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RESUMO

Os analogos do horménio liberador de gonadotrofina (GnRHa), como a buserelina, apresentam
vantagens em rela¢do as gonadotrofinas. Considerando-se a auséncia de informacoes a respeito do
desempenho reprodutivo de espécies reofilicas induzidas com tais hormonios, este trabalho
objetivou avaliar o desempenho de reprodutores de pacu (Piaractus mespotamicus), piracanjuba
(Brycon orbygnianus) e curimba (Prochilodus lineatus), submetidos ao tratamento com extrato de
buserelina (EB). Apenas nas fémeas foi aplicada uma dose prévia de 0,125 mL kg de peixe. Doze
horas ap6s, machos e fémeas receberam uma dose de 0,25 mL de EB kg, seguida de outra dose de
0,75 mL de EB kg apds 12 horas. Somente os machos de curimba e piracanjuba espermiaram,
apresentando motilidade espermatica média superior a 90% e acima de 23 minutos de duragéo,
com porcentual de anormalidades espermaticas inferior a 9%. As fémeas de pacu, piracanjuba e
curimba desovaram, em média, 7,7, 5,2 e 7,8 horas, respectivamente, apds a dltima dosagem
hormonal, embora somente as fémeas de curimba tenham apresentado taxas de fertilizagdo acima
de 35%. Apesar disso, outras pesquisas devem ser realizadas a fim de aprimorar as dosagens, sais e
intervalos de aplicacdo, além de proporcionar repetibilidade e otimizagdo dos resultados.
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gonadorrelina

REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF PACU, PIRACANJUBA AND CURIMBA INDUCED
BY BUSERELINE EXTRACT

ABSTRACT

The analogues of gonadotropin-releasing hormone (GnRHa) as buserelin have advantages in
relation to gonadotropins. Considering the lack of information on the reproductive performance of
rheophilic species induced by such hormones, this study aimed to evaluate the breeding
performance of pacu (Piaractus mespotamicus), piracanjuba (Brycon orbygnianus) and curimba
(Prochilodus lineatus) treated with buserelin extract (EB). Only in females was applied to a previous
dose of 0.125 mL kg of fish. Twelve hours later, both males and females received a dose of 0.25 mL
of EB kg, and then another dose of 0.75 mL of EB kg over 12 hours later. Only the curimba and
piracanjuba males had sperm showing mean sperm motility above 90% and over 23 minutes
duration, with percentage of abnormal sperm lower than 9%. Females of pacu, piracanjuba and
curimba spawned on 7.7, 5.2 and 7.8 hours respectively after the last hormone dosage, although
only the curimba females have shown fertilization rates above 35%. Nevertheless, further research
should be conducted to enhance the strengths, salts and ranges of application, and provide
repeatability and optimize results.
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INTRODUCAO

A maioria das espécies de peixes nativos do
Brasil, com potencial para criacdo em cativeiro, é
de peixes reofilicos, que realizam migracdo em
dire¢do a nascente do rio na época da reproducao.
Essa migracdo é desencadeada por processos
essenciais para o preparo da reproducdo
(MURGAS et al., 2003a). De acordo com os
mesmos autores, em viveiros de piscicultura, a
privacdo desse comportamento migratério
impede que esses peixes atinjam o preparo
fisiolégico para a reprodugdo. Sendo assim, para
garantir a fertilizacdo, essas espécies sdo
submetidas a inducdo hormonal exdgena,
geralmente com extratos hipofisarios, a fim de
desencadear o processo de maturagdo final e
liberagdo dos gametas.

As  técnicas de reprodugdo artificial
constituem uma prética adequada, na qual 20 a
70% dos ovos fertilizados se tornam alevinos.
Entretanto, para algumas espécies de peixes, essa
técnica apresenta problemas, tais como auséncia
de vitelogénese e maturagdo final dos ovdcitos,
além de reduzida capacidade de realizar a
espermatogénese e espermiacdo, levando a
producdo de sémen de baixa quantidade e

qualidade (MYLONAS e ZOHAR, 2001).

Vale destacar, ainda, que os hormonios
utilizados na reproducdo induzida apresentam
custo elevado (CARNEIRO e MIKOS, 2008),
desfavorecendo essa técnica. Essas desvantagens
justificam os estudos da utilizacdo de substancias
sintéticas na reprodugdo induzida, com intuito de
aperfeicoar os processos de inducdo e maturacao
final em peixes e minimizar os custos

(BOMBARDELLI et al., 2006).

Anélogos do GnRH vem sendo testados na
reproducdo artificial de peixes, pois esses
compostos apresentam vantagens em relacdo as
gonadotrofinas, tais como estimulagio da
maturagdo gonadal, incapacidade de desencadear
resposta imune, melhora na integra¢do com
fungbes fisiolégicas que afetam processos
endocrinos e diminuicdo do risco de transmissdo
de doengas aos reprodutores (ZOHAR e
MYLONAS, 2001).

De acordo com PEREIRA et al. (2009), os
hormonios sintéticos ndo apresentam dificuldade
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de padronizacdo em relagdo a quantidade de
gonadotrofinas em sua composi¢do, ao contrério
dos extratos  hipofisérios.
horménios tém sido utilizados para espécies de
peixes (VAZIRZADEH et al., 2008). A buserelina
([D-Ser(tBu)6,Pro9-NEt]-GnRHa), um

nonapeptidico agonista de GnRH, é um destes

Alguns  destes

compostos sintéticos utilizado na inducdo da
maturagdo reprodutiva da truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (ARABACI et al., 2004).

Dessa forma, considerando-se a auséncia de
informagoes a respeito da reproducao de espécies
reofilicas no Brasil, induzidas com buserelina, este
trabalho objetivou avaliar o desempenho dos
reprodutores (machos e fémeas) de pacu (Piaractus
mespotamicus), piracanjuba (Brycon orbignyanus) e
curimba (Prochilodus lineatus) induzidos com esse
hormonio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo da
piracema, compreendido entre os meses de
novembro de 2009 e janeiro de 2010, na Estagdo
Ambiental de Itutinga, da Companhia Energética
de Minas Gerais (EAI-CEMIG), no municipio de
Itutinga-MG, e no Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia do Departamento de Medicina
Veterindria da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

Dez casais de pacu, piracanjuba e curimba
foram selecionados, de acordo com caracteristicas
externas (WOYNAROVICH e HORVATH, 1989).
Os animais foram pesados com a finalidade de se
calcular as doses hormonais a serem
administradas e, em seguida, foram
acondicionados em aquarios de alvenaria, com
capacidade de 2.000 L, com renovagdo constante
de 4gua (cerca de 6 L por minuto) e temperatura
média de 26°C.

Para a aplicacdo hormonal, os animais foram
contidos pela cabeca e pelo peddnculo caudal e
retirados parcialmente da &gua; em seguida, os
reprodutores foram induzidos com extrato de
buserelina (EB) na base da nadadeira dorsal, por
via intramuscular. As fémeas receberam uma dose
prévia de 0,125 mL de extrato de buserelina (EB)
kg? de peixe, pois, segundo ZANIBONI FILHO e
BARBOSA (1996), a aplicacdo de uma dosagem
prévia de hormoénio, anterior ao tratamento
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convencional,  possibilita maior = produgdo
qualitativa e quantitativa dos gametas. Doze horas
depois, machos e fémeas receberam a 1° dose de
0,25 mL de EB kg; a 2° dose (0,75 mL de EB kg)
foi aplicada doze horas apds a primeira. Estas
doses propiciaram os melhores resultados na fase
pré-experimental, e foram idealizadas valendo-se
da dose de 0,25 mL utilizada por ARABACI et al.
(2004) e do protocolo de hipofizagdo de tambaqui

proposto por MUNIZ et al. (2008).

A partir da 2° dose hormonal, aferiu-se a
temperatura da dgua dos aquarios, a cada hora,
com precisio de 1°C, para se determinar a
hora/grau necesséria para ocorréncia da desova e
consequente liberacdo dos gametas (extrusdo). A
avaliagdo da eficicia da dosagem de EB foi
realizada considerando-se, nos machos, o volume
seminal, a taxa e a duracio da motilidade
espermdtica bem como, a morfologia dos
espermatozoéides. Para a avaliagdo da motilidade,
o sémen foi observado em microscépio de luz pré-
focalizado (40 dioptrias) e ativado com
bicarbonato de sédio 90 mM, segundo
metodologia proposta por PAULINO (2009),
obedecendo a proporcado de 1:4, ou seja, para cada
1 parte de sémen utilizou-se 4 partes da solucao
ativadora. A taxa de motilidade foi estimada
subjetivamente, e sua duragdo considerada até
que 10% dos espermatozoéides estivessem com
motilidade progressiva.

Para se avaliar a morfologia e a concentragao
espermatica, foi realizada uma diluicdo de 10 puL
de sémen em 990 pL de solucédo de formol citrato
(29 g de citrato de sédio, 4 ml de solucdo
comercial de formaldeido 35% e dgua destilada
g.s.p- 100 mL), segundo metodologia empregada
por MILIORINI et al. (2011). Na anédlise de
morfologia espermaética, foram contados 200
espermatozéides de  cada
anormalidades verificadas foram classificadas em
maiores ou menores (Quadro 1). O critério de
classificagdo baseou-se no prejuizo que podem

animal. As

exercer sobre a fertilidade da célula espermatica
(MILIORINI, 2006).

Nas fémeas, foram analisados o periodo de
tempo desde a ultima aplicagdo hormonal até a
desova e o didmetro dos ovodcitos, sendo, este
altimo, analisado conforme metodologia utilizada
por PEREIRA et al. (2009).

Quadro 1. Anormalidades dos espermatozdides
examinadas no sémen in natura

Porca
orgaf) Maiores Menores
acometida
Macrocefalia
Isolada
Cabeca Microcefalia
normal
Degenerada
Peca Degenerada
intermedidria (PID)
Fraturado
R
estante do Enrolado Dobrado
flagelo
Degenerado

A quantidade de ovécitos liberados por cada
féemea foi pesada em balanca analitica,
imediatamente apés a extrusdo. Em seguida, os
ovocitos extruidos foram homogenizados junto ao
sémen coletado de um tnico macho, decorrendo
imediatamente a hidratacdo gradativa com agua
do tanque até a proporcao de 1 mL : 10 mL
(sémen/ovocitos : dgua), por cerca de 2 minutos.
A seguir, a mistura foi alocada em incubadoras,
tipo funil, com capacidade de 200 L.

A taxa de fertilizacdo foi avaliada na fase de
fechamento do blastéporo, a partir de trés
amostras de 300 ovos cada, retirados das
incubadoras. A taxa de fertilizacio foi
determinada segundo a férmula:

Taxa de fertilizagao = (E x 100)/(E + i),

em que:

E: total de embrides vidveis
i: total de embrides nao viaveis

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1
indicam que o EB foi efetivo somente na indugdo
da maturagdo espermatica e da espermiacdo de
curimba e de piracanjuba, apresentando valores
anormalidades

médios da motilidade e

espermaticas suficientes a fertilizacdo dos
ovocitos. Ao contrario, nenhum dos machos de
pacu respondeu ao tratamento hormonal, ndo
sendo, portanto, possiveis a coleta e a avaliagdo

espermatica.

A andlise do sémen das espécies que
responderam ao protocolo de inducédo

hormonal é comparédvel a qualidade do sémen
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in natura, tanto no que se refere a taxa quanto a
duracdo da motilidade (MURGAS et al., 2003b;

ROMAGOSA et al., 2010; VIVEIROS et al.,
2010).

Tabela 1. Valores médios de motilidade (porcentagem e duracao) e anormalidades do sémen in natura de
curimba (Prochilodus lineatus) e piracanjuba (Brycon orbygnianus) induzidos a EB*

. Motilidade Anormalidades (%)
Espécie

(%) (min) Maiores  Menores  Média

Curimba 905 2312 5+1 11+£2 8+1

Piracanjuba 933 25+3 63 185 12+3

Média 92+3 24+2 6+1 12+3 9+2

*Médias seguidas do erro-padrio da média
Considerando, ainda, que as concentragdes Poucos trabalhos tém  estudado as

espermaticas médias foram de 9,89 £ 0,91 x 10° e
de 43,8 + 13,56 x 10° espermatozoides mL- para
curimba e piracanjuba, respectivamente, pode-se
inferir, com base no erro-padrdo da média, que os
machos de curimba apresentaram uma resposta
mais homogénea ao EB, ou seja, com menor
variagdo individual. E possivel que haja maior
afinidade entre os receptores e o EB para a
espécie.

A porcentagem média de anormalidades

totais observada no sémen in natura de
curimba foi semelhante as observadas por
KAVAMOTO et al. (1999) e MORAES et al.
(2004), que constataram,

ocorréncia de 7,22% e 9,54% de anormalidades

nesta ordem,
totais em exemplares induzidos por extrato
bruto de hipéfise de carpa. Entretanto, tanto as
porcentagens médias de
maiores quanto de anormalidades menores,
observadas para o sémen de curimba, foram

anormalidades

superiores as verificadas por MILIORINI ef al.
(2011) (1,8% e 1,2%,
Ponderando-se que a metodologia de analise e
as classificacdes morfolégicas empregadas
neste trabalho foram as mesmas dos autores

respectivamente).

citados, pode-se supor que a liberagdo de
gonadotrofinas, estimulada pela aplicagdo do
EB, tenha sido insuficiente para a maturagdo
total dos espermatozdides das trés espécies.
Este fato podera ser pela
comparagdo estatistica do EB com o extrato de

hipofise, e pela quantificacdo de linhagens de

confirmado

células mais jovens como as espermatides em
outros estudos.
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anormalidades espermaticas em peixes reofilicos,
entretanto, utiliza-se a terminologia “patologias”.
Como ainda ndo hé estudos correlacionando-se o
tipo de “patologia” e o seu grau de interferéncia
sobre a fertilidade, torna-se mais razoavel referir-
se a tais peculiaridades morfolégicas como
“anormalidades”, dada a comparacdo com a
maioria dos espermatozéides em uma amostra e a
semelhanca que tém com aquelas encontradas no
sémen de mamiferos domésticos.

A anormalidade mais incidente no sémen de
segunda, para o
piracanjuba, foi a da peca intermediéria
degenerada (Figura 1). Esta anormalidade ndo
foi observada por MILIORINI et al. (2011) no
sémen in natura de curimba, mas o foi para as
descongeladas,
conclufrem que o congelamento teria provocado
seu aparecimento.

curimba e a sémen de

amostras levando-os a

A mesma conclusdo foi descrita por STREIT
JR. et al. (2009) sobre a macrocefalia em sémen de
exemplares de pacu tratados com extrato de
hipéfise de carpa. Os resultados do presente
estudo reforcam, portanto, a necessidade de
investigacdo pormenorizada do acometimento
das anormalidades em peixes e de suas
Consequéncias, e se o tratamento hormonal se
reflete sobre estas anormalidades. Esta ultima
consideragdo é necessdria quando se analisa a
semelhanga, observada por STREIT JR. et al.
(2006), entre machos de pacu tratados com
extrato de hipéfise e ndo tratados, indiferente do
agente indutor utilizado quanto a incidéncia de

anormalidades.
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Figura 1. Percentual de anormalidades espermaticas verificadas para exemplares de curimbata (Prochilodus
lineatus) e de piracanjuba (Brycon orbygnianus) induzidos a espermiacgdo pelo EB. Ff: Flagelo fraturado; Fe:
Flagelo enrolado; Fd: Flagelo degenerado; Ma: Macrocefalia; Mi: Microcefalia; Cd: Cabeca degenerada; PID:
Peca intermedidria degenerada; Fdo: Flagelo dobrado; Ci: Cabeca isolada. A barra vertical indica o erro
padrao da média

O EB induziu a desova das trés espécies, apos
cinco a oito horas da aplicagdo da 2° dosagem
hormonal, tanto no que se refere ao peso como ao

periodo de tempo previsto (em relagdo as horas-
grau para cada espécie) para que a mesma
ocorresse (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho reprodutivo de fémeas de curimba (Prochilodus lineatus), piracanjuba (Brycon
orbygnianus) e pacu (Piaractus mesopotamicus) induzidas a desova pelo EB*

Espécie Peri}od‘o da c}esova Peso da desova Fertilizacdo
ap6s indugio (h) (8) (%)
Curimba 7,8+0,2 357+ 20 40+£5
Piracanjuba 52+0,1 254 + 24 0
Pacu 7,7+1,0 502 +£43 0

*Meédias seguidas do erro-padrio da média

Nao foi possivel avaliar a fertilidade dos
ovocitos de pacu em virtude de os machos ndo
terem respondido ao tratamento hormonal. Ao
contrario, pode-se supor que os ovécitos de
piracanjuba ndo  atingiram o grau de
desenvolvimento suficiente a sua fertilizagdo, uma
vez que nenhuma larva foi obtida, apesar da
comprovada qualidade seminal. Uma maneira de se
estimar, com maior precisdo, a qualidade dos
ovocitos é avaliar a posicdo da vesicula germinativa.

Os didmetros médios dos ovoécitos de
curimba, piracanjuba e pacu foram, nesta ordem,
de 0,77 = 0,01 cm, 0,70 £ 0,00 cm e de 0,73 £ 0,00
cm, valores inferiores aos observados por
PEREIRA et al. (2009), oito horas ap6s a aplicagdo
da ultima dosagem dos tratamentos que
combinaram EBHC e Gonadotrofina coridénica
equina (eCG). Levando-se em conta os resultados
obtidos para a fertilizagdo de curimba, pode-se
inferir, contudo, que ndo houve influéncia
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negativa do didmetro sobre a qualidade dos
ovdcitos, e que esta variagdo poderia ocorrer na
natureza em determinadas épocas de escassez
pluviométrica, por exemplo, sem prejuizo
reprodutivo.

Os pesos médios e os intervalos mensurados,
desde a ultima aplicagdo até a desova, foram
considerados dentro do esperado para as espécies
estudadas. Quanto a esta ultima variavel, cabe
destacar que uma alteracdo na concentragdo
poderia  suscitar, nos
estudados, uma resposta, ndao somente em
qualidade, como na premeditacdo da desova. Um

exemplo que ilustra tal possibilidade é que os

hormonal animais

exemplares de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), submetidos a injecdo de 50 g de
buserelina kg, desovaram dentro de 10 dias ap6s
o tratamento, em relag¢do aos animais tratados com
metade da dosagem, que desovaram em 13 dias
(ARABACI et al.,, 2004). E importante ressaltar,
ainda, que a dosagem de EB (CURRY e
TSUKAMOTO, 1988), o tipo de sal (ESPINOZA et
al., 2010), o intervalo de aplicagdo (VAZIRZADEH
et al., 2008), bem como o status fisiolégico,
contribuem para a efetividade de um protocolo
hormonal, o que sugere que, diante dos resultados
alcancados para machos e fémeas de curimba,
modificagdes no protocolo possam promover a
indugdo dos reprodutores das espécies estudadas
e melhorar a taxa de fertilizacdo de curimba.

CONCLUSOES

O extrato de buserelina s6 ndo promoveu a
indugdo da espermiagdo em exemplares de pacu.
Apesar de ter estimulado a ovocitagdo de
piracanjuba, ndo foi possivel obter larvas apés a
fertilizacao.

Assim, conclui-se que esse hormonio sintético
pode substituir os protocolos hormonais
tradicionais, desde que pesquisas sejam realizadas
com o intuito de aprimorar as dosagens, sais e
intervalos de aplicagao.
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