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Comparacao do sémen de Curimba (Prochilodus
lineatus) induzido por extrato de hipéfise de frango,

coelho ou carpa

Comparison of Curimba semen (Prochilodus lineatus)
induced by pituitary extract from chicken, rabbit or carp
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Resumo

Foram selecionados 48 Curimbas (Prochilodus lineatus) e hipofisados
com extrato de hipéfise de frango (EHF), extrato de hipofise de
coelho (EHCo) e o controle com extrato de hipéfise de carpa
(EHC). Os animais foram induzidos, aleatoriamente, com 0s
tratamentos arranjados em um fatorial de trés hormoénios e trés
semanas. Animais tratados com EHFE, EHC ou EHCo produziram,
em média, 0,05, 0,45 e 0,20 mL de sémen, respectivamente, havendo
diferenca (P<0,05) entre os tratamentos com EHF e EHCo, mesmo
comportamento verificado para o numero médio de
espermatozoéides totais produzidos. Para os animais tratados com
EHCo, houve maior concentragio de espermatozéides/mm?’de sémen
quando comparado com os machos induzidos com EHC (P<0,05).
Todavia, nio houve diferenca (P>0,05) quando comparados com os
machos induzidos com EHFE Prochilodus lineatus induzidos com EHF
mostraram motilidade espermatica progressiva superior (P<0,05) aos
animais induzidos com EHC, porém, Prochilodus lineatus induzidos
com EHCo apresentaram um comportamento semelhante (P>0,05)
aos tratados com EHC ou EHFE. Quanto ao vigor espermatico, os
machos responderam de forma semelhante (P>0,05) pata os trés
indutores utilizados, sendo em média, 2,75 pontos. De acordo com
os resultados obtidos, conclui-se que o EHF apresentou eficiéncia
semelhante ou melhor do que o tradicional EHC. Entretanto, o EHCo
necessita de mais pesquisas, visando testar hipofise de animais mais
idosos.

Introducao

Palavras-chave:
Aquacultura.
Avaliagdo espermdtica.
Hipdfise.

Indugdo hormonal.

como grumatdo, curimbata, Curimba ou

curimatd.? E uma espécie reofilica,

Dentre as espécies brasileiras, a  considerada a mais comum do Pantanal e,
Curimba (Prochilodus lineatus) é, atualmente, reproduz-se na cabeceira dos rios de
uma das mais produzidas'. O Prochilodus novembro a janeiro, na época das chuvas’,
lineatus é também, conhecido, popularmente,  caracteristica que os tornam importantes em
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sistemas de policultivo, pois realizam a
limpeza dos tanques.”

Para obtencdo de alevinos, destaca-
se 0 uso do hCG (Gonadotrofina Coriénica
Humana), GnRH (Fator Liberador de
Gonadotrofina), Antidopaminérgicos
(Antagonistas de dopamina) ou associagdao
de GnRH com antidopaminicos.*

A hipofisacio é simples e pratica, o
que a torna o método o mais utilizado no
mundo.>® Talvez a principal desvantagem do
método de hipofisacido, seja o custo.
Solugdes que consigam contornar este
problema tém sido testadas, como os
trabalhos de Nwadukwe’ e Inyang e
Hettiarachchi® que utilizaram hip6fises de
anuros para induzir a desova de catfishes
africanos. Pesquisas com hipéfises de aves
também passaram a ser uma alternativa. Yu
etal.” utilizaram hipofises de frango, avestruz,
peru, ganso e pato para induzir ovula¢io em
carpa prateada. No Brasil, varios
pesquisadores testaram hipofise de aves
como em tenca (T7nca tinca)'’, em Curimba
(Prochilodus lineatns)", em fémeas de pacu
(Piaractus mesopotamicns)* e em machos e
fémeas de pacu'”. Hipofises de mamiferos
também ja foram utilizadas no trabalho de
Streit J1.'%, que testou hipéfise de coelhos em
machos e fémeas de pacu.

O objetivo deste trabalho foi avaliar
quali-quantitativamente o sémen do
Prochilodus lineatus, submetidos a tratamentos
com extratos de hipéfises de frango ou
coelho, em compara¢do com tratamentos
de extrato de hipéfise de carpa.

Tabela 1

Streitr., D. P. etal.

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado de
dezembro de 2001 a janeiro de 2002, na
Estacdo de Piscicultura da Universidade
Estadual de Maringa (UEM/CODAPAR),
Parana.

Foram selecionados 48 machos de
Prochilodus lineatus oriundos da estacio de
piscicultura da UEM e adquiridos junto a
produtores da regidao. Os animais foram
selecionados segundo os critérios de
Woynatrovich e Horvath". A sele¢ao dos
exemplares para indugio foi efetivada ainda
no interior dos viveiros.

No laboratério, os peixes foram
identificados na nadadeira dorsal, pesados
para determinac¢ao da dose hormonal e ap6s
acondicionados em tanque de manipulagao.
Os trés tanques de concretos utilizados para
a manipulacido possufam capacidade para
2000 litros, dispostos lado a lado,
acondicionados sobre o piso da sala de
manipulagio.

Cada tanque de manipulagao continha
uma coluna d’agua de 50 centimetros, com
um fluxo de 4agua constante, com
temperatura em torno de 26°C ¢ 4 a 7 mg/
L de oxigénio dissolvido, mantido através
do fluxo d’agua.

Ap0s o processo de selecao, transporte
e acomodacio dos Curimbas, foi efetuada a
indu¢ao hormonal (Tabela 1). Em cada
tratamento foram induzidos 16 animais.

A temperatura da 4gua foi
monitorada de hora em hora com um

Esquema de aplicagao dos extratos de hipdfises de carpa, de aves e de coelhos (mg/kg de peso vivo) em Prochilodus lineatus administradas em dose

unica, visando a indugo reprodutiva, Maringd, 2002

SEXO APLICACAO

EXTRATO DE HIPOFISE

CARPA

FRANGO COELHO

MACHO UNICA 3,0

5,0 7,0
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termoémetro de graduacdo Celsius, com o
intuito de obter a unidade térmica acumulada
(UTA). Estabeleceu-se 240 UTA como
padrio para coleta do sémen de cada animal.

As hipofises de frango foram obtidas
de animais com aproximadamente 45 dias
de idade, provenientes da linha de abate de
um abatedouro de Maringa. As hipofises de
coelhos foram coletadas de animais abatidos
na Fazenda Experimental de Iguatemi da
UEM. A idade dos coelhos era de 70 dias
de vida. A hipéfise de carpa foi adquirida
no mercado, pronta para ser utilizada.

Para retirar as hip6fises efetuou-se um
corte que iniciava na regido occipital, passando
por entre o olho e o ouvido, chegando ao
meio da boca, ficando o cérebro do animal
e a cela tircica expostos, de onde a hipofise
foi extraida. No caso das aves, o corte foi
efetuado com uma faca afiada e, ja para os
coelhos, com serra fita usada em agougues.
A extragdo das hipofises da cela tarcica foi
efetuada utilizando cureta odontolégica ou
agulhas de injecdo de 25x8 mm.

As hipéfises de coelhos e de frangos
foram processadas e maceradas e, depois
de transformadas em extrato, diluidas
segundo as recomendac¢oes de Woynarovich
e Horvath".

Para a coleta dos gametas, o animal foi
retirado do aquario, enrolado em uma toalha
seca e apoiado sobre uma por¢ao de espuma
de densidade 30, em cima da mesa de
manipula¢ao. Em seguida, o orificio urogenital
e a nadadeira anal foram secos com papel-
toalha e o sémen coletado em um vidro relégio
e transferido para seringas de diferentes
graduag¢bes para determinar o volume.

Os procedimentos realizados para
avaliacio dos parametros quantitativos do
sémen sao apresentados a seguir, segundo
as recomendacdes de Sorensen Jr.'%:

Volume: o sémen foi coletado em
seringas graduadas em escala de 0,1 mL.

Concentracao de espermatozoides: o
sémen foi diluido em um Becker, utilizando
a pipeta de Shalli (0,02 mL) em 40 mL de
formol-salina tamponada, resultando a
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diluicao de 1:2000. Feita a diluicao,
preencheu-se, por capilaridade, a cimara de
Neubauer e, contaram-se os
espermatozoéides de cinco quadrados do
campo de 1 mm?® Somando-se os
espermatozéides contados nos referidos
quadrados e dividindo por 80 quadrados
pequenos, multiplicando por 400 quadrados
pequenos, pela diluicao e pela altura da
camara, obteve-se a quantidade de
espermatozéides por mm’.

Motilidade progressiva e Vigor
espermatico: em uma lamina de microscopia
oOtica foi diluida uma gota de sémen com
oito gotas de 4dgua destilada, a temperatura
ambiente, levado ao microscépio de
contraste de fase em aumento de 40X e
avaliado, por método subjetivo, ambas as
varidveis. Para wvaridvel motilidade
progressiva utilizou-se um escore de 0 a
100% e para o vigor espermatico um escore
de 0 a 5 pontos.

Com os valores dos volumes individuais
e da concentragao espermatica foi calculado o
nimero de espermatozoides totais liberados.

O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com o0s trés
tratamentos arranjados em fatorial de trés
hormonios e trés repeticGes (semanas), por
tratamento. Cada animal foi considerado
uma unidade experimental.

O volume de sémen, concentracio de
espermatozoides, nimero de
espermatozoides totais, motilidade
progressiva e vigor foram analisadas,
separadamente, segundo o modelo
estatistico, a seguir:

Yijk =m+ H +8 + HSij tey

Onde:

Y, = observagao referente ao macho (k),
recebendo o horménio (i) na semana (j);
m = constante geral;
H, = efeito do hormonio(i);
S, = efeito da semana(j);

S, = interagdo entre o horménio (i) ¢ a
semana(j);
¢, = erro aleatorio associado a observacao

Braz ] vet Res anim Sci 41(3) 2004
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do animal (k) que recebeu o hormonio (i)
na semana (j);

A analise estatistica foi realizada
utilizando o programa SAS". As varidveis
peso, concentracao de espermatozoides,
volume, nimero de espermatozoides totais
produzidos foram analisadas por meio do
procedimento GLM, aplicando teste Tuckey
(p<0,05). Para as variaveis motilidade
progressiva e vigor espermatico foi aplicado
a distribuicido Gamma com a funcdo de
ligacdo Log e o procedimento de analise
GENMOD.

Resultados

O volume de sémen, concentragio e
numero de espermatozéides observados
nos ejaculados obtidos de Prochilodus lineatus
induzidos com extratos de hip6fises de carpa
(EHC), coelho (EHCo) ou frango (EHF),

Tabela 2

Streitr., D. P. etal.

assim como os pesos dos machos, siao
apresentados na tabela 2.

Nio houve diferenca entre o volume
médio de sémen oriundo dos animais
tratados com EHC e EHF (P>0,05), apesar
da quantidade de sémen produzido pelo
EHF ser 30% maior. Por outro lado, foi
obtido menor volume de sémen dos animais
tratados com EHCo em comparagdo aos
tratados com EHF ¢ EHC (P<0,05).

Os animais tratados com EHC nio
apresentaram diferenca na concentragao
espermatica em relacdo aos tratados com
EHF (P>0,05). Por sua vez, os animalis
tratados com EHEF, quanto ao parametro
concentracao espermatica, nao diferiu
(P>0,05) dos animais induzidos com EHCo,
porém, ao comparar-se 0s animais tratados
com EHC e EHCo observaram-se
diferencas (P<0,05).

O nimero total de espermatozoides

Volume de sémen, concentracao e niimero total de espermatozéides obtidos de sémen colhido de Prochilodus lineatus induzidos com extratos
de hipofises de carpa (EHC), frango (EHF) e coelho (EHCo), além do peso dos animais induzidos, Maringd, 2002

Tratamentos
Variaveis

EHC EHF EHCo
Peso (Kg)' 025 (16) a 0,25 (16) 0,20 (16) a

Volume (mL) 0,45 ab 0,65a 0,20 b
Concentragio de espermatozoides 1,4x10"b 1,8x107 ab 2,0x107 a

/mm’®

Numero totais de espermatozdides 6,7x10%ab 12x10%a 4.9x10° b

liberados no sémen

Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferengas (P < 0,05)

' Os valores entre parénteses significam o ndimero de animais por tratamento

Tabela 3

Meédias da motilidade espermética progressiva e vigor espermético, verificados em sémen de Prochilodus lineatus induzidos com extrato de hipdfise

de carpa (EHO), frango (EHF) e coelho (EHCo), Maringd, 2002

Tratamentos
Variaveis
EHC EHF EHCo
Motilidade espermatica 50,00 b 68,20 a 60,0 ab
progressiva (%o)
Vigor espermitico (0-5 pontos) 2,70 a 2,80 a 2,70 a

Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferengas (P < 0,05)
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produzidos durante a liberacdo foi maior
(P<0,05) nos animais tratados com EHF em
relacdo aos EHCo, porém, nio diferiu
(P>0,05) dos animais tratados com EHC.
Por sua vez, animais induzidos com EHC
obtiveram comportamento semelhante aos
tratados com EHCo.

Os resultados da motilidade
espermatica progressiva e do vigor
espermatico siao apresentados na tabela 3.

A motilidade espermatica progressiva
foi maior (P<0,05) no sémen de animais
induzidos com EHF em compara¢do com
aqueles tratados com EHC, mas nio diferiu
daqueles tratados com EHCo. Entretanto,
o comportamento dos espermatozoéides
induzidos com EHC foi similar (P>0,05) aos
dos induzidos com EHCo. O vigor
espermatico foi semelhante nos trés
tratamentos.

Discussao

Analise da qualidade do sémen de
Prochilodus lineatus revelou haver diferencas
entre os tratamentos utilizados.

O volume de sémen produzido pelo
Prochilodus lineatus, induzidos com EHF foi
70% maior do que aqueles obtidos de
animais induzidos com EHCo e 30% maior
que os induzidos com EHC. A eficiéncia do
EHF na inducio do Prochilodus lineatus pode
estar relacionado com a presenca do GtH-I
(hormonio gonadotréfico-1) e GtH-II
(hormonio gonadotréfico-1I) ou horménios
similares encontrado nas hip6fises de frango.
O «GnRh (fator liberador de gonadotrofina
de frango) é um dos quatro principais
fatores liberadores de gonadrofinas
encontrados no hipotilamo de peixes's;
presume-se, entdo, haver grande quantidade
de receptores para este ¢<GnRh que, por sua
vez, estimulara a liberagao de gonadotrofinas
GtH-I e GtH-II.

A concentracio de espermatozoides
varia entre as espécies de peixes. Pérez etal."”
induziram machos de Anguilla anguilla com
hCG (gonadotrofina coridénica humana) e
constataram concentracdes de 1,0 a 14x10°
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espermatozéides/mL, ao avaliarem a
qualidade do sémen desta espécie. Tvedt et
al.’®, trabalhando com o linguado (Hippoglossus
hippoglossus), registraram concentragoes que
variaram de 1,95x10'"" até 6,13 x10!
espermatozéides/mL, apés a indugdo com
GnRH(a) (fator liberador de gonadotrofina
analogo). Neste trabalho, a concentracio
média de espermatozdides nos trés
hormonios testados, variou de 1,4x107 a
2,0x10" espermatozéides/mm’. Embora o
desempenho tenda a ser melhor nos animais
induzidos com EHCo, estes machos
produziram menor volume de sémen, o que
pode ter levado a maior concentragao de
espermatozoides. Porém, estes valores
encontrados nos estudos do Prochilodus lineatns
sao semelhantes ao de Piaractus mesopotamicus
induzidos com hCG por Silveira et al.”?, que
obtiveram 28x10° espermatozdides/mm’.

Machos induzidos com EHF
apresentaram maior volume e maior
concentracido de espermatozoides, logo,
mostraram melhor desempenho quanto ao
nimero de espermatozodides totais
encontrados no sémen liberados se
comparado com EHCo e EHC.
Possivelmente, a concentracio de
gonadotrofinas (I e II) existentes no EHF
foi maior do que nos outros indutores ou
receptores gonadotréficos existentes nas
gonadas do Prochilodus lineatus, sio mais
suscetiveis a acdo destas gonadotrofinas
existentes no EHF. Redding e Patino™
afirmaram que o aumento do volume de
sémen, esta relacionado ao aumento na
concentra¢ao sanglinea de gonadotrofinas.
Ja Van Der Kraak et al.'" chamaram atencio
para o fato de existir especificidade para
gonadotrofinas de diferentes origens.
Bedore?' verificou aumento de cinco vezes
na produgio de células espermaticas quando
induziu Piaractus mesopotamicus com EHC em
relacdo as animais ndo induzidos. Porém,
Pardo-Carrasco®, trabalhando com Brycon
siebenthalae induzidos com GnRH, registrou
crescimento de 10 vezes na producao de
sémen, mas nio ocorreu aumento no
nimero de espermatozdides totais

Braz ] vet Res anim Sci 41(3) 2004
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produzidos, quando comparado ao animais
do controle, sem indugio.

A motilidade espermatica progressiva
e o vigor espermatico apresentaram
comportamento distintos quanto aos
tratamentos. O vigor espermatico parece nao
ter sofrido influéncia dos agentes indutores
utilizados, situando-se em torno de 2,75 pontos.
Por outro lado, a motilidade espermatica
progressiva variou de acordo com o agente
indutor utilizado. O fato, eficiéncia menor para
o EHC comparado ao EHEF, também pode
estar correlacionado com uma quantidade
menor de horménios gonadotroficos presentes
neste extrato ou mesmo uma quantidade
menor de receptores gonadais existentes nas

Streitr., D. P. etal.

gonadotrofinas existentes no EHC. Este fato
difere do que Streit Jr. (2002)'® encontraram
em Piaractus mesopotamicus utilizando-se os
mesmos indutores gonadais EHC, EHF e
EHCo, onde nio foi verificado diferenca
entre os tratamentos quanto a motilidade
espermatica progressiva, tendo ficado em
torno de 75%.

Conclusoes

Nas condi¢es em que foi realizado
o experimento, conclui-se que o EHF
apresentou eficiéncia semelhante e, por vezes,
melhor do que o tradicional EHC. Ja, EHCo

gonadas de Prochilodus lineatus para

Abstract

Forty eight cutimba (Prochilodus lineatns) were selected and hipophysed
with broiler chicken hypophysis extract (BCHE), rabbit hypophysis
extract (RHE) or carp hypophysis extract (CHE) as a control. The
animals were randomly induced with treatments arranged in one
factorial of three hormones and three weeks. Animals treated with
BCHE, CHE and RHE produced an average of 0.65, 0.45 and 0.20
mL of semen, respectively. Therefore, difference (P<0.05) between
BCHE and RHE treatments was observed. The same behavior was
verified for total spermatozoon average number produced. Animals
treated with RHE presented higher semen concentration
(spermatozoon/mm?) than males induced with CHE (P<0.05).
However, there was no differences (P>0.05) when compared with
males induced with BCHE. Prochilodus lineatus induced with BCHE
showed higher progressive spermatic motility (P<0.05) than animals
induced with CHE. However, Prochilodus lineatus induced with RHE
exhibited similar behavior (P>0.05) of animals treated with CHE or
BCHE. Animals treated with BCHE, RHE or CHE had same
spermatic vigor (P>0.05), with an average of 2.75 points. According
to these results it is possible to concluded that BCHE showed the
same efficiency or it was even better than traditional CHE when used
to induced males. However, more research effort with RHE is necessary,
particulary with older animals hypophysis.

necessita ser melhor estudado.

Key-words:
Aquaculture.
Spermatic evaluated.
Hypophysis.
Hormones induced.
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