30) (7,90 — 9,90)
N° machos 16 16 16 16
Peso inicial (g) 10,26 8,96 9,78 9,86
(8,3-15,61) (7,11 - 13,9) (7,07 - 16,5) (6,64 - 13,7)
Peso final (g) 9,79 8,22 10,05 9,01
(8,9 - 14,79) (6,81 -12,92) (7,2-14,81) (7,35 -12,37)
Comprimento
padréo (cm) 7,3 7,1 7,1 7,25
(6,5-8,4) (6,5-8) (6,3-8,4) (6,5-28)




Na tabela 2 o tratamento controle (NaCl) a desova ndo ocorreu. O
periodo de laténcia € a variavel que demonstrou diferenca significativa (p <
0,05), entre o tratamento com hipofise (EHC) 10,25 horas e o tratamento com
vetcor (HCG) 8,25 horas. Apesar de nao haver diferenca significativa (p < 0,05)
entre os demais tratamentos, em numero de ovos do tratamento EHC houve
uma maior variagcdo entre os valores de maxima e a minima (4521,50 -
18525,00), diferente do tratamento com HCG em que esta variagdo foi muito
menor (6665,00 - 8083,50).

Tabela 2 - Valores medianos (min-max) dos indices zootécnicos avaliadaos nos diferentes tratamentos de
horméonios utilizados para a indugdo hormonal em Astyanax altiparanae.

Tratamentos Hipdéfise Profertil Vetcor *Controle
(EHC) (GnRH) (HCG) (NacCl)
Periodo de 10,252 10 @b 8,25b -
laténcia (h) (9,00 - 10,50) (9,00 - 10,00) (8,00 - 9,00)
N° ovos/ fémea 7.131,50 6.121,50 7.175,25 -

N° ovos/ grama
fémea

Taxa de
fecundidade
(%)

Taxa de
eclosao
(%)

Taxa de
sobrevivéncia
pos — 24 hrs
(%)

(4.521,50 — 18.525,00)

318,95
(155,11 - 975,00)

60,91
(50,45 - 83,50)

77,08
(67,50 -85,83)

93,97
(55,42 - 96,12)

(5.057,50 — 12.210,50)

330,84
(227,82 - 834,05)

79,72
(68,02 - 90,47)

93,33
(79,17 - 100,00)

94,64
(92,63 - 100,00)

(6.665,00 — 8.083,50)

375,07
(287,78 - 531,21)

67,63
(41,25 -81,63)

82,50
(77,50 - 90,00)

93,72
(81,19 - 95,70)

Letras indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
* Dados ndo incluidos na andlise estatistica (mediana igual a zero e variancia nula).

N&o houve diferengas significativas entre os tratamentos, ao desovarem

apresentaram reducdo de peso entre o peso final em comparacdo com o peso
inicial, conforme a Tabela 1. Estas variagdes do peso na realizacdo da inducao
hormonal, foram similares ao observado no trabalho de Barbieri (1982), em

relacdo a amplitude de perda de peso em fémeas maduras e pés desova.



Nenhuma fémea do grupo controle desovou, mostrando a necessidade
de um estimulo hormonal para realizacdo da maturacao final e desova. Ja as
fémeas que receberam o tratamento hormonal, todas desovaram, Adebayo &
Fagbenro (2004) induziram a ovulagcéo e a desova artificial em H. bidorsalis,
utiizando EBHC e HCG e também observaram que todas as fémeas dos

grupos testados nos diferentes tratamentos desovaram.

Apenas o periodo de laténcia diferiu entre os tratamentos, onde a
hipdfise apresentou maior tempo para desova em relacdo ao HCG, similar ao
gue ocorreu no trabalho de Scremin (2013) em que apresentou um periodo de
laténcia maior na utilizacdo da hipdfise, na espécie piaucu (Leporinus
macrocephalus) de 19,34 horas. A ovulagdo em peixes ocorre em media 10 a
14 horas (dependendo da temperatura) apdés completado o processo de
inducdo hormonal (Andrade, Yasui 2003). Essa diferenca entre tratamentos
pode ser justificada por esses hormonios possuirem diferentes niveis de
atuacado para maturacao das gbnadas. O extrato de hipofise e o GnrH atuam no
inicio da cadeia hormonal estimulando o peixe a produzir as préprias
gonadotropinas e por isso, leva mais tempo até que chegue o estimulo nas
gonadas, para posterior maturacao e liberacdo dos gametas (Zaniboni-Filho e
Nufier, 2004). J4 a gonadotrofina coribnica humana (HCG) € um horménio
glicoprotéico de origem placentaria que atua diretamente em niveis gonodais
estimulando o desenvolvimento e funcdo gonadal (Venturieri, 1999). Zohar &
Mylonas (2001) comentam que as fases iniciais da gonadogénese sao mais
estimuladas por preparacdes de gonadotrofina (GtH) do que pelo uso do

horménio liberador de gonadotrofina GnRH.

Foi observada também uma tendéncia a obter uma maior quantidade de
ovos por fémeas ao utilizar o extrato hipofisario de carpa (EHC) em relacéo aos
outros hormonios. Para Bock e Padovani (2000), na reproducao induzida do
Piaractus mesopotamicus, o extrato bruto de hipo6fise de carpa chegou a
respostas referentes a desova uma meédia alta de 1.200 ovécitos por grama de
desova ao utilizar o mesmo hormonio. A média da taxa de fertilizacdo dos ovos
de fémeas de A. bimaculatus corresponderam a 72% segundo Sato et. Al.
2006, sendo muito proximo ao valor encontrado no tratamento que utilizou a

hipofise.



A relacdo das quantidades de ovos observada nos diferentes
tratamentos foi maior se comparada a obtida em outros estudos com
reproducdo hormonal induzida, Sato 2006 encontrou numero médio de
ovocitos/g de ova 4.774 em peixes da espécie Astyanax bimaculatus,
submetidos a hipofisacdo. No jundia (Rhamdia quelen) o valor de quantidade
de 6vulos foi alto e os valores alcancaram valores superiores a 100 g kg de
peso vivo. Cada grama de Ovulos € formado por, aproximadamente, 700-900
unidades (Carneiro 2008), representando metade dos valores encontrados
neste experimento realizado, se mostrando um valor adequado em relagcdo ao

peso corporal.

Em todos os tratamentos com horménios foi possivel obter resposta,
portanto o uso dos hormonios: gonadotrofina coridnica humana (Vetecor);
hormonio liberador de gonadotrofina (Profertil) e extrato diluido de hipdfise de

carpa sao eficientes para inducao hormonal em Astyanax altiparanae.
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