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RESUMO

Com o objetivo de possibilitar a maturacdo gonadal do robalo-flecha,
Centropomus undecimalis, em cativeiro, foram desenvolvidos experimentos nos
periodos 2007/2008 e 2008/2009, em Floriandpolis, estado de Santa Catarina.
No primeiro periodo, 54 reprodutores foram induzidos a maturacao, por meio de
implantes de Silastic® MDX4-4210, contendo 4mg.kg” 17a-metiltestosterona
(170-MT) ou 4mg.kg" (170-MT) + 50ug.kg’ do analogo do horménio liberador
do horménio luteinizante ou sem hormaénio (controle). No periodo seguinte, 36
machos receberam tratamento cronico, alternande horménio foliculo estimulante
e gonadotrofina coriénica humana, em cinco doses (uma por semana), enquanto
duas fémeas receberam tratamento crénico com gonadotrofina coriénica humana,
em seis doses (uma por semana). Em marco de 2008, o numero de animais
espermiando foi significativamente maior que em fevereiro (p<0,05), mas nao se
verificou diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Os hormaonios
provocaram aumento do volume de sémen, sendo maior nos machos tratados
com 17a-MT + andlogo do horménio liberador do horménio luteinizante. Em
abril de 2008, a producao de sémen decresceu em todos os animais, exceto no

" Institute de Pesca, Centro de Aquicultura. Av. Francisco Matarazzo, 453, 05001-900, Sio Paulo, SP, Brasil. Correspondéncia para/
Correspondence to: E.M. FERRAZ . E-mail: <emferraz@pesca.sp.gov.br>.
2 Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Aquicultura. Floriandpolis, SC, Brasil.

Bioikos, Campinas, 25(2):129-140, jul./dez., 2011



130

E.M. Ferraz & V.R. Cerqueira

grupo controle. Os dados permitem concluir que os implantes de 17a-MT e 170-
MT + analogo do horménio liberador do horménio luteinizante antecipam o
processo de espermiacao. Em marco de 2009, o peqgueno niumero de animais
espermiando e o baixo volume de sémen indicaram pequena eficiéncia dos
tratamentos crénicos; por outro lado, nas fémeas, possibilitou o inicio da
vitelogénese, comprovada pela presenca de ovdcitos vitelogénicos (150um) apds
a terceira aplicacdo de gonadotrofina coriénica humana. As melhorias obtidas
sugerem a necessidade de se reavaliarem os atuais protocolos e se implementarem
outros procedimentos para o efetivo desenvolvimento gonadal do robalo-flecha
em laboratdrio.

Palavras-chave: Anéalogo do horménio liberador do horménio luteinizante.
Hormonio foliculo estimulante. Gonadotrofina coriénica humana.

ABSTRACT

With the aim of facilitating gonadal maturation in the common snook,
Centropomus undecimalis, in captivity, experiments in the 2007/2008 and 2008/
2009 reproductive seasons were performed in Floriancpolis, in the state of Santa
Catarina. In the first period, 54 brooders were induced to maturation by means
of Silastic®MDX4-4210 implants containing 4mg.kg’ 17 a-methyltestosterone
(170-MT) or 4mg.kg' (17a-MT) + 50ug.kg”" luteinizing hormone-releasing
hormone analogue or without hormone (control group). In the following
reproductive season, 36 males received chronic treatment, alternating between
follicle stimulating hormone and human chorionic gonadotropin (hCG), applying
five doses (once a week) while two females received chronic treatment with six
doses of hCG (once a week). In March 2008, the number of animals spermatizing
was significantly higher than in February (p<0.05), however there was no
significant difference (p>0.05) between the treatments. The hormones caused an
increase in milt volume, it being higher in males treated with 17 a-MT + luteinizing
hormone-releasing hormone analogue. In April 2008, the production of milt
decreased in all animals except in the control group. The data suggest that the
implanting of 170-MT and 170-MT + luteinizing hormone-releasing hormone
analogue accelerates the spermiation process. In March 2009, the small number
of animals spermatizing and the low milt volume indicates low efficiency of chronic
treatment, on the other hand, in females, it permitted the start of vitellogenesis,
as witnessed by the presence of vitellogenic oocytes (150um) after the third
application of hCG. The improvements suggest the need fto reevaluate the present
protocols and to implement other procedures for the effective gonadal
development of common snook in the laboratory.

Key words: Luteinizing hormone-releasing hormone analogue, Follicle
stimulating hormone. Human chorionic gonadotropin.
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INTRODUCAO

O processo de confinamento de reprodutores
de peixes ocasiona falhas no processo de maturacéo
e desova de vérias espécies cultivadas. Zohar &
Mylonas (2001) classificam esses problemas re-
produtivos em trés categorias: (1) néo ocorréncia
da vitelogénese e espermatogénese; (2) vitelo-

génese e espermatogénese normais, mas sem
maturacao final dos ovécitos e com producao de
pequeno volume de sémen; e (3) ndo ocorréncia de
desova no final do ciclo reprodutivo. Desse modo,
os fatores que limitam o sucesso reprodutivo de
peixes em cativeiro estao diretamente relacionados
a qualidade dos gametas masculino e feminino
produzidos.
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Na década de 1980, verificam-se os primeiros
trabalhos com sistemas de liberacao prolongada do
analogo do horménio liberador do horménic
luteinizante (LHRHa - Luteinizing Hormone-Releasing
Hormone analogue) para peixes (Crim et al., 1983).
Esses sistemas proporcionam a liberacao gradual do
horménio na corrente sanguinea do receptor,
diminuindo o efeito sobre sua degradacao; comisso,
niveis elevados de gonadotrofina sdo obtidos na
circulacao do animal (Mylonas & Zohar, 2001).
Sistemas de liberacao prolongada sao utilizados
também na aplicacdo de esteroides sexuais, como a
Testosterona (T), associados ou ndo ao uso de
hormanio liberador de gonadotrofina (Genadotropin-
Releasing Hormone - GnRH), tanto para acelerar a
maturacdo, quanto para aumentar a producao de
sémen nos machos (Henry et al., 1998; Zanuy et al.,
1999; Hassin et al., 2000; Holland et al., 2002; Aizen
et al., 2005).

Zohar & Mylonas (2001) consideram que, nos
casos em que vitelogénese e espermatogénese nao
ocorrem em peixes em cativeiro, e quando os
horménios como o GnRH e seus andlogos nao séo
totalmente eficazes, uma alternativa seria a
aplicacao de gonadotrofinas exdgenas, como o
horménio gonadotréfico coridnico humano (hCG). No
entanto, o sucesso do tratamento hormonal pode
depender da duracéo do processo de maturacdo da
espécie, bem como do real estadgio em que se
encontra a génada, no inicio dos protocolos de
inducao (Mylonas et al., 2010). Ohta et al. (1997)
comentam o sucesso obtido na maturacdo em
cativeiro da enguia japonesa, Anguila japonica, apos
aplicacdo de terapias crénicas com horménio
gonadotraéfico purificado de salméao em fémeas, e
do horménio gonadotrofico coridnico humano (Hecg
- Human chorionic gonadotropin) em machos. Esse
tipo de terapia cronica também foi efetiva na
obtencac de vitelogénese e espermatogénese em
enguia europeia, Anguila anguila (Pedersen, 2003).

No Brasil, problemas relacionados a matu-
racao do robalo-flecha em cativeiro sdo relatados
por Soligo et al. (2008), que verificaram reduzida
producao de sémen mesmo nos reprodutores
submetidos a injecdo de LHRHa. Pequeno volume
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de sémen e auséncia de vitelogénese também foi
verificado por Ferraz & Cerqueira (2010) em
reprodutores de robalo-flecha, submetidos a
confinamento em diferentes regimes de
temperatura. Cerqueira (2009) considera essa
dificuldade de maturacdo de animais em cativeiro
como o principal entrave para producao comercial
da espécie. Assim, a geracao de tecnologia que
garanta a produgao regular de robalo-flecha em
cativeiro, pode proporcionar emprego e aumento de
renda aos pescadores e piscicultores, sendo de
fundamental importancia para politicas de fomento
e de desenvolvimento da atividade. Dessa maneira,
0 objetivo do presente estudo foi desenvolver
diferentes protocolos de aplicacdo hormonal, de
maneira a contribuir para a maturacao gonadal do
robalo-flecha em condicdes de laboratério.

MATERIAL E METODOS

Os peixes e o sistema de confinamento

Em 1999, exemplares juvenis de robalo-flecha
capturados no litoral da Bahia (municipio de Santo
Amaro) e transportados para as instalacoes do
laboratério de Piscicultura Marinha (LAPMAR) da
Universidade Federal de Santa Catarina, no
municipio de Florianopolis (SC), foram mantidos em
tanques-rede instalados em viveiro com agua salobra
sob influéncia de maré e alimentados com racao
comercial para peixes carnivoros (40%-50% de
proteina).

Em 2003, os animais foram transferidos para
tanques de concreto de 8 mil litros, com agua
marinha (35%o), filtro bioldgico interno, renovacao
de agua (5%/h) e aeracao constante, tanques esses
localizados no interior de salas destinadas a
manutencao de reprodutores, as quais, em 2006,
foram adaptadas para operar com sistema de
fotoperiodo natural simulado (FNS), baseando-se nos
dados da regido (Latitude: 27°36'S, Longitude:
48°37'W, fonte EPAGRI). A intensidade luminosa de
1.000 Lux na superficie da agua foi obtida utilizando-
se 4 lampadas fluorescentes de 32W.

O alimento consistiu de 50% de um produto
comercial seco (fish breed-M INVE® Alimentos) e
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50% de parte imida (30% sardinha moida e 20%
de lula moida), com valor de protefna bruta ao redor
de 60%. A taxa de alimentacéo foi de 1% do peso
vivo por dia, fornecida de trés a cinco vezes por
semana, de acordo com a temperatura.

Os parametros de qualidade da agua dos
tanques de reprodutores foram registrados da
seguinte maneira: diariamente, temperatura (°C)
(termdmetro digital full gauge) e salinidade (%o)
(refratdbmetro portatil); duas vezes por semana,
aménia total (mg/L) (fotocolorimetro digital Alfakit)
e pH (fita indicadora universal de pH, Merck).

Desenho experimental

Foram realizados experimentos em dois
periodos reprodutivos: 2007/2008 e 2008/2009. No
primeiro, foram utilizados 54 reprodutores com peso
médio = 2.818 + 5669 e comprimento médio =671
+ 41mm, identificados através de microchip
eletrénico (AVID). Estavam distribuidos em seis
tanques de 8 mil litros (3.170g/m?), com renovacao
de agua marinha (1L/10s) e aeragao constante.

Peletes foram moldados com elastémero
(Silastic® MDX4-4210 Biomedical Grade Elastomer
Dow Corning), com auxilio de paillets de inseminacao

artificial de 0,5mL. Os horménios LHRHa e 17a-
" metiltestosterona foram misturados separadamente
ao elastébmero e, ainda na forma liquida, aspirados
para as paillets. Hastes cilindricas dos horménios
foram moldadas e seccionadas em funcao do peso
de cada reprodutor. Algumas hastes foram moldadas
com elastémero sem hormaénio.

Os reprodutores foram submetidos a trés
tratamentos hormonais: 1) implante com 17a-
metiltestosterona (4mg.kg") + implante sem
horménio; 2) implante com 17a-metiltestosterona
(4mg.kg") + implante com LHRHa (50ug.kg); e 3)
implante sem horménio (controle). A dose de 17a-
metiltestosterona utilizada foi baseada nos dados do
trabalho de Hassin et al. (2000) e do LHRHa no de
Ferraz et al. (2002).

Os implantes de elastémero foram feitos no
inicio de fevereiro de 2008. Para tanto, os animais
foram sedados com benzocaina (60mg.L") e
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submetidos a uma incisdo com bisturi na regido
abdominal, proximo a nadadeira peitoral. Os peletes
foram introduzidos na cavidade abdominal com
auxilio de pinca de ponta fina e curva. Para definicao
das dosagens de horménio utilizou-se o peso dos
animais registrado no més de dezembro de 2007,
sendo a haste cilindrica de cada horménio seccio-
nada e pesada, de acordo com a quantidade de
hormaénio necessaria.

No segundo periodo, 36 machos com peso
médio =2.975 + 408g e comprimento médio =685
+ 3Tmm foram distribuidos em seis tanques de 8.000L
de capacidade (seis peixes por tanque =2.231g/m’).
Estes foram submetidos a trés tratamentos
hormonais, iniciados em 15/02/09: 1) doses semanais
de hCG (250 IU.kg") por quatro semanas e uma
dose definitiva de hCG (500 IU.kg") na quinta
semana (denominado tratamento hCG); 2) na
primeira semana, dose de 1,5mg.kg?, na segunda
semana, de 2,5mg.kg™ de FSH (Folltropin-V Bioniche
- Canada) e, nas trés semanas seguintes, doses de
hCG (250; 250 e 5001U.kg™") (denominado tratamento
FSH + hCG); 3) para o denominado tratamento
controle, os animais receberam apenas solucao
salina em todas as semanas, conforme os trata-
mentos anteriores. '

Com duas fémeas identificadas, uma no
periodo 2006/2007 e outra no periodo 2007/2008,
foi realizado um ensaio para verificar o efeito de
tratamento crénico com hCG sobre o desen-
volvimento dos ovarios. Assim, as fémeas foram
submetidas a doses semanais de hCG (2501U.kg™")
por cinco semanas consecutivas, e uma dose
definitiva de 5001U.kg" na sexta semana.

Para administracao do horménio, os animais
foram anestesiados com benzocaina (60mg.L"), sendo
0 horménio injetado na musculatura da regido dorsal,
acima da linha lateral. Para definicdo das dosagens
utilizou-se o peso registrado no més de fevereiro.

Analise do desenvolvimento gonadal dos
reprodutores

Os individuos foram anestesiados com
benzocaina (60mglL™") e registrados dados de
comprimento total (C) em centimetro, e de peso (P)
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em grama (0,01g). O fator de condicao (K) foi
calculado como (P(g)/C{cm)?) x 100.

Em seguida, para analise do desenvolvimento
gonadal dos machos, verificou-se a liberacdo ou nao
de sémen; nas fémeas, verificou-se a medida de
ovocitos coletados por bidpsia ovariana.

Para verificar a liberacao ou nao de sémen
na regiao da papila genital, os animais anestesiados
foram massageados na regido ventral, no sentido
céfalo-caudal. Seringa hipodérmica de TmL foi
utilizada para coleta e medicdo do volume
espermatico. Volumes menores de sémen foram
aferidos com seringa com precisao de plL (Hamilton
T0oub).

Dos reprodutores que nac apresentaram
sémen, foram retiradas amostras das gdnadas com
auxilio de catéter plastico (0,8mm de diametro
interno), introduzido no gonoduto (Ferraz et al.,
2004). O material coletado foi examinado sob
estereomicroscopio (Wild M7), acoplado com ocular
micrométrica, sendo medidos aproximadamente 50
ovocitos para definicdo do diametro médio.

Analise dos dados

Os resultados dos diferentes tratamentos
hormonais foram examinados para o periodo
reprodutivo compreendido entre outubro de 2007 e
abril de 2008. Os parametros de comprimento médio
(mm), peso médio (g) e fator de condicao foram
comparados pela andlise de medidas repetidas
(ANOVA). Diferencas entre as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de
significancia de «=0,05. As médias sdo apresentadas
e o desvio padrao. A porcentagem de machos
espermiando observados no plantel foi transformada
para valores de arco-seno, para posterior aplicacao
de analise de medidas repetidas (ANOVA). Diferencas
entre as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey em nivel de significancia de «=0,05. Os
volumes de sémen foram avaliados pela analise ndo
paramétrica de Kruskal-Wallis. O aplicativo
Statistica® 7.0 foi utilizado para as analises. Para o
periodo de fevereiro de 2009 a marco de 2009, os
pardmetros de comprimento médio {(mm), peso
médio (g) e fator de condicao foram tabulados.
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RESULTADOS

Os valores dos parametros de qualidade da
agua observados no periodo de outubro de 2007 a
abril de 2008 foram: temperatura 20,5-27,7°C; sali-
nidade 35-36%o; oxigénio dissolvido 4,7-7,2Zmg L";
amonia total 0-0,23mg L"; pH 8,0.

Os dados de desempenho dos animais em
comprimento, peso e fator de condicao sao apre-
sentados na Figura 1. Analisando-se esses dados,
nao foram verificadas diferengas significativas entre
os tratamentos (p>0,05). No entanto, em relacao
aos meses, foram verificadas diferencas significativas
(p<0,05) para comprimento e peso, mas nao em
relacdo ao fator de condicao.

A sobrevivéncia dos reprodutores no periodo
foi de 98%, com morte de apenas uma matriz, a
qual ndo foi ocasionada pelo emprego dos trata-
mentos hormonais, mas por um evento relacionado
ao retorno do animal apos a anestesia.

O maior nimero de machos espermiando foi
registrado no més de marco (Figura 2), apds aplicacdo
hormonal, nao se ohservando diferenca significativa
em relacdo aos tratamentos (p>0,05). No entanto,
diferencas significativas (p<0,05) foram observadas
entre 0s meses.

Quanto ao volume de sémen ao longo do
periodo reprodutivo, constatou-se aumento, com
picos em marco e abril de 2008 (Figura 3). Os valores
médios do volume de sémen dos exemplares dos
seguintes tratamentos foram: A) tratamento (17
MT) 12,5 = 7,7ul (10 - 30uL), 29,2 + 34,3uL (10 -
100uL) e 12,0 = 4,5uL (10 - 20ul), B) tratamento
(1700 MT + LHRH) 11,0 £ 5,5uL (5- 20uL ), 50,8 +
35,7uL (10-100ul) e 37,0+ 45,0 (10a 140ul)e C)
tratamento (controle) 13,0 + 9,7ulL (5-30uL), 29,1
+ 30,5pL (10 - 100uL) e 52,8 + 35,9 (10 a 100uL),
respectivamente nos meses de fevereiro, marco e
abril. Apesar das diferencas verificadas nos volumes
de sémen em marco e abril, sendo maior valor no
tratamento (1700 MT + LHRH), e em abril, no
tratamento (controle), nao foi possivel verificar
diferenca significativa entre os dois tratamentos
(p>0,05), através de anélise .nac paramétrica de
Kruskal-Wallis. No entanto, no més de abril, o
resultado do tratamento controle foi significa-
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Figura 1. Média e desvio-padrao do comprimento total (mm) (A),
peso (g) (B) e fator de condicdo (C) de robalo-flecha,
Centropomus undecimalis, no periodo reprodutivo (ou-
tubro - abril) de 2007/2008, antes e apos tratamentos
hormonais
Nota: Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre os meses.
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Figura 2. Porcentagem de machos espermiando de robalo-flecha,
C. undecimalis, no periodo reprodutivo de 2007/2008.
Nota: Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre os meses.
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Figura 3. Média e desvio-padrdo do volume de sémen obtido em
robalo-flecha, C. undecimalis, no periodo reprodutivo
de 2007/2008. Letras diferentes indicam diferencas sig-
nificativas (p<0,05).

tivamente maior (p<0,05) que o do tratamento (170
MT).

Os valores dos parametros de gualidade da
agua registrados entre fevereiro e marco de 2009
foram: temperatura 25,0-25,9°C; salinidade 35-36%;
oxigénio dissolvido 5,2-6,7mg L'; amédnia total
0-0,25mg L"; pH 8,0.

No caso dos machos do robalo-flecha
utilizados no periodo reprodutivo 2008/2009, em
marco, apds o exaustivo procedimento de inducdo
hormonal, apenas 5 animais dos 36 utilizados
produziram aproximadamente 10uL de sémen. Os
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protocolos de inducdo hormonal utilizados nao foram
adequados para melhoria da maturacéo, em razéo
da baixa producao espermatica e do reduzido ntiimero
de reprodutores espermiando, visto que a maior parte
do lote ndo apresentou nenhum sinal de sémen.

A Tabela 1 apresenta as médias de peso e
comprimento dos machos utilizados no periodo de
fevereiro a marco de 2009, nos diferentes trata-
mentos hormonais. Apesar do grande manejo a que
os animais foram submetidos, ocorreu incremento
de comprimento e peso, mas o fator de condicao
dos animais diminuiu nos trés grupos.

Além da fémea identificada no periodo 2006/
2007, mais uma fémea foi encontrada entre os 54
animais estocados no periodo 2007/2008. No
entanto, o material coletado nesses dois exemplares
nao indicou a evolucao dos ovocitos para um estagio
mais avancado de desenvolvimento. O diametro
médio dos ovdcitos amostrados foi de 60um
aproximadamente, similar ao observado no perio-
do reprodutivo anterior, e o aspecto translacido
do material indicou ndo estar ocorrendo aciimulo
de vitelo, caracteristico de ovdécito em desen-
volvimento.

As duas fémeas identificadas nos periodos
anteriores foram induzidas a reproducdo por seis
semanas consecutivas com hCG e tiveram amostras
de ovocitos coletadas apds cada inducao. Na amostra
coletada antes da quarta inducao de uma das
fémeas, foram observados ovécitos com didametro
aproximado de 150um (Figura 4), indicando
vitelogénese. A outra fémea apresentou apenas
ovécitos com didmetro ao redor de 60pm.
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DISCUSSAO

Nos dois experimentos é evidente a grande
dificuldade de se conseguir a maturacao de robalo-
flecha, Centropomus undecimalis, mantido em
laboratorio. No entanto, os dados obtidos comple-
mentam positivamente aqueles registrados no perio-
do reprodutivo de 2006/2007 (Ferraz & Cergueira,
2010), em que foram estabelecidos critérios para
controle da temperatura da dgua de manutencao
dos reprodutores e definidas condicdes adequadas
de simulacao do fotoperiodo natural (utilizadas no
presente experimento).

Os indices zootécnicos de peso e
comprimento observados para os reprodutores no
periodo reprodutivo de 2007/2008 foram superiores
aos verificados para a espécie, em Cuba, por Reyes
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Figura 4. Amostra de ovocitos coletada em uma fémea de robalo-
-flecha, C. undecimalis, em marco de 2009, submetida
a tratamento com hCG.
Nota: Barra=100 micrémetros

Tabela 1. Valores dos parametros de crescimento dos reprodutores durante o segundo experimento. Fevereiro a marco de 2009.

Parametro HCG FSH + HCG Controle
M DP M DP M DP

Peso inicial (g) 2.934,00 156,00 3.104,00 133,00 2.902,00 277,00
Peso final (g) 2.948,00 163,00 3.132,00 108,00 2.932,00 275,00
Comprimento inicial (mm) 680,00 17,00 698,00 20,00 678,00 25,00
Comprimento final (mm) 689,00 17,00 701,00 14,00 686,00 27,00
Fator de condicao inicial 0,93 0.05 0,90 0,05 ) 0,93 0,05
Fator de condicao final 0,90 0,04 0,90 0,02 0,91 0,03

M: média; DP: desvio-padrao.
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et al. (2004) e Fraga et al. (2006), que utilizaram
racbes Umidas com cerca de 40% de proteina e
frequéncia alimentar similar a utilizada no presente
estudo. J& os valores do fator de condicdo foram
menores que os observados para o robalo-flecha por
Fraga et al. (2006) que, no entanto, levaram em
consideracdo, para o célculo, o comprimento furcal
e nao o comprimento total dos animais. Contudo,
estao muito proximos dos observados para a espécie
no periodo reprodutivo de 2006/2007 (Ferraz &
Cerqueira, 2010). Essa condicao nutricional do plantel
de reprodutores é vista como condicao importante
para a maturacdo da espécie. Mylonas et al. (2010)
consideram que o comportamento reprodutivo
natural, acompanhado por desova espontanea, pode
ser perdido em condicdes de aquicultura. Isso,
segundo os autores, pode estar relacionado ao
tamanho inadequado dos tangues de manutencao,
falta de substratos para a preparacdc do
acasalamento e, possivelmente, outros motivos como
a propria questao nutricional.

Esperava-se que os implantes com o
elastdbmero MDX4 com o horménio 17a-
metiltestosterona, isolado ou combinado com LHRHa,
pudessem acelerar ou até mesmo potencializar a
maturacao dos reprodutores machos de robalo-flecha.
Zanuy et al. (1999) verificaram que machos de sea
bass, Dicentrarchus labrax, 15 dias apds implantacdo
de elastémero com testosterona (T), apresentavam
aumento dos niveis plasméaticos de gonadotrofina
(GtH) de aproximadamente 10 vezes em relacao aos
animais do grupo controle. Hernandez-Rauda &
Aldegunde (2002) observaram, para machaos juvenis
de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, niveis
elevados de testosterona no plasma, 20 dias apés o
inicio do tratamento com elastdmero MDX4 com
170-metiltestosterona.

Roberts et al. (1999) verificaram que machos
de robalo-flecha que ainda nao tinham iniciado a
espermatogénese ou estavam em regressao
apresentavam os menores niveis de testosterona e
11 ketotestosterona (11 KT) no plasma sanguineo.
Segundo os autores, os maiares niveis dos dois
andrégenos foram aumentando a medida em que
05 peixes iniciavam o processo de espermatogénese
(infcio da maturacéo), e os maiores niveisde Te 11
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KT foram verificados em peixes com avancada
formacéo de ductos eferentes nos testiculos
(maturacao intermediaria até a final). Dessa forma,
os tratamentos empregados deveriam agir de
maneira a promover e favorecer niveis elevados de
Te 11 KT. Henry et al. (1998) verificaram, para
salméo, Salmo salar, masculinizado, gue somente
animais tratados com sistemas de liberacao
prolongada de testostercna + LHRHa tiveram a
maturacao acelerada.

Holland et al. (2002) verificaram, para o
striped bass, Morone saxatilis, que tratamentos com
sistemas de liberacdo prolongada, variando
combinacoes de testosterona, horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) e pimozida, nao aceleraram
0 inicio da maturacdo para machos, muito embora
tenham estimulado a espermatogénese em juvenis.
McGuren et al. (2005) relatam o emprego de sistema
de liberacdo prolongada com LHRHa + 17a-
metiltestosterona em macho do robalo-asiatico, Lates
calcarifer, com sucesso na liberacdo de sémen em
trabalhos de iducao de desova. Implantes com 17¢-
metiltestosterona foram eficientes tambéem na
inducdo e melhoria da espermiacdo em machos de
tainha, Mugil cephalus (Aizen et al., 2005). Por outro -
lado, no caso do linguado senegales, Solea
senegalensis, apenas a utilizacdo de LHRHa, atraves
de injecdo ou implante, nao foi suficiente para
estimular maturacao de machos mantidos em
cativeiro (Agulleiro et al., 2006).

Observou-se, em marco de 2008, nimero de
animais espermiando significativamente maior que
0 observado em fevereiro (p<0,05). Contudo, entre
os tratamentos nao foi verificada diferenca signi-
ficativa (p>0,05). Apds os implantes todos os animais
apresentaram volume de sémen aumentado, e os
machos tratados com (170-MT + LHRH) produziram
maior quantidade de sémen que o0s animais dos
outros tratamentos. Em abril de 2008, todos os
animais, exceto o controle, mostraram decréscimo
na producédo de sémen. Analisando-se esses
resultados, é possivel sugerir que os implantes (17a-
MT e 17a-MT + LHRH) anteciparam o processo de
espermiacao. Grier & Taylor (1998) verificaram,
durante o desenvolvimento dos testiculos do robalo-
-flecha capturado no litoral da Flérida, valores de
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peso e comprimento dos testiculos bastante variaveis
em dois anos consecutivos de coleta, com picos
registrados entre os meses de junho e agosto. Trippel
(2003) relata variacdes na produgao de sémen do
bacalhau, Gadus morhua, com os maiores valores
veriticados no més de marco. Mylonas et al. (2003)
relatam variacdes na producdo de sémen em red
porgy, Pagrus pagrus, sendo os maiores valores
observados de fevereiro a abril, com pico no més de
marco. Soligo et al. (2008) verificaram que machos
de robalo-flecha mantidos em laboratorio
apresentaram volume muito reduzido de sémen no
més de janeiro.

Neste trabalho, a producdo de sémen dos
reprodutores de robalo-flecha no periodo de 2007/
2008 variou bastante a cada coleta, e os volumes
de sémen obtidos individualmente variaram de
0,01mL a 0,2mL, principalmente no més de marco,
no qual foram observados os maiores valores
individuais. Esses valores sdo bastante similares aos
encontrados no periodo reprodutivo anterior, em que
o maior valor individual foi de 0,4mL (Ferraz &
Cerqueira, 2010). Trippel (2003) relata que em
bacalhau Gadus morhua, capturado no ambiente
natural, a producao de sémen pode variar de 54mL
a 125mL e que no linguado, Scophthalmus maxi-
mus, em condicao de cultivo esta variacdo pode ser
de 0,2mL a 2,2mL por coleta. Rainis et al. (2003)
relatam grande variacao do volume de sémen
coletado (0,05mL até 8,67mL) em diferentes matrizes
do robalo europeu, Dicentrarchus labrax. Na maioria
das vezes, essas variacdes sao decorrentes de
caracteristicas de cada espécie, mas é evidente que
a condicdo de cativeiro pode influir sobremaneira
nos volumes obtidos em cada espécie, em funcao
da quebra de gatilhos ambientais especificos
(Bromage et al., 2001). De qualquer modo,
considera-se que os valores observados em robalo-
-flecha no presente trabalho séo baixos, ndo estando,
provavelmente, de acordo com o esperado para
animais em plena maturacdo. Tiba et al. (2009)
relatam volumes de sémen de 0,8mL a 2,4mL, por
coleta, no robalo-peva, Centropomus parallelus.
Valores como esses poderiam ser esperados para o
robalo-flecha nas condi¢bes examinadas. Problemas

i
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relacionados ao pequeno volume de sémen produzido
ocorrem também no linguado senegalés, Solea
senegalensis, que, em condicoes de cativeiro, produz
entre 0,005mL e 0,02mL, e, quando capturado no
ambiente natural, apresenta producao maior, entre
0,01mL e 0,08mL (Cabrita et al., 2006).

No caso das fémeas avaliadas no periodo
reprodutivo de 2007/2008, os ovocitos coletados
tinham diametro médio ao reder de 60um, similar
ao observado no periodo reprodutivo anterior para
espécie (Ferraz & Cerqueira, 2010). Também para
robalo-flecha, Grier (2000) considera que esse valor
corresponderia ao de um ovoécito em crescimento
primario. Do ponto vista hormonal, Yaron & Levavi-
Sivan (2006) sumarizam que o GnRH produzido no
hipotalamo estimula a producao do horménio foliculo
estimulante (FSH), gque promove a secrecao de
estradiol 178 no foliculo ovariano, o qual induz a
producéo de vitelogenina e coriongenina pelo figado.
Dessa forma, pode-se imaginar que essa sequéncia
nao esta ocorrendo de maneira efetiva nas fémeas
do robalo-flecha nas condicbes examinadas. Apesar
da identificacdo de mais uma fémea no plantel no
periodo reprodutivo de 2007/2008, foi evidente a
limitacao do processo de vitelogénese, verificado
através do reduzido tamanho e do aspecto
translcido do material coletado. Para o robalo-flecha,
Neiding et al. (2000) relatam que o tamanho de
ovodcitos com vitelogénese completa é de
aproximadamente 450um e que os reprodutores
respondem positivamente ao tratamento hormonal
para maturacao final e ovulacao.

No segundo experimento, realizado no periodo
reprodutivo de 2008/2009, em nova tentativa para
maturacao do robalo-flecha em cativeiro, o resultado
observado nas fémeas, apos trés aplicacdes de hCG,
foi bastante promissor, visto que pela primeira vez
foram encontrados ovocitos vitelogénicos (Figura 4).
Estudos realizados por Wallace et al. (1993) sobre o
crescimento in vivo do foliculo ovariano do robalo-
-flecha indicam que a aplicacdo de hCG conduz a
estagios mais avancados de desenvolvimento
ovaocitario. Zohar & Mylonas.(2001) comentam que
as fases iniciais da gonadogénese sdo mais bem
estimuladas por preparacoes de gonadotrofina (GtH)
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que pelo uso do horménio liberador de gonadotrofina
GnRH. Ohta et al. (1997) obtiveram maturacdo da
enguia japonesa, Anguilla japonica, em cativeiro,
através de protocolo de multiplas doses de horménio
gonadotréfico, apos aplicagdes semanais (9-12
semanas) de extrato de hipofise de salmao em
fémeas, e hCG em machos. A importancia desse
resultado relaciona-se ao fato de a espécie nao
apresentar nenhum sinal de desenvolvimento
gonadal em condicdes de cativeiro. Pedersen (2003)
descreve protocolo de até 24 semanas de injecoes
de extrato de hipofise de salméao para obtencéo da
maturacao de enguia europeia, Anguilla anguilla.

Esse tipo de protocolo, baseado em multiplas
doses hormonais, pode nao ser o mais adequado
para peixes do porte do robalo-flecha. A cada
semana, os animais foram submetidos a manejos
de troca de agua dos tanques, além de constantes
anestesias para aplicacdo de horménio. Nas fémeas,
ainda se realizou coleta de ovdcitos antes de cada
aplicacao. Isso parece estar em acordo com o
proposto por Mylonas et al. (2010), que consideram
o estagio de desenvolvimento das gdnadas no
momento em que a terapia hormonal é aplicada, o
tipo de terapia hormonal utilizado e o possivel
estresse provocado pela manipulacao necessaria para
administracdo do horménio, como os principais
fatores que podem ter consequéncias significativas
sobre a producdo de gametas.

Para 0s machos do plantel, nesse novo ciclo
reprodutivo, utilizou-se um protocolo que associou
doses de uma variante do horménio foliculo
estimulante FSH (Folltropin-V), a doses de hCG.
Schulz & Miura {2002) comentam que o FSH é o
hormdnio mais importante na regulacao de
espermatogénese de peixes, e seu aumento na
circulacdo pode ser suficiente para sinalizar o inicio
do processo de espermatogénese e também para
ativar as funcdes da célula de Sertoli e a producao
de 11- ketotestosterona. Kamei et al. (2003)
confirmam que o papel principal do FSH se encontra
nas fases iniciais da espermatogénese e que em fases
mais adiantadas ele nao seria importante. De outro
lado, Gen et al. (2003) sugerem que no macho do
red seabream, Pagrus major, FSH e LH podem regular
espermatogénese e espermiacao devido a elevacoes
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na abundancia para transcricao de unidades de FSHB
e LHP durante a época de desova. Schulz et al. (2010)
comentam que a funcdo principal do FSH durante o
inicio da proliferacao das espermatogénias &
estimular a producdo de esteroides indutores da
espermatogénese, como a 11 ketotestosterona, o
principal andrégeno de peixes teledsteos.

Os resultados verificados para os machos do
robalo-flecha no periodo reprodutivo de 2008/2009
nao permitiram identificar nenhuma melhoria na
maturacdo dos animais para as condicoes
examinadas. A utilizacdo de multiplas doses de FSH
+ hCG ou apenas hCG ndo foram efetivas para a
melhoria da producao de sémen no perfodo. Suquet
et al. (1992) comentam que o efeito do estresse
provocado pelo constante manejo e por coletas
frequentes reduzem a quantidade e a qualidade do
material coletado. Por outro lado, Tripell (2003)
observa que uma determinacao correta de avanco
real dos estagios de maturacdo dos testiculos so seria
possivel por meio de exames histolégicos, o que nao
se pode realizar com o lote de reprodutores utilizados
no presente trabalho. Bobe & Labbé (2010) e Mylonas
et al. (2010) relatam que no geral 0 manejo para
animais em cativeiro pode ter efeito direto sobre a
qualidade dos gametas na aquicultura e que a
identificacao de estimadores preventivos ou
marcadores da qualidade dos gametas pode ser de
grande auxilio no processo produtivo. No presente
trabalho, o fato de os machos nao ter respondido
positivamente ao protocolo pode ser decorrente, pelo
menos em parte, de todo 0 manejo realizado. Mesmo
assim, a Tabela 1 mostra que o crescimento dos
animais em peso e comprimento teve continuidade.
O fator de condicao bastante baixo pode indicar
queda da condicao nutricional desses animais e
também um limitado desenvolvimento gonadal.

Outra questao importante diz respeito as doses
utilizadas de FSH, as quais foram muito baixas quando
comparadas as sugeridas para ovulagdo em bovinos
(receituario Tecnopec). Neste ensaio, as doses utili-
zadas foram aproximadamente 10 vezes menores.

Pela anélise dos dados do primeiro
experimento, & possivel concluir que o processo de
espermiacao pode ser antecipado utilizando-se ©s
implantes de 170-MT e 170-MT + LHRH, pois a
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combinacao do sistema de liberacao prolongada com
o tipo de horménio incrementou a producao de
sémen um més antes ao observado nos animais do
controle. Entretanto, essa pratica ndo pode ser
considerada como solucao definitiva para a
maturacao de machos de robalo-flecha.

No segundo experimento, os tratamentos
crénicos de machos com FSH + hCG ou somente
hCG nao produziram efeito sobre a maturacado. Ja o
tratamento cronico das fémeas com hCG possibilitou
o inicio da vitelogénese, porém nao suficiente para
levar a estagios mais avancados do processo..

Os resultados do presente trabalho
representam informacbes importantes no
estabelecimento de protocolos para o avanco da
maturacao de robalo-flecha em condicdes de
laboratdrio. Entretanto, também indicam que novos
protocolos para estimular @ maturacao, sobretudo
de fémeas, devem ser desenvolvidos utilizando
fatores ambientais e/ou hormonais.
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