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RESUMO

SARMENTO, Nilda Loiola de Almeida Franco. Reprodugéo Induzida com o
Extrato de Hipdfise de Tilapia-do-Nilo (Oreochomis niloticus), em Piabanha
(Colossoma macropomum) e Curimaté (Prochilodus argenteus).2012, 32p.
Dissertacdo (Mestrado em Zotecnia) — Universidade Estadual de Montes Claros-
Janaiba -MG - Brasil

O trabalho foi realizado na Estacdo de Piscicultura da Companhia Energética de
Minas, no municipio de Machado Mineiro-MG e no Centro Integrado de
Recursos Pesqueiros do Gorutuba de Nova Porteirinha-MG,. O objetivo foi
estudar a utilizacdo da hipofise de machosde tilapia-do-Nilo na inducgéo
hormonal em curimatd (Prochilodus argenteus), e Piabanha (Colossoma
macropomum). Para a extracdo da hipdfise foram selecionados 24 exemplares
machos de til&pia-do-Nilo, com idade de 6 a 8 meses. Para a hipofisagdo foram
utilizados curimatd pesando em média 500 + 140 g e 14 machos, pesando em
média 790 + 240 g e 16 matrizes Piabanha (280 % 40 g), receberam extrato
pituitario de tilapia-do- Nilo, em duas aplicacdes, sendo a primeira de 0,5
mg.Kg-1, (dose preparatéria) e, apés intervalo de 12 horas, a segunda dose de
5,0 mg.Kg-1 (dose decisiva). Os machos receberam uma Unica dosagem de
extrato de hipofise comercial de 2,5 mg.Kg-1 de peso vivo, no momento da 22
dose nas fémeas. O processo de inducdo hormonal foi realizado 24 horas apos a
captura e selecdo. Observou-se que todas as fémeas que receberam extrato de
hipdfise de tilapia ndo possibilitaram a extrusdo dos gametas, entretanto todas as
fémeas que receberam o extrato comercial permitiram a extrusao, produzindo em
média 81,92 + 40,19 g de ovdcitos. Todos os machos produziram gametas
também apds massagem ventral. Nas condi¢cfes em que foi realizado esse
experimento, tanto o curimatd quanto a piabanha. tratados com o extrato bruto de
hipofise de tidpia-do-Nilo, ndo promoveram a extrusdo dos ovocitos.

! Comité de Orientac&o; Prof. Felipe Shindy Aiura (Orientador)



ABSTRACT

SARMENTO, Nilda Franco Loiola de Almeida. Reproduction with the
extract-lnduced Pituitary of Tilapia-the-Nile in Piabanha (Colossoma
macropomum) and Curimata (Prochilodus argenteus). 2012, 32p.
Dissertation (Master’s degree in Animal Science) - University of Montes Claros
MG - Janalba — Brazil*

The objective was to study the use of the pituitary of male tilapia, the Nile in the
hormonal induction in curimatd (Prochilodus argenteus), and piabanha
(Colossoma macropomum). For extraction of the pituitary were selected 24
specimens of male tilapia, Nile. For hypophysation were used curimata weighing
on average 500 + 140 g and 14 male, weighing on average 790 + 240 g and 16
matrices piabanha (280 * 40 g), which received pituitary extract of tilapia, Nile,
and two applications being first of 0.5 mg / kg, (priming dose) and, after interval
12 hours, the second dose of 5.0 mg / kg (dose decisive). Males received a single
dosage of hypophysis extract commercial 2.5 mg / kg liveweight, at the time of
2nd dose in females. The process of hormonal induction was performed 24 hours
after capture and selection. It was observed that all females who received
hypophysis extract tilapia did not allow the extrusion of gametes, however all
females who received the commercial extract allowed the extrusion, producing
on average 81.92 + 40.19 g of oocytes. All the male gametes produced also after
ventral massage. In the conditions of this experiment was conducted, both as
curimatd piabanha. treated with the crude pituitary tidpia-the-Nile, did not
promote the extrusion of the oocytes.

Guidance committee, Prof. Felipe Shindy Aiura (Adviser)
(UNIMONTES)



1 INTRODUCAO

Devido a crescente demanda por alimento, se fez
necessario e mesmo imperativo que se encontrasse alternativas
para formas de cultivo de peixes que complementassem a
producdo natural e que tivessem capacidade de saciar a demanda
mundial de pescado, buscando também a sustentabilidade
econdbmica e ambiental. Neste caso, foi necessario desenvolver
tecnologias para producdo em grande escala de peixes cultivados
em aguas interiores e maritimas. Assim, no mundo todo, um
grande nimero de espécies de agua doce e salgada sdo cultivadas
em diferentes sistemas de producdo e niveis tecnolégicos.

A producdo de peixes através da aquicultura tem
aumentado rapidamente nos Gltimos anos. Um importante fator
deste crescimento tem sido a aplicagdo da biotecnologia no
controle da reproducdo e essa importancia, cada vez maior, que
vem sendo atribuida a criacdo de peixes, torna imperativo que 0s
criadores aprimorem-se nas técnicas necessarias para reproducao,
de forma a assegurar o éxito basico e inicial da criacdo, como a
producdo de alevinos.

As técnicas de propagacdo artificial possibilitam o

suprimento de ovos para uma grande variedade de peixes



destinados a criacdo em viveiros e outros corpos de agua
confinados, bem como para sistemas superintensivos. Essas
técnicas tornam igualmente possivel introduzir varias espécies
importantes em areas geograficas separadas.

Entre as principais técnicas de reproducdo artificial, se
destaca, de modo geral, a inducdo reprodutiva de peixes que
habitam aguas correntes (reofilicos), grupo onde se enquadram os
peixes que realizam migragdo reprodutiva (piracema). Pelo fato
dos sistemas aquaculturais apresentarem ambientes Iénticos, esses
animais deixam de receber certos estimulos externos, fazendo com
que ndo haja uma resposta enddcrina apropriada para a inducéo da
maturacdo gonadal final e, dessa forma, os ovarios se desenvolvem
apenas parcialmente.

Por outro lado, a reproducdo pode ser obtida fazendo-se
uma simulacdo da resposta enddcrina natural através da
manipulacdo ambiental ou aplicacdo de substancias anadlogas aos
estimulos hormonais intrinsecos. O agente indutor com melhor
definicdo tecnologica e mais utilizado € o extrato bruto de
hipdfises, desidratadas em acetona e conservadas a Seco,
maceradas em um graal de porcelana com adicdo de algumas gotas
de glicerina, e a pasta diluida em solug&o fisioldgica (ZANIBONI-
FILHO, 1995).



Atualmente, para a reproducdo induzida de peixes em
cativeiro, a maioria dos piscicultores utiliza a hipofise desidratada
comercial, no entanto, o seu custo é bastante elevado, 0 que torna
necessario a realizagdo de pesquisas que promovam a utilizacdo de
hipdfises de outras espécies.

Objetiva-se com este trabalho, obter informacBes sobre
reproducéo induzida, com o extrato de hipdfise de tilapia-do-Nilo,

em piabanha e curimata.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo reprodutivo de peixes no ambiente natural

As estratégias utilizadas pelas diferentes espécies nos
ciclos de vida resultam da selecdo natural para produzir o nimero
maximo de jovens capazes de sobreviver para maturar, sob as
condicdes impostas pelos seus bidtipos (LOWE-MCCONNEL,
1999). A maioria dos peixes tropicais desova varias vezes na vida,
sendo este um processo que ocorre em intervalos que se repetem.
Entre as espécies, 0s ovocitos podem maturar todos de uma Unica
vez e serem liberados em um periodo do ano, sendo, portanto,
produzidos em um Unico lote, ou 0s ovocitos podem maturarem
lotes distintos, sendo eliminados em intervalos durante a estacdo
reprodutiva, ou sem sazonalidade definida (GOULDING, 1980).

As espécies pertencentes ao primeiro grupo, de acordo
com Vazzoler (1996), sdo denominadas “desovadoras totais”,
enquanto as do segundo sdo “desovadoras multiplas”. As
desovadoras multiplas apresentam estacGes de reproducdo menos
definidas e realizam apenas deslocamentos locais para areas de
reproducdo. Os desovadores de pequenas ninhadas geralmente
estabelecem um territério, e fazem ninhos onde desovam e

guardam 0S 0VOS, apresentando um comportamento complexo no



ritual de acasalamento para garantir a sincronizacdo da desova,
enquanto os desovadores totais podem manter-se juntos e serem
estimulados por fatores externos, como, por exemplo, as enchentes
(LOWE-MCCONNEL, 1999).

Com base nas alteracbes morfo-funcionais das
gbnadas, de acordo com Bazzoli (2003),0 ciclo reprodutivo dos
peixes pode ser dividido nos seguintes estadios:

1. Repouso: neste estadio, as gbnadas estdo com o menor tamanho
registrado no ciclo, sdo delgadas e translicidas; o repouso ocorre
nos meses mais frios e secos do ano;

2. Em maturacdo: aqui as gbnadas iniciam o processo de
gametogénese e acumulam gradualmente seus produtos, fazendo
aumentar seu peso.

3. Maturacdo avancada/maduro: neste estadio, as papilas genitais
apresentam-se avermelhadas e o ventre, especialmente das fémeas,
abaulado; as gbnadas atingem seu maior peso e volume; os machos
podem liberar sémen quando sua parede celdmica é pressionada; o
estadio maduro € alcancado nos meses de verao.

4. Esgotado: corresponde ao periodo que se segue a reproducéo;
em conseqiiéncia da eliminacdo dos gametas, as gbnadas estéo
reduzidas em tamanho, flacidas e sanguinolentas; ocorre intensa

reorganizacao das gbnadas que, em breve, estardo em repouso.



A Estratégia de realizar migracGes entre os locais de
alimentacdo e desova sdo bastante comuns em desovadores totais
brasileiros (RIBEIRO, 1983; ZANIBONI-FILHO, 1995). Esta
estratégia permite que algumas espécies de peixes maximizem o
aproveitamento do ecossistema, buscando os melhores locais para
cada uma das etapas do ciclo de vida. A elevacdo do nivel da agua
pode ser necessaria para permitir a realizacdo do deslocamento
migratorio, uma vez que obstaculos, como as cachoeiras, deixam
de existir, ou para permitir que os ovos e larvas liberados no rio
principal sejam carregados, juntamente com a agua, para as recém
inundadas lagoas marginais (ZANIBONI-FILHO, 2007), ou
mesmo para permitir o acesso dos reprodutores as lagoas
marginais para a desova (LOWE-MCCONNEL, 1999).

2.2 O Curimata

Nos ultimos anos tem-se observado uma intensificacdo do estudo
da ictiofauna brasileira que revelou varias espécies promissoras
para criacdo em pisciculturas. Entre as espécies de peixe de
interesse econdmico-social, destaca-se o curimatd Prochilodus
argenteus, pertencente a familia Prochilodontidae. (BOMFIM et
al., 2005). S8o peixes de grande importancia na pesca de rios
brasileiros (GALDIOLI et al., 2000).



O curimatd é amplamente distribuido pela Ameérica
Latina. Esses peixes tém o habito alimentar limnofago ou iliofago
(detritivoro), de baixo nivel trofico, alimentando-se no ambiente
natural de material orgénico particulado (MOP), depositado no
fundo ou na vegetacdo submergida, que, muitas vezes, € misturado
com particulas minerais de baixo valor nutritivo. O MOP é
constituido de vegetais mortos, ricos em lignina e celulose, além
de pequenas quantidades de micro invertebrados vivos (algas,
fungos e bactérias) (BOISCHIO, 1992).

O curimatd, entre os peixes nativos, € um dos que tém
apresentado bom desempenho para a piscicultura, em virtude do
rapido crescimento em cultivo intensivo, da alta rusticidade para
manejo e da alta fertilidade, estando entre as espécies de maior
valor econémico aceitas para consumo humano no mercado
nacional (GALDIOLI et al., 2000; GALDIOLI et al., 2002). No
entanto, tem sido uma das espécies mais afetadas pela poluicdo dos
rios e pelas construcdes de represas hidroelétricas, com
interferéncia no  seu  comportamento  reprodutivo e,
consequentemente, reducdo dos estoques pesqueiros (BARBOSA,
1987).

A reproducdo dessa especie € sazonal, estando
geralmente sincronizada com fatores ambientais que se adequam

as necessidades metabodlicas dos reprodutores, de tal forma que



incremente a viabilidade dos gametas e favorecam o
desenvolvimento inicial da prole (VAZZOLER, 1996). A
realizacdo da migracdo em massa, rio acima, ocorre na época de
reproducdo, de novembro a janeiro. O deslocamento de centenas
de quilémetros afeta toda a fisiologia desses peixes,
desencadeando processos essenciais para o preparo da reproducao.
Nos viveiros de piscicultura, a privacdo desse comportamento
migratdrio impede que esses peixes atinjam o preparo fisioldgico
para a reproducdo. Com isso, faz-se necesséria a indu¢do hormonal
da reproducdo (MURGAS et al., 2003).

2.3 A Piabanha

A piabanha (Brycon insignis) é uma espécie nativa do
Rio Paraiba do Sul (FOWLER, 1950), no Estado de Sao Paulo.
Segundo Machado e Abreu (1952), foi considerada a 42 espécie de
peixe mais capturada pela pesca comercial na década de 50,
atingindo elevado valor no mercado consumidor da regido.
Segundo 0os mesmos autores, 0 Rio Paraiba do Sul constituia-se em
um dos mais piscosos do estado, porém a maioria das espécies era
considerada de qualidade inferior, com exce¢do de piabanha,

piavas e surubim-do-paraiba.



Em virtude das escassas informacbes sobre o
comportamento bioldgico da piabanha em seu habitat natural, para
que 0s programas de repovoamento tenham sucesso, é necessario o
aprimoramento das técnicas de inducdo da reproducdo,
identificando 0 momento propicio para a utilizacdo de hormonios
indutores e definindo a dosagem de horménio e o periodo de
laténcia para obtencdo de maior nimero de larvas e alevinos de

boa qualidade.

2.4 A glandula hipdfise ou pituitaria

A hipofise, também chamada de glandula “mestra” do
organismo, é um 6rgdo pequeno, tendo no peixe o volume de um
pequeno grdo e pesando por volta de 0,1 g. Situa-se no interior da
caixa craniana, numa depressdo 0ssea chamada sela tarcica. Ela
coordena o funcionamento das demais glandulas, porém, ndo é
independente e obedece a estimulos do hipotalamo (KING e
PANKHURST, 2004).

A hipdfise é formada de trés partes: a hipdfise anterior ou
adeno-hipdfise, hipofise intermediaria e hipofise posterior. A
atividade das células hipofisarias e a emissdo de seus hormonios

no sangue estdo sob o controle de centros nervosos situados na



base do cérebro, na regido denominada hipotalamo (ZOHAR,
2001).

As relacBes entre as duas estruturas se faz por intermédio
de substancias quimicas: os fatores de liberagdo, ou “releasing
factors”, secretados por alongamentos de células especializadas do

hipotalamo (KING e PANKHURST, 2004).

2.5 A Técnica da Hipofisacdo

As técnicas de reproducdo artificial de peixes sao
multiplas e, segundo Woynarovich e Horbath (1989), a hipofisacao
com extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) é seguramente o
método mais utilizado na inducdo artificial da reproducdo de
espécies de carater reofilico. Existem varios tipos de substancias
utilizadas para induzir a reproducdo em peixes, que conforme suas
estruturas quimicas agem segundo principios diferentes. Além
disso, a dose necessaria de uma mesma substancia varia de espécie
para espécie (BALDISSEROTTO, 2002).

A hipofisacdo consiste na administracdo de extrato
hipofisario de peixe, geralmente de carpa comum (Cyprinus
carpio), injetado na cavidade celomatica ou via intramuscular nos
reprodutores, em duas aplicacdes. (ZANIBONI-FILHO, 1995).



Os elevados precos das hipdfises comerciais, nos
mercados nacional e internacional, estimularam a realizacdo de
trabalhos com a hipofise de outros animais, obtendo-se resultados
poucos satisfatorios na inducdo a desova de peixes com hipéfises
de diversos animais tais como frango, pato, coelho e ra
(NWADUKWE, 1993; STREIT JR., 2002).

Souza et al., 2003, relata que pode-se indicar o extrato
de hipofise de frango para induzir machos de Cyprinus carpio,
pois as variaveis testadas e comparadas com os resultados
apresentados pelo extrato bruto de carpa, evidenciaram a acao
positiva.

O tempo entre as aplicagdes do extrato de hipdfise e a
dosagem hormonal distribuida entre as doses vem sendo bastante
estudado, uma vez que tais variaveis podem mudar de acordo com
a exigéncia de cada espécie.

Nas fémeas, geralmente, emprega-se a administracdo de
duas doses do hormdnio com intervalo aproximado de 12 a 13
horas entre as aplicacdes, com a dgua em uma temperatura entre
26 a 27°C. A primeira dose serve para estimular a migracdo da
vesicula germinal, e a segunda, para induzir a quebra dessa
vesicula, ovulacdo e desova (WOYNAROVICH e HORVATH,
1983). Ja para os machos, é utilizada a administracdo de dose

hormonal Unica, aplicada no mesmo momento da segunda dose das



fémeas. Seguindo esse protocolo, os reprodutores da espécie de
curimatd, deverdo estar aptos a extrusdo dos gametas em
aproximadamente 226 horas-grau ou 9,3 horas (SATO, 2003). O
termo “horas-grau” refere-se ao tempo (horas) multiplicado pela
temperatura da agua (C°), sendo que cada espécie de peixe
apresenta necessidades diferentes para essa medida.

O total de ovdcitos extruidos devera representar cerca de
5% do peso corporal das fémeas (SATO et al., 2003). Os valores
de percentagem de ovocitos extruidos por fémea, assim como a
fertilizacdo e a fecundidade dos mesmos, podem ser varidveis de

acordo com a classe de peso estudada.

2.6 Técnicas alternativas utilizadas na reproducao

Diversos autores tém proposto a substituicdo da
hipofisacdo por outras técnicas (GOOS et al., 1987).

Dentre as varias possibilidades, utiliza-se gonadotropina
parcial ou totalmente purificada de peixes. A gonadotropina
semipurificada de salméo chegou a ser produzida comercialmente,
sendo um produto padronizado por meio de bioensaio e que
permitia um longo periodo de estocagem; apesar disso, 0 preco
elevado limitou o seu uso no setor produtivo (HARVEY e
CAROLSFELD, 1993).



A gonadotropina purificada de origem humana (HCG)
também foi testada em surubim, mostrando-se um potente indutor
da ovulagdo, apesar de ndo estimular todas as espécies de peixes.
A grande diferenca na estrutura molecular da HCG, comparada
com a gonadotropina de peixes, exige a aplicacdo de elevadas
doses para estimular a maturacdo final de peixes, tornando o
processo economicamente inviavel (HARVEY e CAROLSFELD,
1993). Leonardo (2003) comparou o extrato de hipofise de carpa
(EBHC), HCG e o conjugado entre as duas substancias, na indugéo
hormonal de cachara (Pseudoplatystoma fasciatum), verificando
que o HCG foi mais eficaz em relacdo ao EBHC na inducdo a
desova e que a combinacdo de EBHC conjugado com o HCG néo
foi adequada a esse peixe.

Trés grandes vantagens dos horménios liberadores de
gonadotropina sdo verificadas na inducdo a maturacdo final e a
desova dos peixes. A primeira € que atuam no inicio da cadeia
hormonal e estimulam o peixe a sintetizar a sua propria
gonadotropina, eliminando, assim, os problemas relacionados a
utilizacdo de gonadotropina de outras espécies. A segunda é gue a
molécula ndo é altamente espécie-especifica. Por altimo, séo
estruturas simples e facilmente fabricadas, apresentam grande

estabilidade estrutural, sdo efetivas com pequenas dosagens de



aplicacdo e o0 seu uso é economicamente vantajoso (HARVEY e
CAROLSFELD, 1993).

No caso da utilizacdo desses horménios em fémeas de
surubim, a grande desvantagem seria 0 tempo prolongado para
ovulacdo, como observado por Brzuska (2001) em siluriformes.
Devido a tais inconvenientes, produtores e pesquisadores tém sido
relutantes na aplicacdo dos analogos.

E importante salientar que, seja qual for o protocolo
utilizado na inducéo artificial a desova, a determinacdo do melhor
momento para se iniciar o procedimento é fundamental para o

sucesso reprodutivo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao da Hipdfise

Para a obtencdo das hipofises, foram utilizados 48
exemplares machos de tilapia-do-Nilo, do Centro Integrado de
Recursos Pesqueiros do Gorutuba (CIRPA) de Nova Porteirinha-
MG, coletados de um viveiro, o qual continha fémeas e machos em

processo de reproducéo.

Para a extracdo das hipdfises, as tilapias foram previamente
insensibilizadas por meio de seccdo de medula, realizada com uso
de uma haste metalica cilindrica afiada, a qual foi introduzida na
base do cranio do peixe na posicdo de 90°, até atingir a medula
realizando-se imediatamente a sec¢do da mesma. Em seguida, foi
realizado um corte de modo a retirar a secdo triangular do
occipital, expondo o cérebro do animal e a cela tarcica do
esfernoide dentro da qual se encontra a hip6fise. Com o auxilio de
um algoddo, foi removido 0 excesso de tecido adiposo, e a
glandula hipofisaria foi retirada com uma pin¢ca metéalica (Figura 1)
e colocada em acetona pura, a qual foi substituida a cada 8 horas.

Ap0s 24 horas em acetona, a glandula foi escoada, colocada
em papel de filtro e armazenada em dessecador. Apds esse

processo de secagem, a glandula foi colocada em frasco de vidro,



pressionada com chumaco de algoddo, tampada firmemente e
guardada em local seco e escuro para serem usadas nos processos

de reproducéo.

Figura 1: Retirada da Hipdfise

Momentos antes da aplicacdo, a hipofise foi retirada do
frasco de vidro, pesada e macerada em graal, juntamente com uma
goticula de glicerina (Figura 2). Em seguida foi adicionado soro

fisiolégico, para o preparo do extrato bruto de tilapia-do Nilo.



Figura 2: Maceracéo da hipofise

3.2 Experimento de reproducéo 1

Foram utilizados exemplares de curimatd (Prochilodus
argenteus), da Estagcdo de Hidrobiologia e Piscicultura do Centro
Integrado de Recursos Pesqueiros do Gorutuba (CIRPA) de Nova
Porteirinha, MG.

Os animais foram capturados em viveiros de reprodutores.
Doze fémeas foram selecionados manualmente, por observacao do
poro urogenital entumecido e avermelhado, abdémen volumoso e
macio, pesando em média 500 + 140g e 14 machos, apresentando
liberacdo de sémen ap6s leve pressdo ventral, pesando em média

790 + 240g. Os reprodutores selecionados foram marcados por



fitilhos coloridos, (Figura 3) separados por sexo e mantidos em

tanque de alvenaria de 10 m3, com renovacao constante de agua.

Figura 3: Marcagéo dos animais

Apo6s 24 horas da captura e selecdo, sete fémeas foram
capturadas aleatoriamente para receberem o extrato de hipéfise de
tilapia-do-Nilo, sendo entdo aplicada a primeira dose de 0,6
mg/kg/peso vivo (preparatoria), e ap6s 14 horas a segunda dose de
6,3 mg/kg/peso vivo, sendo aplicadas na cavidade celomatica
(Figura 4).



Nas cinco fémeas restantes, foi realizado o mesmo
procedimento no mesmo momento, entretanto estas receberam o
extrato de hipofise comercial de carpa, sendo, 0,5 e 5 mg/kg de
peso vivo, para a 1% e 22 dose, respectivamente. Os machos
receberam uma Unica dosagem de extrato de hipdfise comercial de

2,5 mg/kg de peso vivo, no momento da 22 dose nas fémeas.

Figura 4: Indugdo Hormonal

Realizou-se 0 monitoramento da temperatura, OXxigénio

dissolvido, registrou-se ainda a temperatura da agua para



determinacdo do nimero de horas-grau € 0 momento de extrusdo

dos gametas.

Os gametas foram coletados segundo Woynarovich e
Horvath (1983), de forma que a regido uro-genital e a nadadeira
anal foram secado com papel toalha e realizado a extruséo,
comprimindo-se a regido abdominal do animal no sentido céfalo-

caudal. Os ovocitos foram coletados em bacias plasticas

devidamente identificadas (Figura 5).

Figura 5: Extrusdo do Curimaté

A fertilizacdo foi realizada “a seco”, segundo Von lhering e

Azevedo (1934), com cerca de 1,0 ml de sémen. Para a estimativa



do numero total de dvulos liberados, efetuou-se a contagem do

numero de células contidas em 1 grama de ovulo.

Apo0s a obtencdo das desovas, essas foram pesadas para o
calculo do indice de desova (ID = peso da ova x 100/peso corporal
da fémea): este indice indica o rendimento da desova (em
percentagem) em relagdo ao peso corporal e avalia, a eficiéncia do

tratamento hormonal e da extrusao.

3.3 Experimento 2

O segundo estudo experimental foi realizado na Estacdo de
Piscicultura Ambiental da Companhia Energética de Minas Gerais,
no municipio de Machado Mineiro-MG (EPAMM).

Os animais foram capturados dos e selecionados
manualmente 16 matrizes de piabanha (Brycon insignes) 16
matrizes de curimatd (Prochilodus argenteus) por observacéo,
segundo os critérios citados no experimento 1. Os reprodutores
selecionados foram levados ao laboratério de reproducdo, pesados,
marcados por fitilhos coloridos (Figura 3) e estocados em tanques
de alvenaria com 2,4m3 de volume, revestidos por ceramica, com
agua corrente, cuja vazdo média foi de 48 I/min, onde as fémeas

foram mantidas em tanques separadas dos machos.

Quarenta e oito horas ap6s a captura, foi iniciado o

processo de indugdo hormonal quando 16 matrizes de piabanha e



as 16 matrizes de curimatd, receberam extrato pituitario de tilapia-
do-Nilo, em trés aplicacdes, sendo a primeira de 0,5 mg/kg, (dose
preparatoria) e, apds intervalo de 12 horas, a segunda de 0,5 mg/kg
(dose intermediéria) e apds 6 horas a terceira de 5, mg/kg (dose
decisiva), injetado na regido lombar (Figura 4). Os machos
receberam uma unica dosagem de 1,5 mg do extrato de hipofise
comercial por quilograma de peso, logo apés a terceira dose das

fémeas.

Semelhante ao experimento 1, foi realizado o
monitoramento da temperatura e Oxigénio dissolvido. Registrou-se
a temperatura da agua para determinacdo do nimero de horas-grau
e 0 momento de extrusdo dos gametas.

Apos aproximadamente 210 horas-grau da Gltima aplicacdo
do extrato, realizou-se a tentativa de extrusdo dos gametas, quando
as matrizes foram submetidas a compressdo no abdémen, segundo

a metodologia de Woynarovich e Horvath (1983).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de peso da desova, e o0 indice da desova das
fémeas de curimatd submetidas a indugdo hormonal como extrato

bruto de carpa (EBHC) estéo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de peso da fémea, peso dos ovécitos, nimero de
ovocitos e indice da.desova das fémeas de curimata tratadas com
EBHC

Fémea (kg) Ovécitos (g) N ovécitos/g ID(%)
0,420 72,20 1.487,50 17,19
0,300 54,60 1.680,00 18,20
0,600 127,20 2.387,00 21,20
0,300 56,10 1.692,00 18,70
0,740 119,50 1.176,00 16,15
1,360 207,30 1.225,00 15,24

A extrusdo dos ovocitos foi realizada a 210 horas-grau
apos a aplicacdo da segunda dose do EBHC (5,0 mg/kg) estando a
temperatura da adgua a 24°C. Os resultados obtidos neste trabalho
diferem com aqueles apresentados por Sato (1999) para
Prochilodus marggravii e Prochilodus argenteus, onde a hora-
grau média obtida com o uso de duas doses foi de 224 H° a uma

temperatura de 25-26°C, mas conferem com o0s resultados



apresentados por Sato et al., 1996, quando os autores aplicaram
duas doses e encontraram uma faixa de hora-grau que variou de
210 a 250 H° em temperatura variando entre 23 a 25°C.

No experimento 1, todas as fémeas submetidas a inducéo
hormonal com o extrato bruto de carpa, responderam
positivamente a hipofisacdo. Pereira et al., 2009, obtiveram desova
em todas as fémeas, em trabalho utilizando as mesmas dosagem do
EBHC; Chen (2005) obteve 100% de desova em fémeas tratadas
com 6 mg/kg de extrato bruto de hipo6fise de carpa em Takifugu
ocellatus. Isso comprova a eficiéncia do EBHC na inducdo da
desova em peixes, por apresentar varias substancias capazes de
estimular todo o processo enddcrino para a reproducédo induzida.

Neste estudo, ndo se pode afirmar que o momento da
extrusdo dos gametas nos animais que receberam o extrato de
hipdfise de tilapia, aconteceu em um momento ideal, devido a
dificuldade de estipular a hora grau para a desova de peixes cuja
atuacdo do extrato aplicado na inducdo seja desconhecida, uma vez
que os peixes ndo apresentaram comportamento diferenciado
daqueles que receberam o EBHC.

O uso da hora-grau ou em trabalhos de reproducéo
artificial tem funcdo primordial, uma vez que permite estimar com
certa precisdo o periodo que ocorrerd a ovulacdo da espécie
induzida (LEE E YANG, 2002). Dessa forma, pode ser evitada a



manipulacdo precoce do peixe para a extrusdo, que pode prejudicar
a evolucdo dos ovaocitos, resultando na ovulacdo parcial ou
regressdo dos Ovulos (BALDISSEROTTO, 2002; ZOHAR E
MYLONAS, 2001).

Por outro lado, também se deve evitar passar muito tempo
para efetuar a extrusdo, pois 0s ovocitos podem se tornar
sobremaduros e afetar sua taxa de fertilizacdo (YARON, 1995).
Ambos 0s casos podem prejudicar o processo de inducdo. Além
disso, em casos extremos, cujo desenvolvimento final da
maturacdo gonadal tenha sido prejudicado, o peixe pode ndo
ovular, e até morrer, caso os évulos que avancaram sua maturagdo
ndo possam ser expelidos e serem reabsorvidos no interior das
gonadas (WOYNAROVICH E HORVATH, 1989) ou ainda se os
ovacitos passarem da hora da extrusao a qualidade dos produtos.

Os resultados para peso da desova alcancaram uma
média de 187,05g. Estes resultado encontram-se abaixo daqueles
reportados por Pereira et al., (2009), trabalhando com curimata
(Prochilodus lineatus), alcancaram uma media de peso de ova de
221g utilizando 0,5 mg/kg e 5,0 mg/kg de extrato bruto de carpa e
de 213g quando utilizou 0,5 mg/kg de extrato bruto de carpa e 5,0
mg/kg de extrato bruto de carpa juntamente 500 Ul/kg de

gonadotropina coribnica equina.



O indice de desova (peso da ova x 100/peso corporal da
fémea) é o método que indica o rendimento da desova, em
percentagem, em relacdo ao peso corporal; ele avalia, menos
drasticamente a eficiéncia do tratamento hormonal e da extruséo
(GODINHO, 2007)

No presente trabalho, os valores para este parametro
ficaram entre 15,24 e 21,20% (tabela 1) e se encontram dentro da
faixa apresentada por Sato et al., (2003), cujos valores variaram
de 14 a 26,2% para Prochilodus Sp.

Quanto ao numero de ovdcitos, as fémeas apresentaram
produziram, a partir do pool de ovdcitos, uma média de 2.353
ovocitos/g de ovocitos. Todavia, além dos processos hormonais,
estes dados podem ser influenciados pela idade das matrizes, a
nutricdo, a época do ano e o grau de replecdo do estbmago
(BOMBARDELLLI, 2006).

Observou-se que, as fémeas de piabanha, bem como as
fémeas de curimatd, as quais foram tratadas com o extrato bruto de
hipdfise de tildpia, em ambos os estudos, ndo responderam a
inducdo hormonal, pois ndo permitiram realizacdo da extrusdo dos
gametas.

Em pirapitinga-do-sul (Brycon opalinus), duas doses de

EPS (extrato de pituitaria de salméo) nas concentracdes de 5 e 10



mg/kg, aplicadas com intervalo de 12 horas, permitiram a inducao
reprodutiva em 50% das fémeas.

Narahara et al., (2002), testando um método de indugéo
da reproducdo em pirapitinga, utilizaram uma dosagem de 5 e 10
mg/kg de extrato bruto de hipofise de salméo, e apenas 48% das
fémeas desovaram. Szabo et al., (2002) obtiveram 66,6% de
fémeas desovadas, utilizando 3 e 6 mg/kg de extrato bruto de
hipofise de carpa na indugdo da ovulacdo de Chondrostoma nasus.

Estes resultados demonstram que ha grande variacdo na
resposta a dose hormonal aplicada nas diferentes espécies de
peixes devido ao fato de ndo haver padronizacdo quanto a
quantidade de gonadotropinas na composicao da hipofise. Por isso,
varias pesquisas tém sido conduzidas com o intuito de testar
substancias alternativas para utilizacdo nas técnicas de reproducao
induzida em peixes.

Ndo foram encontrados na literatura cientifica relatos
sobre 0 uso do extrato bruto de tilapias na inducdo da reproducéo
de peixes.

As tilapias apresentam precocidade reprodutiva, e grande
prolificidade, portanto, indicativo de eficiéncia na producdo dos
horm6nios  gonadotrépicos.  Entretanto, essa precocidade
reprodutiva causa superpopulacao, que, para ser controlada, exige

aplicacdo de alguns métodos, como a masculiniza¢do por meio de



horménios esteroides masculinizantes (POPMA E LOVSHIN,
1996) tanto na racdo como em banhos de imersdo (GALE et al.,
1999), para producéo de populagdo monossexual.

A adigdo do hormdnio 17-a-metiltestosterona na racéo é o
método mais utilizado na reversdo sexual de tilapias e pode
produzir 98% de machos (MAINARDES-PINTO et al., 2000)
utilizando-se racdo suplementada com metiltestosterona (60
mg/kg) por um periodo de 30 dias a partir do inicio da alimentagdo
exogena das larvas.

Ressalta-se que os animais utilizados para obtencdo das
hipdfises utilizadas nos dois estudos, passaram por esse processo
de masculinizagdo com o hormoénio 17-a-metiltestosterona na
dosagem de 65 mg/racdo, por um periodo de 30 dias, e, portanto
sugere-se que tais animais podem ter a sua carga hormonal
alterada.

Simone (1990), encontrou grande quantidade de tecido de
sustentacdo e auséncia de espermatogénese em testiculos
hipertrofiados de channel catfish alimentado com concentracdes
altas e baixas de 17-a-metiltestosterona na dieta. Em salmonideos,
Mcbride e Fagerlund (1976), demonstraram que 0 horménio 17-a-
metiltestosterona na dieta resultou em maior atividade e
desenvolvimento testicular, ja estudos apresentados por Gannam e

Lovell (1991) resultou em maior desenvolvimento dos tdbulos



seminiferos e espermatogénese, mas em alguns casos, 0s testiculos
apresentavam massas de tecido conjuntivo edemaciado e eram
desprovidos de células germinativas discerniveis.

De acordo com Billard e Richard (1982), o tratamento
com 50 mg de 17-a-metiltestosterona (dosagem inferior aquela
utilizada pelos animais deste trabalho), na dieta de truta arco iris
madura, resultou em severa reducdo da espermatogénese e
vitelogénese.

Anélise histolégica de gbnadas realizadas por Nakamura
(1975) em Tilapia mossambica revelaram que altas doses do
horménio 17-a-metiltestosterona, resultou em altas taxas de peixes
intersexos. Estes peixes apresentavam gonadas contendo tecidos
testiculares tubulares e tecido ovariano com a cavidade ovariana
localizada atipicamente nos ductos eferentes expandidos.

Baseado nos estudos da literatura, sugere-se que a
producdo de hormdnios sexuais de animais tratados com 17-a-
metiltestosterona, podem acontecer de forma anormal e
desordenada e que, em funcdo disso, neste trabalho, ndo
demostraram atuacdo suficiente para promover a extrusdo dos
OVOCitos.

Faz se necessario ressaltar ainda, a complexidade das
inter-relacdes enddcrinas e metabolicas associadas ao processo

reprodutivo dos peixes, o que torna dificil determinar o melhor



momento para a captura desses animais e a realizacdo da extracao
da hipdfise contendo grandes quantidades de homénios, sendo o
mais importante desses hormonios, as gonadotrofina (GnRH), que
viagjam a partir do hipotalamo para a glandula pituitaria
(BOMBARDELLI et al., 2006).

Esse fendbmeno ocorre quando o hipotalamo, localizado
na base do cérebro, se sensibiliza ao sinais de receptores sensoriais
e libera horménios em resposta a estimulos ambientais, que, no
caso da tilapia, é retratado especialmente pela elevacdo da
temperatura (ZANIBONI FILHO, 2007). Neste ponto, a hipdfise
se encontra repleta de GNRH e talvez esse seria 0 melhor momento
para sua extracdo, uma vez que logo em seguida, a GnRH, vai para
a corrente sanguinea e chega até as gonodas, onde é sintetizados
esterdides responsaveis pela maturacdo final dos gamentas. Tal
processo esvazia a hipofise dos horménios gonadotropicos.

Neste trabalho, as tilapias-do Nilo, encontravam-se em
idade reprodutiva, e tal fato, pode ter permitido o deslocamento do
GnRH para as gbnodas, tornando a hipofise desprovida dos
horménios reprodutivos, 0s quais poderiam promover a extrusdo

dos gametas.



5. CONCLUSOES

Nas condicdes em que foi realizado esse experimento,
tanto o curimatd quanto a piabanha. tratados com o extrato bruto
de hipdfise de tidpia-do-Nilo, ndo promoveram a extrusdo dos

ovacitos.
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