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RESUMO GERAL

Os peixes de piracema constituem parte significante da piscicultura
nacional. A inducdo da reproducdo com aplicacdo de horménios que induzem a
maturacdo final e a liberacdo dos gametas constitui-se uma técnica eficiente,
permitindo que os mesmos completem seu ciclo reprodutivo e em condi¢bes
controladas. No primeiro artigo objetivou-se estudar a influéncia do perfil
hormonal sobre o padrdo hematolégico de curimba (Prochilodus lineatus) frente
a condicOes de estresse de manejo durante o periodo reprodutivo. O experimento
foi conduzido na estacdo de piscicultura da CEMIG de Itutinga/MG durante
periodo reprodutivo. Foram analisados os parametros eritrocitarios e leucocitario
e comparados com dosagem dos horménios gonadais, cortisol e a glicemia de
machos e fémeas de curimba. Houve diferencas estatisticas nas concentragdes de
glicose de machos e fémeas e testosterona em machos (p<0,10). Entre os
machos, os parametros hematoldgicos ndo apresentaram diferencas estatisticas
para o perfil eritrocitario. O valor relativo de linfdcitos, neutrofilos e mondcitos
oscilou mostrando diferenca estatistica entre eles (p<0,10). As concentracGes
dos horménios e os parametros hematoldgicos das fémeas ndo apresentaram
diferencas estatisticas, exceto para os mondcitos (p>0,10). Conclui-se que,
durante o periodo reprodutivo, alteragdes no perfil hematol6gico de curimba
(Prochilodus lineatus) podem ocorrer, possivelmente, devido ao estresse
ocasionado pelas modificaces ambientais e fisioldgicase das condigdes de
manejo. No segundo artigo, o objetivo foi determinar os parametros
reprodutivos utilizados durante a selecdo de reprodutores para inducdo hormonal
e correlaciona-los com o perfil hormonal em machos e fémeas de curimba
(Prochilodus lineatus) induzidos com EBHC. Apoés a selecdo, os reprodutores
foram pesados e medidos sendo aM1 feita na posi¢do das nadadeiras peitorais,
M2 entre as nadadeira e papila urogenital e M3 na posi¢cdo da papila urogenital.
Quantificou-se a glicose, testosterona, 17-p-estradiol, progesterona e o cortisol.
A testosterona ndo apresentou correlagdo com o abaulamento celomético ou com
a qualidade dos gametas (p>0,10). Para fémeas ndo houve diferenca estatistica
na concentragdo plasmatica de estradiol e progesterona e nenhuma correlagdo
entre 0s hormonios com os pardmetros de qualidade de desova. A glicose
plasmatica apresentou uma correlacdo positiva com abaulamento ventral.
Conclui-se que os parametros morfométricos ndo sdo confiaveis para avaliagdo
da maturacao gonadal em machos e fémeas de curimba (Prochilodus lineatus).

Palavras-chave: Hormonios. Reproducdo. Morfometria.



GENERAL ABSTRACT

Migratory fish have significant importance in fish farming in Brazil.
Hormone-induced fish spawning is a technique that induces final maturation and
gamete release, allowing the fish to complete the reproductive cycle under
controlled conditions. In the first article, the objective was to study the influence
of the hormonal status over the blood pattern of curimba (Prochilodus lineatus)
against handling stress conditions during the breeding season. The experiment
was conducted at the CEMIG fish farming station in ltutinga, Minas Gerais,
during breeding season. The erythrocyte and leukocyte parameters were
analyzed and compared to the dosing of the gonadal hormones, cortisol and
glucose of curimba males and females. There were no statistical differences
between concentrations of glucose of males and females, or of testosterone in
males (p>0.10). Among the males, the hematological parameters were
statistically similar to the erythrocyte profile. The relative value of lymphocytes,
neutrophils and monocytes varied showing statistical difference between them
(p<0.10). The concentrations of hormones and the hematological parameters of
females did not differ, with the exception of the monocytes (p>0.10). In
conclusion, during the reproductive period, changes in the hematological profile
of curimba (Prochilodus lineatus) can occur, possibly due to stress caused by
changes in the environment and of physiological management conditions. In the
second article, the objective was to determine the reproductive parameters used
during the selection of breeding fish for hormonal induction, and correlate them
with the hormonal profile of males and females of curimba (Prochilodus
lineatus) induced with EBHC. After selection, the breeders were weighed and
measured. M1 was done in the position of the pectoral fins, M2 was done
between the fins and urogenital papilla, and M3 was done in the urogenital
papilla position. We quantified glucose, testosterone, 17-B-estradiol,
progesterone and cortisol. The testosterone showed no correlation with
celomatic bulging or with the quality of gametes (p>0.10). For females, there
was no statistical difference in the plasma correlation of estradiol and
progesterone, as well as no correlation between hormones with spawning quality
parameters. Plasma glucose was significantly correlated to ventral bulging. In
conclusion, the morphometric parameters are not reliable for evaluating gonadal
maturation in males and females of curimba (Prochilodus lineatus).

Keywords: Hormones. Reproduction. Morphometric.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O desaparecimento dos estoques naturais de peixes nativos esta
relacionado com os impactos causados pela construgdo de hidroelétricas, pela
urbanizacdo, agricultura e introducdo de espécies exdticas (CAROLSFELD;
GODINHO; ZANIBONI FILHO, 2003). As grandes barragens constituem
obstaculo a rota migratoria dos peixes de piracema, reduzindo a eficiéncia
reprodutiva destas espécies (BEDORE, 1999). Além disso, a sobrepesca, a
captura em periodos de desova e a diminuicdo da qualidade da agua
(ANDRADE et al., 2002) contribuem para o declinio dos estoques naturais de
peixes, sendo cada vez mais necessaria a producdo em cativeiro.

Os peixes migradores ndo desovam em cativeiro sendo necesséria a
manipulacdo artificial do ciclo reprodutivo e os peixes de piracema constituem
parte significante da piscicultura nacional e da ictiofauna brasileira. A indugéo
da reproducdo com aplicacdo de hormonios que induzem a maturacédo final e a
liberacdo dos gametas constitui-se uma técnica eficiente, permitindo que os
peixes reofilicos completem seu ciclo reprodutivo no momento desejado e em
condicdes controladas (GODINHO, 2007).

O conhecimento da biologia das espécies, principalmente, no que se
refere aos aspectos reprodutivos, é fundamental quando se deseja realizar a
criacdo intensiva de peixes (ANDRADE et al.,, 2002; GODINHO, 2007). A
utilizacdo das técnicas de propagacéo artificial, aliada ao estudo da biologia das
espécies, pode aperfeicoar a producéo e, também, a sobrevivéncia das proles.

Além disso, pode ser uma ferramenta Gtil em atividades de criacdo e de
repovoamento. Alguns aspectos referentes a biologia reprodutiva basica das

espécies tém sido considerados particularmente importantes, como o tamanho
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minimo para a reproducdo e as caracteristicas do local de desova (PEREIRA,
2007).

O conhecimento sobre os parametros hematoldgicos em peixes tem sido
estudado. A aquicultura, em especial a piscicultura, dispde de uma série de
ferramentas como a histologia, hematologia e quimica sanguinea, que tem sido
aplicada com éxito como instrumentos de diagndstico na ciéncia veterinaria.
Neste sentindo, 0 seu conhecimento implica em maior entendimento anatdmico,
fisiologico e sanitario, os quais em conjunto determinam a conservacdo da
sanidade, permitindo maiores indices reprodutivos em condicdes controladas
(OLIVEIRA et al., 2009).

O conhecimento acerca dos valores de referéncia, em condi¢Bes
ambientais favoraveis, das caracteristicas morfoldgicas das células e da
metodologia empregada para realizacdo dos exames hematol6gicos ainda
apresenta controvérsias. Além disso, ndo ha descricao de perfil hematoldgico em
peixes em periodo reprodutivo e, com base na determinacdo dos parametros
hematoldgicos normais dos peixes, é possivel produzir uma tabela de valores de
referéncia durante o periodo reprodutivo. Com o estabelecimento de um padréo
de referéncia, torna possivel a sua utilizacdo para definir padrbes patoldgicos
onde os padrbes hematoldgicos possam estar alterados. E possivel, também,
avaliar a influéncia de fatores externos como, por exemplo, alimentacdo,
fotoperiodo e oxigenacédo sobre estes animais.

O objetivo geral do trabalho foi analisar o perfil hematolégico e
hormonal de curimba (Prochilodus lineatus), durante o periodo reprodutivo,
correlacionando as diferengas encontradas com o estresse ocasionado pela

inducdo hormonal e o processo reprodutivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas bioldgicas da curimba (Prochilodus lineatus)
(\Valenciennes, 1837)

A curimba (Prochilodus lineatus), também conhecida como curimatd,
curimbata ou papa-terra, € uma das espécies do género Prochilodus que possuem
ampla distribuicdo pela América do Sul. No Brasil, esta presente em todas as
principais bacias hidrograficas, sendo mais comum na bacia do Parana (REIS;
KULLANDER; FERRARIS JUNIOR, 2003).

A curimba possui boca circular, projetando-se um pouco para frente
quando aberta, tem labios grossos e moveis, providos de numerosos e
mindsculos denticulos dispostos em duas séries. A curimba é uma espécie
lli6faga, que consome finas particulas do lodo, onde estdo contidos sedimentos
inorganicos, que é a parcela mais consideravel da dieta, além de detritos
organicos e diatomaceas (FUGI; HAHN; AGOSTINHO, 1996).

Esta espécie oferece grandes vantagens a piscicultura, devido a
rusticidade e a elevada taxa de crescimento (MURGAS et al., 2009). Quando
bem alimentada, a curimba pode atingir 70 cm de comprimento e até 15 kg de
peso corporal. E encontrado no leito dos rios, durante a época seca, nos trechos
de aguas mais calmas (FRANCISCATTO; MURGAS; MILLIORINI, 2002).

Na natureza, os ovos, larvas, alevinos e os adultos de curimba sao
importantes alimentos de muitas espécies de peixes predadores. Numerosas
espécies de aves aquaticas também se alimentam desta espécie. Por esse motivo,
sdo utilizadas nas pisciculturas em sistemas de consorciagdo com outras espéecies
(MURGAS et al., 2003).
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O periodo reprodutivo da curimba inicia-se na primavera e tem seu pico
no verdo. E uma espécie que responde sem dificuldades & indugio hormonal

com uma grande capacidade de expanséao de sua prole (MURGAS et al., 2009).

2.2 Fatores ambientais que influenciam a biologia de curimba

Os ritmos circadianos controlam 0s mecanismos bioquimicos e
fisiologicos dos peixes, alterando a sintese e a liberacdo de horménios, na
circulacdo sanguinea. O periodo diurno é caracterizado por secrecdo de cortisol,
insulina e catecolaminas enquanto o periodo noturno é dominado por horménios
como o GH, prolactina, TSH, arginina vasopressina (ADH) e melatonina. Esta
liberacdo sincronizada ajuda no funcionamento adequado do cérebro, sistema
enddcrino e outros tecidos, maximizando a eficiéncia fisioldgica dos organismos
(MAYWOOD et al., 2007).

Os estimulos luminosos podem influenciar diretamente sobre estas
sinalizacBes, estimulando-as ou inibindo-as, de modo que a manutencdo dos
reprodutores em pisciculturas pode alterar a eficiéncia reprodutiva dos
cardumes. A luminosidade estimula a expressdo de genes hipotaldamicos que
controlam os ritmos bioldgicos e, consequentemente, pode controlar também o
inicio dos eventos reprodutivos (CERMAKIAN et al., 2002).

Estas alteracGes fotoperiddicas influenciam também o horério de
aplicacdo do hormonio. Avaliando a indu¢do hormonal de tambaquis com
extrato bruto de hip6fise de carpa, Cermakian et al. (2002) verificaram que 0s
peixes gque receberam a segunda dose de hormdnio durante a noite apresentaram
maior desova e maior concentracdo serica de estradiol. Da mesma forma,
Felizardo et al. (2012) observaram que lambaris (Astyanax bimaculatus) que
receberam a aplicagdo do horménio no periodo da noite desovaram em menor

horas grau.
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A flutuacdo de temperatura também influencia no eixo hipotalamo-
hipdfise- gbnada visto que peixes mantidos em temperatura variando entre 19-25
°C apresentaram maior indice gonadossomatico, maior expressdo de RNAmM para
GnRH, FSH e LH. Indicando que a temperatura adequada é importante para
liberacdo das gonadotrofinas responsaveis pelo desenvolvimento e maturacao
gonadal.

As variagdes hormonais, provocadas pela agdo dos hormdnios
hipotalamicos e gbnadas podem, assim como as proprias alteracbes ambientais,
interferir nos processos fisioldgicos dos teledsteos e o0s parametros
hematol6gicos podem servir como um indicador dessas alteragdes.

Além disso, os parametros hematoldgicos de espécies tropicais de
interesse comercial sdo uma ferramenta importante para a vigilancia
epidemiologica e manutengdo sanitaria dos cardumes comerciais. Esses
parametros hematoldgicos e a bioquimica sanguinea podem ser usados como
indicadores rapidos de perturbacdes fisioldgicas, que podem afetar a sanidade
das pisciculturas (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

Existe uma necessidade de estabelecimento de padrBes hematol6gicos
em peixes para fazer o diagndstico de quadros patoldgicos. Além disso, estes
padrdes sofrem influéncia genética (GREGORIO et al., 2013) e do ambiente em
gue estas espécies habitam.

A aquicultura, em especial a piscicultura, dispe de uma série de
ferramentas como a histologia, hematologia e quimica sanguinea, que tem sido
aplicada com éxito como instrumentos de diagndstico na ciéncia veterinaria.
Neste sentindo, o seu conhecimento implica maior entendimento anatdémico,
fisiologico e sanitario, os quais em conjunto determinam a conservacdo da
sanidade, permitindo maiores indices reprodutivos em condigdes controladas
(OLIVEIRA et al., 2009).
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O conhecimento acerca dos valores de referéncia, em condicdes
ambientais favoraveis, das caracteristicas morfol6gicas das células e da
metodologia empregada para realizacdo dos exames hematoldgicos ainda
apresenta controvérsias. As referéncias encontradas e a bibliografia disponivel
sdo escassas, havendo necessidade de informagfes variadas a respeito das
diferentes espécies de peixes tropicais nativos, com potencial de producéo.

Com a determinacdo dos parametros hematol6gicos normais dos peixes
é possivel produzir uma tabela de valores de referéncia durante o periodo
reprodutivo. Pelo estabelecimento de um padrdo de referéncia, torna possivel a
sua utilizacdo para definir padrdes patol6gicos onde os padr6es hematoldgicos
possam estar alterados. E possivel, também, avaliar a influéncia de fatores
externos como, por exemplo, alimentacéo, fotoperiodo e oxigenacao, sobre estes

animais.

2.3 Parametros hematoldgicos em peixes teledsteos

As células progenitoras hematopoiéticas do teledsteo sdo produzidas,
durante a formacdo embrionaria, em uma regido especifica denominada aorta-
gbnada-mesonefron (AGM). Essas células se alojam no rim e os diferentes
progenitores ddo origem a todos os tipos celulares que compdem o sangue
(OLIVEIRA et al., 2009). Portanto, em peixes adultos os 6rgdos encarregados
pela hematopoese sdo o intersticio renal e estroma esplénico. O sistema
imunoldgico em termos gerais é muito similar ao dos vertebrados superiores.

A resposta imunoldgica de todos os vertebrados, incluindo os peixes,
pode ser dividida em dois tipos. Primeiro, a resposta imune inata ou primaria,
gue consiste em uma série de mecanismos filogenéticos antigos, que podem
eliminar os patdgenos do organismo ou blogquear sua entrada de forma

inespecifica. O segundo meio é constituido pela resposta imune especifica,
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induzida por um antigeno especifico e que requer a presenca dos linfocitos. A
denominacgdo da resposta combinada se deve aos elementos que sdo ativados: a
resposta humoral é mediada por anticorpos e a resposta celular, mediada por
linfocitos T (MALARVIZSHI et al., 2012).

A classificacdo dos leucdcitos dos teledsteos é semelhante a dos
vertebrados e realizada por critérios morfoldgicos, segundo os quais séo
distinguiveis varios tipos celulares: linfécitos, granuldcitos, mondcitos e
macrofagos (MALARVIZSHI et al., 2012). Os centros de melanomacréfagos
podem ser precursores de centros germinativos presentes no bago e linfonodos.
Ambos sdo agregados de células reticulares, linfocitos, plasmocitos e
macrofagos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

Esses centros melanomacréfagos possuem fungdes fisiologicas
importantes como estocagem de eritrocitos, catabolismo e reaproveitamento de
substancias para o processo hematopoiético como o ferro. Nesses centros ainda
ocorrem respostas inflamatdrias, humorais e desintoxicacdo quando em contato
com substancias estranhas exdgenas e enddgenas (TAVARES-DIAS; MORAES,
2004).

A quantidade de leucdcitos circulantes no sangue é muito variavel e
dependente das espécies e condicBes fisiologicas sobre as quais elas se
encontram. Por exemplo, em truta comum os leucdcitos totais variam entre
2.000-63.000 leucécitos/mm® segundo Blaxhall e Daisley (1973), enquanto em
salmao encontraram uma média de 44.500 leucécitos/mm?>,

Durante o processo de hematopoese e manutengdo da resposta imune em
peixes, fatores ambientais podem interferir na homeostase. Durante a vida do
peixe o timo sofre involugdo semelhante ao que ocorre em mamiferos. Portanto,
possivelmente o timo seja mais importante em peixes jovens (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004).
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AlteragBes ambientais como temperatura, mudanca de pH, concentragéo
osmotica, pluviosidade e, possivelmente, periodo reprodutivo podem produzir
estresse e alterar o processo hematopoiético. Alteracbes de pH podem reduzir o
nimero de eritrocitos e neutrofilos, enquanto a temperatura interfere na
dindmica de producdo das células, sendo temperaturas mais baixas responsaveis
pela inibi¢do da produgdo de células. O inverso ocorre com temperaturas mais
altas que promove um aumento da atividade hematopoiética (TAVARES-DIAS
et al., 2008).

2.4 Células sanguineas

As células sanguineas de peixes teledsteos sdo produzidas em tecidos
diferenciados e especificos sendo os mesmo desprovidos de medula dssea,
porém as células sanguineas periféricas sdo semelhantes aquelas encontradas em

mamiferos.
2.4.1 Eritrécitos

Os eritrdcitos sdo as células que aparecem em maior ndmero no sangue
circulante dos peixes teledsteos, cuja funcdo é o transporte de gases
desempenhado pelo seu principal componente, a hemoglobina. O tamanho e
nimero de eritrocitos revelam variagdes entre as espécies e dependendo das
condicdes fisiologicas e ambientais pode variar entre 1 e 3x10° /mm® e com
tamanho variando entre 7 e 36 um. A funcdo principal destas células é a troca
gasosa carreando oxigénio e gas carbonico para os tecidos (SILVA et al., 2012).

Estudos demonstram que ha uma relagdo entre o nimero de eritrocitos e
0 desempenho de atividade em teledsteos. Espécies mais ativas possuem maior

nimero de eritrocitos, maior concentracdo de hemoglobina e menor volume.
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Nesses peixes € maior a demanda de oxigénio e a taxa metabdlica. Em espécies
mais sedentarias esses valores se mostram inversos com menor numero de
eritrocitos, menor quantidade de hemoglobina e maior volume (VCM). Os
valores de hematdcrito também acompanham essa caracteristica de
comportamento (LABARRERE; FARIA; TEIXEIRA, 2012).

O eritrocito de teledsteos é similar em tamanho, propriedades tintoriais e
ultraestruturais aos dos demais vertebrados, como aves, anfibio e répteis. E
nucleado, ovalado, com nuGcleo em posicdo central, com citoplasma abundante
acidofilo com cromatina densa basoéfila. Os eritrocitos imaturos apresentam
formas mais arredondadas, com cromatina frouxa e citoplasma basofilico
(LABARRERE; FARIA; TEIXEIRA, 2012).

2.4.2 Leucocitos

Durante o processo de maturacdo dos leucocitos hd uma reducdo no
volume das células. Células imaturas podem ser observadas na circulacdo
sanguinea dependendo das condi¢cBes em que encontra o animal (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2004).

Na corrente periférica dos teledsteos podem ser encontrados linfécitos,
neutréfilos, eosindfilos, basofilos e células granulociticas especiais. Essa
ocorréncia é muito semelhante ao que se encontra em mamiferos e aves
(TAVARES-DIAS et al., 2008).

2.4.3 Linfocitos
Séo células altamente diferenciadas com capacidade de resposta frente

aos estimulos imunolégicos. O citoplasma apresenta um anel citoplasmatico

basofilico ao redor do nucleo, onde estdo localizadas as mitocondrias, reticulo
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endoplasmatico liso e rugoso, ribossomos e aparato de Golgi, demonstrando o
alto potencial metabdlico destas células (HIGUCHI et al., 2011).

Os linfocitos, geralmente, apresentam projecdes citoplasmaticas que
facilitam sua diferenciacdo dos trombdcitos, projecfes descritas em estudos de
microscopia eletrénica de transmissdo. Foi, também, observado que os linfdcitos
possuem uma relagdo ndcleo citoplasma muito grande cujo nucleo ocupa quase
todo o citoplasma. Estudos demonstram que os linfdcitos e neutréfilos sdo as
células que ocorrem em maior percentual no sangue periférico dos peixes da
familia Prochilodontidae (TAVARES-DIAS et al., 2008).

Os linfacitos circulam por todo o corpo através do sangue e da linfa e se
concentram nos orgdos linfoides (ROBERTS, 1989). Também aparecem em
outros tecidos do peixe como a epiderme e tecidos afetados por processos
inflamatdrios (HIGUCHI et al., 2011).

Em nivel funcional, os linfocitos sdo os responsaveis pela resposta
imune especifica humoral e celular, que se traduzem em producéo de anticorpos,
capacidade citolitica, memaoria imunolodgica e liberacdo de fatores reguladores da

fungdo imune, como as linfocinas (HIGUCHI et al., 2011).

Linfécitos T: denominados também linfocitos I1g-, pela falta de IgM em
sua superficie, localizam-se, principalmente, no timo e respondem a substancias
mitogénicas como a concanavalina A e fitohemoaglutininas, podendo responder
também a mitogenos de lipopolissacarideos tipicos de células B (HIGUCHI et
al., 2011). Segundo Camargo, Pouey e Martins (2005), estas células respondem
por 70% dos linfdcitos circulantes totais, e as coloraces por fosfatase &cida
permitem diferencia-los dos linfécitos B. Participam ativamente da resposta
imune humoral, principalmente, frente a antigenos T-dependentes
(NAKANDAKABE et al., 2013).
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Linfocitos B: apresentam IgM em sua membrana plasmatica, também
conhecidos como linfdcitos Ig+. Respondem aos mitdgenos lipopolissacérides
(LPS) e respondem a, aproximadamente, 30% dos linfocitos circulantes. Eles se
localizam no baco, rim anterior e timo. S&o responsaveis diretos pela produgao
de anticorpos, frente a antigenos T-dependentes e T-independentes. Quando
diferenciados, sdo denominados plasmoécitos, porém relatos afirmam que sao
raros na circulacdo periférica (NAKANDAKABE et al., 2013).

Células Natural Killer (NK): relatos sugerem a presenga de células
semelhantes as células NK de mamiferos em teledsteos podendo desempenhar a
mesma funcdo daquelas encontradas em mamiferos (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004).

Para a diferenciacdo dos linfocitos, sdo necessarios estudos de
citoquimica e bioguimica para definir sua funcdo em peixes teledsteos. Mas
relatos sugerem a participacdo dos linfocitos nos processos inflamatorios
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

2.4.4 Mondcitos/Macrofagos

S&do leucocitos que apresentam citoplasma azul - brilhante, quando
corados com Giemsa, ocasionalmente vacuolizados, podendo ser observados
prolongamentos citoplasmaticos. O nlcleo apresenta volume médio e ocupa um
terco do volume da célula. Sua forma varia entre redonda e ovalada
apresentando pequenas reentrancias riniformes e sua cromatina aparece dispersa
(TAVARES-DIAS; SANDRIM; CAMPOS-FILHO, 1999).

Ultraestruturalmente o citoplasma € denso, com formagdes
membranosas, grande numero de corpos heterogéneos (fagossomos) e,

ocasionalmente, apresentam granulos de melanina. Sdo PAS (&cido periddico de
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Schiff) positivos e apresentam atividade de estearase inespecifica e fosfatase
acida, concentrada nos granulos. Os macrofagos sdo as principais células
fagociticas em peixes, por sua capacidade digestdo de antigenos e restos
celulares resultantes da resposta inflamatéria e outros processos degenerativos
(ZAMINHAM et al., 2012).

2.4.5 Granulécitos

A classificacdo e nomenclatura destas células, caracterizadas pela
presenca de granulos citoplasmaticos, € controversa devido & grande variagdo
entre as distintas espécies piscicolas e pela tentativa de comparacdo de suas
caracteristicas com granulécitos de mamiferos, que se dividem em neutrdéfilos,
eosindfilos e basofilos, segundo propriedades tintoriais por corante Romanovsky
(ZAMINHAM et al., 2012).

Em peixes tele6steos sdo descritos trés tipos celulares, neutrofilos,
basofilos e eosinofilos, de acordo com sua morfologia, porém nem sempre estao
presentes todos os tipos na mesma espécie nem sao comparaveis funcionalmente
com seus analogos de mamiferos (ZAMINHAM et al., 2012).

Neutrofilos: estas células, denominadas também polimorfonucleares
(PMNs) ou simplesmente granulécitos, caracterizam-se morfologicamente por
um nucleo multilobulado, composto de dois a trés l6bulos, com cromatina densa
e agrupada, de coloragdo purpura escura, quando corada com Giemsa ou Wright
e pela presenca de um citoplasma pouco corado, no qual se distinguem granulos
que variam desde o cinzento até o rosa palido. Os granulos apresentam forma
arredondada ou ovalada, varia de tamanho e sdo eletrodensos. Seu tamanho é
menor que os linfdcitos e eritrécitos (ROSAS; LEHTI; MARMONTEL, 1999).

Eosinofilos: sdo descritos como células arredondadas que apresentam

um ntcleo bilobulado com citoplasma azul pouco corado e granulos de forma
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alargada e esférica, que sdo tingidos com corantes acidos em meio alcalino. Sdo
denominados em teledsteos como HGEs (eosindfilos granulares homogéneos). A
morfologia celular coincide com os eosindfilos de mamiferos, porém ainda néao
foi possivel demonstrar analogia funcional similar (ZAMINHAM et al., 2012).
Né&o existem, porém davidas de sua presenga no sangue de ciprinideos e peixes
cartilaginosos. Sua fungdo ndo esta clara, acredita-se que intervém no processo
de inflamag&o e defesa celular mediante desgranulacdo, sendo comparados com
mastocitos em mamiferos, distribuindo-se analogamente (ZAMINHAM et al.,
2012).

Basofilos: sdo descritos como células que apresentam citoplasma
ligeiramente basofilico e grandes granulos arredondados, que ocultam o ndcleo,
sendo semelhantes aos basofilos e mastocitos de mamiferos. Ndo se conhece
muito de sua estrutura e, segundo estudos ultraestruturais e citoquimicos, podem
ser confundidos com eosinofilos. Ndo é possivel também se fazer analogias com
as células de mamiferos. Estdo ausentes na circulacdo periférica da espécie de
salmonideos (ZAMINHAM et al., 2012).

2.4.6 Trombadcitos

S&o células de formato fusiforme, porque apresentam um polo em forma
de ponta, podendo apresentar citoplasma abundante, com nucleo e membranas
bem desenvolvidas. Pode-se observar no trombdcito uma membrana vacuolada
refringente, acompanhada de outras interconexdes e ramificagdes dentro do
citoplasma. Os trombdcitos podem variar a forma e parecer arredondados,
alargados, sendo os redondos, caracteristicas de células imaturas (TAVARES-
DIAS et al., 2008).

Os trombdcitos apresentam um papel importante dentro do processo de

coagulacdo sanguinea. Porém, podem atuar como um sistema de defesa por meio
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de atividade fagocitica e bactericida apresentando uma relagdo estreita com 0s
macréfagos (CAMPBELL; POTTINGER; SUMPTER, 1994). O numero e
atividade dos trombdcitos variam entre as espécies e, dentro de uma mesma
espécie, dependendo do estado fisiologico e das condi¢cbes ambientais
(TAVARES-DIAS et al., 2008).
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3 ASPECTOS REPRODUTIVOS EM PEIXES

3.1 Horménios hipofisarios e gonadais em fémeas

Os ovarios dos peixes estdo localizados na cavidade abdominal, dorsal
ao intestino e uma pelicula de tecido epitelial chamado mesovario o recobre
inteiramente. Associado ao mesovario esta presente uma capsula de tecido
conjuntivo associado a musculo liso, chamada tanica albuginea. Os peixes
teledsteos apresentam dois tipos de ovarios: gymnovarios e cistovarios e as
curimbas apresentam o Gltimo tipo. A ovulacdo destes peixes ocorre no limen
gonadal, ao qual sdo adicionados a um fluido originado do epitélio gonadal
(PODHOREC et al., 2012).

Os ovarios sdo constituidos de células germinativas, oogdnias e odcitos.
As oogbnias sdo células pequenas e arredondadas gque ddo origem aos odcitos
por meio da meiose e estdo localizadas na parede do ovario (SALLUM, 1999).
Os odcitos sofrem divisdes meidticas e param seu desenvolvimento na primeira
préfase meidtica, ap6s a extrusdo do primeiro corpusculo polar (GRANDI;
COLOMBO, 1997). O odcito secundario, durante o processo de maturacgdo,
termina o processo de meiose, extrusando o segundo corpusculo polar. Durante
o crescimento folicular, conforme ocorre aumento de tamanho dos foliculos,
pela incorporagdo da vitelogenina, estes migram para o interior da gonada e,
também, promovem o abaulamento da cavidade celomatica.

Os ritmos circadianos controlam o0s mecanismos bioquimicos e
fisiologicos dos peixes alterando a sintese e a liberagdo de hormdnios na
circulagdo sanguinea. A liberacdo sincronizada de hormoénios ajuda no
funcionamento adequado do sistema enddcrino maximizando a eficiéncia
fisioldgica dos organismos (MAYWOOD et al., 2007). A luminosidade estimula

a expressdo de genes hipotalamicos que controlam os ritmos bioldgicos e,



32

consequentemente, o inicio dos eventos reprodutivos (CERMAKIAN et al.,
2002).

Nos peixes, o hipotdlamo e a hipofise estdo localizados na base do
diencéfalo e sdo os principais centros que coordenam os eventos fisioldgicos,
particularmente, neuroendécrinos (ISEKI; NEGRAO, 2003). O hipotalamo
processa 0s estimulos externos e internos percebidos pelos peixes e inicia a
cascata hormonal e fisiolégica ligada a reproducdo, pela estimulacdo da
producdo e liberagdo dos hormodnios liberadores de gonadotrofina (GnRH) e
dopamina, que, quando caem na corrente sanguinea, atuam diretamente na
hipofise controlando a liberacdo e sintese das gonadotrofinas as quais sdo de
grande importancia pratica na reproducdo induzida em peixes desempenhando
papel fundamental no desenvolvimento gonadal (KUBITZA, 2004).

O sistema hipotalamico-hipofisario é responsavel pelo inicio da
foliculogénese. Inicialmente ocorre a liberacdo do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) e que posteriormente determina a liberacdo de horménio
foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH) pela hipofise
(LUBZENS et al.,, 2010). O FSH estimula as células tecais a produzir
testosterona, que € convertida em estradiol pela aromatase e, posteriormente, é
secretado no sangue, processo chamado esteroidogénese, o que estimula o figado
a sintetizar a vitelogenina (LUBZENS et al.; 2010). Essa glicofosfoproteina é
transportada para o foliculo em crescimento e incorporado por pinocitose e serve
como vitelo para o futuro embrido em desenvolvimento (COWAR; BROMAGE;
HIBBITT, 2002; JALABERT, 2005; KUBITZA, 2004). Com a producdo de
quantidades adequadas de vitelo nos odcitos, que é caracteristica de cada espécie
de peixe, a sintese da vitelogenina cessa.

O aumento das concentracGes de FSH também promove o reinicio da
meiose, que é caracterizada pela quebra da vesicula germinativa (GVBD),

condensagdo do cromossomo, formacgdo do fuso meidtico e progressdo para a
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fase 1l da meiose. Para tanto, o esteroide indutor de maturagdo (MIS) deve
induzir a liberacdo do fator promotor de maturacdo (MPF) que estimula a
expressao de genes relacionados ao controle do ciclo celular e a esteroidogénese
(YAMASHITA et al., 2000).

O MPF estimula a producdo de 17a, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one
(170,20B-DP) (MIS) pelas células da granulosa (NAGAHAMA et al., 1994).

As altas concentracdes de MIS, durante a fase final da maturagéo
oocitaria, devem-se a um desvio da cascata enzimatica responsavel pela
esteroidogénese que promove a diminuicdo da enzima aromatase (INGERS;
KRAKK, 2006; SANDRA; NORMA, 2010; TOKARZ; MOLLER; ANGELIS,
2015). Se levarmos em consideracdo a esteroidogénese, o precursor dos
esterdides é a pregnenolona que sera convertida em progesterona (P4) e,
posteriormente, pode ser metabolizada em 17-hidroxiprogesterona (17P4) pela
17a-hidroxilase (CYP17). A 17P4 ¢, posteriormente, convertida em
androstenediona (AD) pela C17,20 liase (CYP17) ou em 17a,20B-
dihidroxiprogesterona (170,20B-DP) pela 20B-hidroxiesteroide dehidrogenase
(20B-HSD). A 170,20B-DP tem sido identificada como esteroide indutor de
maturacdo (MIS) em diferentes espécies de teledsteos (FERNANDES et al.,
2014; SCOTT; SUMPTER; STACEY, 2010).

O aumento da concentracdo de MIS promove uma retroalimentacéo
positiva no aumento da concentracdo sérica de LH e, estes hormdnios em
conjunto determinam o fim do processo de maturacdo (RIME et al., 2015).

A ovulagdo caracteriza-se pelo rompimento dos foliculos, liberando os
odcitos na cavidade do ovario, sob o controle do hormonio prostaglandina/ MIS
a partir da acdo do LH (COWAR; BROMAGE; HIBBITT, 2002). O processo de
desova ocorre quando a fémea, na presenca do macho ou por compressao
abdominal, libera os odcitos com a finalidade de serem fertilizados pelos

espermatozoides.
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Os odcitos possuem a micrépila diferindo assim dos o6citos de
mamiferos, pois seus espermatozoides ndo possuem acrossomo. Os
espermatozoides penetram nos odcitos por essa pequena abertura na membrana.
O tamanho da micrépila é espécie-dependente e geralmente permite a entrada de
apenas um espermatozoide, prevenindo a poliespermia (COWAR; BROMAGE;
HIBBITT, 2002).

Segundo Baldisseroto (2012), quando o odcito ndo é liberado, durante a
desova, ele sofre atresia. O nimero de odcitos atrésicos pode aumentar se a
fémea ndo for colocada em condicdes 6timas para a reproducdo. Além disso, o
estresse causado pelo manejo também pode levar a atresia. Em condicdes
naturais, a atresia é muito reduzida e sua ocorréncia parece estar relacionada ao
estresse da fémea. A atresia € mais evidente em odcitos que estdo em estagios

finais de maturacao.

3.2 Horménios hipofisarios e gonadais em machos

Os teledsteos machos possuem um par de testiculos alongados que se
encontra fixado na parede dorsal da cavidade do corpo. Em algumas espécies,
pode ocorrer fusdo dos testiculos ou um deles nao se desenvolve, de modo que o
peixe apresenta apenas um testiculo funcional (BALDISSEROTO, 2012). A
morfologia testicular dos teledsteos é variavel, mas podem ser evidenciados dois
tipos distintos, lobular ou tubular (COWAR; BROMAGE; HIBBITT, 2002).

Os testiculos do tipo lobular sdo mais comuns e consistem de numerosos
I6bulos separados por uma camada de tecido conjuntivo. Cada I6bulo possui
varios cistos onde as células germinativas (espermatogdnias) estdo em um
mesmo estagio de desenvolvimento. Portanto, as células que estdo nas fases
iniciais da espermatogénese sdo encontradas juntas ao fundo cego dos tdbulos e,

com o desenvolvimento e maturacdo, vao migrando em direcdo ao ducto
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espermatico. Os testiculos possuem células de Sertoli que sdo responsaveis pela
nutricdo das células germinativas, enquanto as células de Leydig tém como
funcdo a producdo de esteroides que estimulam a gametogénese e o
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios (BALDISSEROTO, 2012;
COWAR; BROMAGE; HIBBITT, 2002; HAFEZ, 2004).

Em machos, o controle reprodutivo é determinado pelo aumento de 11-
cetotestosterona (11-KT) plasmatica que aumenta conforme a aproximagdo do
periodo reprodutivo (BORG, 1994). O FSH estimula a sintese de 11-KT que
promove a espermatogénese (ZHANG et al., 2010). No fim da gametogénese, a
concentragdo de 11-KT local diminui, e a sintese de MIS aumenta, sob o efeito
de LH (SCHULZ et al., 2010). O MIS promove a maturagdo dos espermatocitos,
promovendo o inicio da meiose, a producdo de fluido seminal pelos ductos
eferentes e capacitacdo espermatica por alteracdo do pH e fluidez do liquido
seminal (SCOTT; SUMPTER; STACEY, 2010). Os espermatozoides maduros
sdo liberados no liquido seminal para a formacdo do sémen, que fica
armazenado até a reproducio (MANANOS; DUNCAN; MYLONAS, 2008).

Em machos, a androstenediona (AD) é a precursora da testosterona (T) e
ambas sdo metabolizadas no testiculo em 11p-hidroxila (BT e BAD). A reacdo é
catalisada pela enzima 11pB-hidroxilase (CYP11p) (MIURA; MIURA, 2003). A
11-cetotestosterona (11-KT) é o andrégeno mais potente em machos teledsteos,
qgue estimula caracteristicas sexuais secundarias e influenciam na
espermatogénese e comportamento reprodutivo (BORG, 1994). A 11-
cetotestosterona estimula as células de Sertoli a produzirem ativina, a qual,
juntamente com este hormonio, estimula a proliferacdo das espermatogonias. No
fim da espermatogénese ha uma diminuicdo dos niveis de FSH e 11-
cetotestosterona e um aumento do LH e 17-B-hidroxiprogesterona que é

essencial para espermiogénese e espermiacao (MIURA; MIURA, 2003).
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A 11-cetotestosterona é responsavel pelo inicio do processo da liberagdo
dos espermatozoides na luz do testiculo. O evento que precede a liberagdo do
espermatozoide é a hidratacdo dos mesmos com o liquido seminal nas paredes
do ducto espermatico (OLIVEIRA et al., 2009; SALLUM, 1999).

Os espermatozoides de peixes sao imoveis dentro dos testiculos e sua
motilidade inicia-se quando expostos ao ambiente aquatico (COWAR;
BROMAGE; HIBBITT, 2002) e a ativagdo do espermatozoide ocorre quando
fatores quimicos sdo alterados. Em peixes de agua doce, a ativacdo do
espermatozoide ocorre quando a osmolaridade da dgua é menor que a do seu
plasma, 0 que permite o0 espermatozoide fecundar os od6citos
(BALDISSEROTO, 2002; PODHOREC et al., 2012).
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RESUMO

Considerando a importancia do estudo sobre o comportamento
hematoldgico de teledsteos, frente a condi¢Ges de estresse, objetivou-se estudar a
influéncia do perfil hormonal sobre o padrdo hematolégico de curimba
(Prochilodus lineatus) frente a condigfes de estresse de manejo durante o
periodo reprodutivo. Foi coletado sangue de machos e fémeas de curimba, da
estacdo de piscicultura da CEMIG de Itutinga/MG, para avaliacdo dos
parametros hematolégicos, durante os meses de reproducdo (novembro/2013 a
fevereiro/2014). Foram analisados o numero total de eritrécitos e leucocitos,
hemoglobina, hematécrito e contagem diferencial de leucdcitos. Esses
parametros foram relacionados com dosagem dos horménios gonadais, estradiol,
progesterona, testosterona, com o cortisol e a glicemia de machos e fémeas de
curimba. Os dados analisados demonstraram que houve diferencas estatisticas
nas concentracGes de glicose de machos e fémeas e testosterona em machos
(p<0,10) ao longo do periodo reprodutivo. Nas dosagens de glicose, pode ser
observado que, ao longo do periodo reprodutivo, ocorreu uma oscilacdo entre os
valores ao longo das semanas de coleta. A concentracdo de testosterona
diminuiu com o tempo e teve sua menor concentracdo no meio do periodo
reprodutivo e sua maior concentracao no inicio do periodo. Entre os machos, 0s
parametros hematoldgicos ndo apresentaram diferencas estatisticas para o perfil
eritrocitario. O valor relativo de linfocitos, neutrofilos e mondcitos oscilou, ao
longo dos dias de reproducdo, mostrando diferenca estatistica entre eles
(p<0,10). A guantidade relativa de linfocitos apresentou valores mais altos que
os neutrofilos e a quantidade relativa de linfocitos foi aumentando ao longo dos
dias de reproducdo (p<0,10). Observou-se que as concentracdes dos hormdnios
reprodutivos e os parametros hematologicos das fémeas ndo apresentaram
diferencas estatisticas ao longo do periodo reprodutivo exceto para 0s mondcitos
(p>0,10). Considerando os resultados, conclui-se que durante o periodo
reprodutivo alteracdes no perfil hematoldgico de curimba (Prochilodus lineatus)
podem ocorrer. Essas alteragdes, possivelmente, estdo relacionadas a exposigao
dos reprodutores ao estresse ocasionado pelas modificagbes ambientais e
fisiologicas durante o periodo reprodutivo e das condi¢cGes de manejo. Alguns
parametros hematolégicos se alteram durante evento reprodutivo e podem ser
utilizados para identificar o momento ideal da maturacéo gonadal. As alteracoes
hematoldgicas, ocorridas durante o periodo reprodutivo, podem ser um
indicativo da modulacéo e reparacéo tecidual durante e apés a desova.

Palavras-chave: Hematologia. perfil hormonal. Estresse. Reproducao.
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1 INTRODUCAO

Em peixes teledsteos os 6rgaos encarregados pela hematopoese sdo o
intersticio renal e estroma esplénico e, em menor proporcdo, localizam-se
também no timo, baco e tecido linfoide associado a mucosa (MALT) (AGIUS,
1985; BERNSTEIN; SCHLUTER; MARCHALONIS, 1998; LAMERS;
PARMENTIER, 1985). Nos ultimos anos, as investigacfes sobre a fisiologia,
filogenia e ontogenia do sistema hematopoiético e imunoldgico dos peixes
aumentam, consideravelmente, sobretudo nas espécies que apresentam interesse
econdmico (HIBIYA, 1994; HINE, 1992). Porém os conhecimentos sobre os
padrGes hematopoiéticos e imunoldgicos dos peixes teledsteos sdo bastante
escassos (AINSWORTH et al., 1990; CAMPELL; MURRU, 1990; MABILIA;
SOUZA, 2006).

As células hematopoiéticas podem ser encontradas tanto no sangue
circulante como nos tecidos e a classificacdo dos leucocitos dos teledsteos é
semelhante a de outros vertebrados sendo determinadas a partir de caracteristicas
morfologicas que permitem classificd-los como linfocitos, neutrdfilos,
mondécitos e macréfagos (ALCORN; MURRAY; PASCHO, 2002;
BERNSTEIN; SCHLUTER; MARCHALONIS, 1998; BODAMMER, 1986;
COLLAZOS; BARRIGA; ORTEGA, 1995; DHEER, 1988; MABILIA;
SOUZA, 2006; MACARTHUR; FLETCHER, 1985).

A quantidade de leucdcitos circulantes no sangue é muito variavel e
dependente da espécie e condiges fisiologicas sobre as quais eles se encontram
(BLAXHALL; DAISLEY, 1997; BLAXHALL; HOOD, 1985; ELLIS, 1977;
TAVARES-DIAS et al., 2012). Para a manutencdo da hematopoese e da resposta
imune em peixes, fatores ambientais como temperatura (TUROSIK; KRUPTA;
MESZARROS, 1985; ZILEGENFUSS; WOLKE, 1991), mudanca de pH,

concentragdo osmotica, pluviosidade podem produzir estresse e alterar o
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processo hematopoiético (BLY; CLEM, 1992; CAMPELL, 1988; CLEM et al.,
1984; KOLNER; KOTTERGA, 2002; TAVARES DIAS; MORAES, 2003).

AlteracBes de pH podem reduzir o nimero de eritrdcitos e neutrdfilos e
temperatura interfere na dindmica de proliferagio das células, sendo
temperaturas mais baixas responsaveis pela inibicdo da proliferagdo enquanto
temperaturas mais altas promovem um aumento da atividade hematopoiética
(CONROQY, 1998; DELUCA; WILSON; WARR, 1983; DENTON; YOUSEF,
1975; DEXIANG; AINSWORTH, 1991; SYPEK; BURRESON, 1983). Além
disso, os parametros hematolégicos podem ser utilizados como indicadores de
estresse e contaminantes ambientais como chumbo, hormbonios, agrotoxicos
(CAMARGO; POUEY; MARTINS, 2005; JARAMILLO, 2005; KINKELIN;
MICHEL; GHITTIONO, 1991; MABILIA; SOUZA, 2006).

Em tilapias, pode ser vista uma resisténcia a enfermidade por patégenos
e tolerancia a baixos teores de oxigénio dissolvido. Essas variacBes ambientais
podem causar tanto estresse agudo quanto crdénico. O estresse agudo,
normalmente, ocorre durante o manejo, tempo de transporte e tempo de
realizacdo das biometrias (NAKANDAKABE et al.,, 2013; ROSAS; LEHTI;
MARMONTEL, 1999). Enguanto o estresse crdnico, que ocorre devido a
alteracbes de pH, altas concentracfes de amdnia, poluentes organicos e
inorganicos, podemos identificar na reducdo do crescimento e ganho de peso,
depressdo do sistema imunolégico (SILVA et al.,, 2012; TAVARES-DIAS;
MORAES, 2003).

Para identificacdo de estresse, € utilizada a quantificagdo do cortisol,
pois este horménio regula a fungdo osmatica e idnica, podendo também regular
a glicogenolise e gliconeogénese hepatica. Sendo assim, a quantificagdo
plasmatica de cortisol e a quantificacdo plasméatica de glicose podem ser
utilizadas como indicadores de estresse (HIGUCHI et al., 2011; SILVA et al.,
2012; TAVARES-DIAS; MORAES, 2003). Quando as concentragdes de cortisol
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estdo aumentadas, ocorre uma reducéo na capacidade de elaborar resposta imune
humoral reduzindo assim a producdo de anticorpos (SCHRECK; CONTRERAS-
SANCHEZ; FITZPATRICK, 2001). AlteracGes nas concentracfes de hormdnios
esteroides também podem influenciar diretamente os padrdes de resposta imune
(FURMAN et al., 2014; SCHREK et al., 2001).

Furman et al. (2014) destacam que em mamiferos hd uma variagao sexo
especifica na resposta imune diretamente relacionada com os horménios sexuais.
Em humanos, os hormdnios esteroides podem se ligar a receptores intracelulares
presentes nos leucdcitos e ativar genes responsivos a ativacdo hormonal.
Enquanto o estrdgeno esta associado com processos inflamatérios, podendo
estimular a ativacdo de linfocitos e mondcitos, 0s andrégenos suprimem a
atividade de resposta imune aumentando a sintese de citocinas pro-
inflamatorias.

Além disso, o estado de estresse em peixes promove uma maior
liberacdo de glicocorticoides que pode promover alteracdo gquantitativa dos
leucdcitos. O cortisol reduz a acgdo fagocitaria e a migragéo de leucécitos para
locais onde a resposta imune estd acontecendo (MALARVIZHI et al., 2012;
SILVA et al., 2012).

Outro fator que deve ser considerado é que animais com tamanhos
diferentes liberam energia em quantidades diferentes, pois essa € proporcional
ao tamanho corporal podendo interferir no quadro hematolégico. Fatores como
estado nutricional, sazonalidade, maturacdo gonadal, sexo, variagdo genética
podem influenciar significativamente nos padrées hematolégicos (TAVARES-
DIAS et al., 2012).

Estresse com altos niveis de cortisol diminui a capacidade dos linfécitos
em produzir anticorpos e pode levar a uma redugdo no numero total de
leucdcitos nos 6rgdos imunes. Altas taxas de testosterona também podem levar a

imunossupressao causando morte prematura dos leucécitos (SCHRECK, 2010;
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SCHRECK; CONTRERAS-SANCHEZ; FITZPATRICK, 2001). Martins et al.
(2004) também relatam que S. trutta submetida ao estresse de captura apresenta
aumento na porcentagem de neutréfilos e diminuicdo na de linfocitos.

O estudo da composicdo e da funcdo das células sanguineas de peixe é
fundamental para a avaliacdo fisiolégica, bioquimica e patoldgica uma vez que
diferentes agentes estressores podem promover alteracdo morfoldgica e
quantitativa nos diferentes tipos celulares hematopoiéticos. Porém, ha poucos
relatos sobre o perfil hematolégico de peixes em periodo de reproducéo.
Portanto o objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do perfil hormonal
sobre o padrdo hematolégico de curimba (Prochilodus lineatus) frente a

condigdes de estresse de manejo durante o periodo reprodutivo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecéo e indugéo hormonal de reprodutores

O experimento foi conduzido na piscicultura da Estacdo ambiental de
Itutinga/MG da Companhia Energética de Minas Gerais (EAI-CEMIG), no
periodo reprodutivo 2013- 2014 (Piracema).

Os exemplares de curimba foram mantidos na EAI-CEMIG, em oito
viveiros de terra com, aproximadamente, 322m2, na densidade de um peixe por
8m2. Os peixes foram alimentados ad libitum com racdo extrusada, contendo
28% de proteina bruta (ragdo comercial), em frequéncia alimentar de trés
arragoamentos diarios.

Foram utilizados os dados reprodutivos de 30 fémeas e 30 machos de
curimba a partir do més de novembro de 2013 até o final da reproducdo que
ocorreu no inicio de fevereiro de 2014.

Com o auxilio de redes de arrasto, os animais foram selecionados nos
tanques escavados, pesados e medidos individualmente, identificados e
transferidos para aquarios de alvenaria (volume de 2000L) e mantidos em uma
densidade de seis animais/aquéario. A agua dos aquérios foi mantida com sistema
de aeracdo constante e temperatura média de 28°C, controlada com termostato.

Todos os animais foram submetidos ao tratamento hormonal com
extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), em duas dosagens, para inducéo da
espermiacdo e desova. As doses prévias e definitivas consistiram de injecdes
intramusculares de 5,0 mg de EBHC kg-1 de peso corporal para as fémeas e
0,4mg de EBHC kg-1 de peso corporal para 0os machos, préximo a base da
nadadeira dorsal. O intervalo entre as aplica¢des do horménio foi de 12 horas e 0

tempo entre a dose definitiva e a coleta de gametas foi em torno de 6 horas.
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Os animais foram escolhidos aleatoriamente em cada coleta, nos meses
de novembro e dezembro de 2013 e janeiro e fevereiro de 2014 conforme as
condicdes apresentadas na tabela abaixo:

Coleta Data da coleta Pluviosidade (mm® | Temp °C (tanque)
01 19/11/2013 01 25,0
02 03/12/2013 27 23,5
03 10/12/2013 00 23,5
04 17/12/2013 00 23,5
05 21/01/2014 05 24,5
06 04/02/2014 00 25,1

Quadro 1 Esquema dos dias de coleta realizada durante o periodo reprodutivo

Em um segundo experimento, foi coletado sangue de machos (n=5) e
fémeas (n=6) de curimba, nos meses de janeiro (dias 21/01/2014 e 23/01/2014) e
fevereiro (4/2/2014 e 6/2/2014). Foram realizadas duas coletas de sangue, a
primeira coleta foi feita antes aplicacdo do EBHC e a segunda coleta foi feita,
aproximadamente, 6 horas apds a aplicacdo da segunda dose do EBHC. O
intervalo entre as duas doses foi de 12 horas. Essas amostras foram
posteriormente processadas para avaliacdo do perfil hormonal e parametros

hematoldgicos.

2.2 Coleta de sangue

Cada animal foi retirado do aquario e contido em uma bancada, para a
coleta do sangue, que foi conduzida antes da aplicacdo do EBHC nos dias
reprodutivos citados no item 2.1. Para a coleta de sangue, foram utilizadas
seringas de 3mL, com agulhas 25x7mm, ambientadas com anticoagulante EDTA

(&cido etilenodiaminotetracético). Foram coletados 2mL de sangue da veia
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caudal de cada animal. O sangue foi armazenado a 8°C e 0s hemogramas
realizados 6 horas apés a coleta.

Apos a coleta do sangue, as amostras foram levadas para o laboratorio
de analises do Biotério Central da UFLA/Lavras-MG para a realizacdo dos

hemogramas.

2.3 Preparacédo do esfregaco sanguineo para contagem diferencial de

leucécitos

Uma gota de sangue total foi colocada em uma lamina de vidro e com
uma lamina de corrida posicionada em um angulo de 45° com a primeira lamina
foi feito um movimento de deslizamento rapido arrastando o sangue de maneira
uniforme formando uma camada fina e homogénea. Foram feitas triplicatas das
lAminas para cada animal seguindo metodologia proposta por Ranzani- Paiva et
al. (2013).

Par a coloracdo dos esfregacos, foi utilizado o método de panétipo
rapido cujo kit possuia um fixador, corante acido e outro basico (Pandtipo
rapido) (Labtest). Os reagentes foram colocados em cubetas de coloracdo, na
ordem sequencial, citada acima. As laminas foram imersas em cada reagente por
trés minutos. Apds a coloracdo, as laminas foram secas e guardadas em caixas

apropriadas até o0 momento da analise.

2.4 Indices hematoldgicos

2.4.1 Determinacdo do hematdcrito

O hematdcrito estabelece o percentual de eritr6citos em volume total de

sangue. A determinacdo deste valor foi realizada utilizando microcapilares de
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vidro (Perfecta, Sdo Paulo, SP) preenchidos em dois ter¢cos com sangue total.
Uma das extremidades do capilar foi vedada com massa de vedagdo. Os
microcapilares foram centrifugados utilizando microcentrifuga (Med-30,
MedSteel) a 1500rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo, os capilares foram
lidos em uma escala de leitura para hematocrito e os percentuais anotados e

tabulados.
2.4.2 Contagem de eritrocitos

A contagem dos eritrdcitos foi feita pela contagem do nimero total de
heméacias por milimetro cibico de sangue. O sangue foi suspenso em solucdo de
Natt-Herrick numa diluicdo de 1:200. Ap6s a diluicdo a suspensdo foi colocada
em camara de Neubauer e o0 numero de células estabelecido pela soma do
namero de células presentes em cinco quadrantes de cada reticulo e multiplicado

por cinco, seguido pelo fator de diluicdo vezes 10”.
2.4.3 Contagem de leucdcitos totais

Para a realizacdo deste procedimento, foi preparada uma solucdo do
sangue em solucdo de Natt-Herrick numa diluicdo de 1:100 com uma
homogeneizacdo de trés minutos. A suspensdo celular foi colocada em camara
de Neubauer para a contagem dos leucdcitos. Os leucécitos foram contados nos
quadrantes externos do reticulo. O nimero de células contadas foi multiplicado

pelo fator de diluicdo vezes 10*
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2.4.4 Contagem diferencial de leucécitos

Para analise e contagem diferencial das laminas, foi utilizado
microscopio Otico (Nikon E200) com aumentos de 400 e 1000 vezes. A
contagem diferencial é uma contagem percentual que diferencia os leucdcitos

presentes em cada amostra de sangue.

2.4.5 Determinagdo de hemoglobina

A concentracdo de hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, que se fundamenta na oxidacdo da carboxihemoglobina
e oxihemoglobina, por meio do ferrocianeto de potéssio. Esta solugdo transforma
a hemoglobina em cianometahemoglobina. A reacdo foi feita utilizando kit de
dosagem de hemoglobina (Labtest). A leitura foi feita em espectrofotdmetro
utilizando comprimento de onda 540nm (Thermo Scientific Multiskan GO,
USA) (CONRQY, 1998).

2.4.6 Indices hematimétricos absolutos
2.4.6.1 Volume corpuscular médio (VCM)
E o volume médio de hemacias expresso em fentolitros. Este indice

mede o volume ocupado por um eritrcito médio no sangue periférico, sendo

determinado pela seguinte férmula:

VCM = Hemat6crito x 10 =fL

Eritrdcitos totais (x 10%/mm?)
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2.4.6.2 Hemoglobina corpuscular média (HCM)

E o contedo médio de hemoglobina nas hemacias expresso em

pictogramas e é determinado pela formula:

HCM = Hb x 10 = pG

Eritrécitos totais (x 106/mm?)

2.4.6.3 Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

E a percentagem de hemoglobina em 100mL de hemacias. Este valor é

determinado pela formula:

CHCM=Hb x 100 g/dL
Ht

2.5 Avaliagdo da concentracéo sérica de glicose, cortisol e horménios

gonadais

A quantificacdo da glicose foi realizada baseada no teste rapido
utilizando o sistema Breeze©?2 (Bayer Health Care, RJ). Apds a coleta do sangue
total de cada animal o teste foi realizado colocando uma gota do mesmo no chip
de deteccéo.

Para a dosagem dos hormonios, foi coletado um mL de sangue por
pungdo veia caudal utilizando-se anticoagulante EDTA. A coleta foi realizada
antes da administracdo do EBHC. O sangue foi posteriormente centrifugado a
1500rpm por oito minutos. O plasma foi separado e armazenado a -80°C até o

momento da quantificacdo dos hormdnios.
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Os horménios foram quantificados utilizando ensaio imuno- enzimatico
(ELISA). Foram quantificados os hormonios 11-cetotestosterona, 17-f-estradiol,
progesterona (Enzo Life Sciences) e o cortisol (Diagnostics Biochem Canada
Inc) segundo recomendagdes do fabricante. Para a leitura dos testes, foi utilizado
leitor de ELISA (Thermo Scientific Multiskan GO, USA), no comprimento de
onda 405nm (estradiol, progesterona e testosterona) e 450nm (cortisol) de

acordo com as recomendagdes contidas no manual do aparelho.

2.6 Andlise estatistica

Foram realizados testes de normalidade de Shapiro-wilk e de igualdade
de variancia de Levene, para avaliar a distribui¢do das variaveis continuas, sendo
detectado que algumas ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou
homocedasticidade. Essas variaveis foram expressas por meio da mediana e
diferenca interquartilica, enquanto as que apresentaram foram descritas pela
média + desvio padrao.

Para avaliar diferencas nos hormonios sexuais e parametros reprodutivos
de machos e fémeas de curimba (Prochilodus lineatus), entre as diferentes datas
de coleta de sangue, durante o periodo de piracema, foram aplicados testes de
ANOVA ou Kruskal-wallis, seguidos de testes de compara¢do maltipla de LSD
(least significance difference) (MAROCO, 2010). Optou-se pelo teste de
Kruskal-wallis quando ndo for observada distribuicdo normal dos dados pelo
teste de Shapiro-wilk ou igualdade de variancia pelo teste de Levene.

A avaliacdo da relacdo entre os parametros reprodutivos e 0os hormonios
sexuais foi realizada, por meio de testes de correlacdo de Pearson ou Spearman,
este quando ndo verificada distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-

wilk.
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Para avaliar a existéncia de diferencas nos hormonios sexuais,
parametros reprodutivos e sanguineos de machos e fémeas antes e apds a
aplicacdo do hormoénio EBHC foram realizados testes t de Student ou Mann-
whitney, este quando néo foi verificada distribuicdo normal nos dados pelo teste
de Shapiro-wilk. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do
pacote estatistico SPSS® 20.0, considerando um nivel minimo de confianca de
90%(p<0,10).
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3 RESULTADOS

3.1 Perfil hormonal e parametros hematoldgicos de machos de curimba
(Prochilodus lineatus)

Os valores médios da quantificacdo dos horménios dos machos estdo
relacionados na Tabela 1. Os dados analisados demonstraram que houve
diferencas estatisticas nas concentracdes de glicose e testosterona (p<0,10) ao
longo do periodo reprodutivo. Nas dosagens de glicose, pdde ser observado que,
ao longo do periodo reprodutivo, ocorreu uma oscilagdo entre os valores ao
longo das semanas de coleta, sendo altos nas coletas 2, 4 e 6 e mais baixos nas
coletas 1, 3 e 5. A concentracdo de testosterona teve seu menor valor na coleta 4

do periodo reprodutivo e sua maior concentracdo na coleta 1.

Tabelal Pardmetros hormonais e glicemia de machos de curimba (Prochilodus
lineatus) (n=30) avaliados ao longo do periodo reprodutivo (p<0,10)

Coleta Cortisol” Glicoss” (mg/dL) Testosterona”
ICoOse (m
(semana) (mg/dL) J (pg/mL)

01 42,7+11,2° 85,3+16,9" 148,4+33,8°
02 31,8421, 7° 160,2+55,5° 73,748,
03 40,5+6,2° 56,5+8,2" 81,8422 5
04 35,616,5° 101,7+26,7° 46,616,6°
05 38,6+3,5°% 48,549 5° 61,8+21,8"
06 37,741,228 104,1+1,6° 83,2+18,6"

*Meédias seguidas de mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente.
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Entre os machos, os parametros hematol6gicos ndo apresentaram
diferencas estatisticas para o perfil eritrocitario (Tabela 2). Entretanto
apresentaram diferencas estatisticas nas contagens diferenciais de linfécitos,
neutréfilos e mondcitos (p<0,10). O valor relativo de linfocitos, neutréfilos e
mondcitos oscilou, ao longo dos dias de reproducdo, mostrando diferenca
estatistica entre os parametros (p<0,10) (Tabela 3). A quantidade relativa de
linfocitos apresentou valores mais altos que os neutrdfilos e a quantidade
relativa de linfécitos foi aumentando ao longo dos dias de reproducdo (Tabela
3).

Tabela 2 Parametros eritrocitarios de machos de curimba (Prochilodus
lineatus) (n=30) coletados a longo do periodo reprodutivo (p<0,10)

Coleta Hm’ Ht* Hb* vem™ \ CHCM"
(semana) (x10°uL/sg) (%) (mg/dL) (L) HCM' (pg) (g/dL)

01 1,540,1 - - - ; ;
02 1,9+0,7 48,5+£10,4 - - - -
03 1,4+0,6 48,0+14,8 10,1+1,8 311,4(76) 64,4128 25,9+3,2
04 2,31£0,9 46,0+2,0 10,3+1,7 162,3(34) 52,0£3,2 34,2+2,1
05 1,410 39,549,7 9,8+2,6 253(123) 73,8+1,8  26,5t1,9
06 1,4+1,4 41,0£7,6 10,9+1,8 386(23) 82,3x1,2 25,2+2,2

Hm- hemacias; Ht- hematocrito, Hb- hemoglobina, VCM- volume corpuscular médio,
HCM- hemoglobina corpuscular media; CHCM- concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; leuco- leucocitos, linfo- linfécitos, neut- neutréfilo; mono-
mondacitos

*dp=desvio padrdo**DI=distancia interquartilica (terceiro quartil — primeiro quartil)

*** guséncia de normalidade na distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro-wilk no
grupo macho.
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Tabela 3 Parametros leucocitarios de machos de curimba (Prochilodus
lineatus) (n=30) avaliados a longo do periodo reprodutivo (p<0,10)

Coleta Le}ljco* Linfo Neut” Mono” (%)
(semana) (x10"uL/g) (%) (%)
01 - - - -
02 - - - -
03 2,0+2,4° 69+4,8° 2443 2° 7+2,2°
04 2,846,5° 76+3,9° 19+4,9° 2+1,7°
05 1,8+1,3 87+2,9° 9+2,9° 4+1,2°
06 3,1+1,4° 7743,1%° 7+2,1° 2+2,1°

leuco- leucécitos, linfo- linfécitos, neut- neutréfilo; mono- mondcitos.
*dp=desvio padréo.
Letras diferentes, na coluna, indicam diferenca significativa entre os parametros.

Os dados de correlacdo mostraram que houve uma correlagéo positiva da
glicose e hemécias (r=0,359; p=0,066) e testosterona e hemacias (r=0,516;
p=0,006). O cortisol apresentou uma correlacdo positiva com os neutréfilos
(r=0,408; p=0,032) e mondcitos (r=0,408; p=0,032). Entretanto o cortisol

apresentou correlagdo negativa com linfocitos (r=-0,436; p=0,023) (Tabela 4).

Tabela 4 Coeficientes de correlacdo de Sperman estatisticamente significativos
entre os parametros hormonais e hematoldgicos de machos de
curimba (Prochilodus lineatus) durante o periodo reprodutivo

(p<0,10)
Parametro Correlacéo” Valor de p

Glicose x Hm 0,359 0,066
Testosterona X Hm 0,516 0,006
Periodo reprodutivo x linfocito” 0,418 0,030
Periodo reprodutivo x neutréfilo” -0,360 0,065
Periodo reprodutivo x monécito” -0,360 0,065
Cortisol x linfdcito -0,436 0,023
Cortisol x neutrdfilo 0,408 0,032
Cortisol x mondcito 0,408 0,032

“Correlacéo de Sperman
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3.2 Perfil hormonal e parametros hematoldgicos de fémeas de curimba
(Prochilodus lineatus)

Observou-se que as concentragbes dos hormoénios reprodutivos das
fémeas ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,10) ao longo do periodo
reprodutivo (Tabela 5). Os resultados dos parametros hematoldgicos das fémeas
também ndo apresentaram diferencas estatisticas, ao longo do periodo
reprodutivo (Tabela 6 e 7), exceto para 0s monocitos cujos valores relativos

oscilaram ao longo do periodo reprodutivo (Tabela 7).

Tabela 5 Pardmetros hormonais e glicemia de fémeas de curimba (Prochilodus
lineatus) (n=30) avaliados a longo do periodo reprodutivo (p<0.10)

Coleta Cortisol” Glicose” Estradiol” Progesterona”
(semana) (mg/dL) (mg/dL) (pg/mL) (pg/mL)
01 45,2+8,9 101,3+23,2 6255,7(1078) 33,548,1
02 42,346,1 106,8+56,9 8814,3(9892) 29,7+£20,4
03 31,5£2,4 69,7+£15,1 2001,0(1502) 39,9+3,2
04 34,3+8,6 113,5+27,3 6315,9(5635) 43,2+14,2
05 44,7+10,1 61,6+£26,9 6954,9(1594) 39,549,9
06 42,2+7,4 80,8+19,3 6867,7(1678) 36,9+10,5

*dp=desvio padrdo

**Dl=distancia interquartilica (terceiro quartil — primeiro quartil)

*** guséncia de normalidade na distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk no
grupo fémea
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Tabela 6 Parametros eritrocitarios de fémeas de curimba (Prochilodus
lineatus) (n=30) avaliados a longo do periodo reprodutivo (p<0,10)

Coleta
(semana) (x10°uL/sg)

01

02

03

04

05

06

Hm"

1,815

1,8+2,8
1,7+0,9
2,2+0,6
1,8+0,6

2,1+0,5

Ht"
(%)

42,0+3,6

36,3+4,3
47+13,1
38,8+2,9
44,9+7,6

45,0+6,6

*

Hb

(mg/dL)

8,9+0,2

8,4+2,1

*k

VCM
(fLy™

137,9(92)

206,3(522)

10,6£1,0 253,3(255)

9,2+2,4

325,7(134)

HCM™~ CHCM®
(p9) (g/dL)

53,3+22, 22,7#51
55,1+11,0 28,645,6
70,2+12,6 25,6%9,5

78,0452 24,2449

Hm- hemécias; Ht- hemtdcrito, Hb- hemoglobina, VCM- volume corpuscular médio,
HCM- hemoglobina corpuscular média; CHCM- concentracdo de hemoglobina
corpuscular média.
*dp=desvio padrdo**DI=distancia interquartilica (terceiro quartil — primeiro quartil)

*** auséncia de normalidade na distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk no
grupo fémea

Por outro lado, em relacdo aos parametros leucocitarios, ocorreu uma

linfocitose ao longo do periodo, porém esse comportamento ndo foi observado

em relacdo aos demais tipos celulares, exceto para 0s mondcitos que

apresentaram valores oscilantes ao longo desse periodo (p<0,10), (Tabela 7).
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Tabela 7 Parametros leucocitarios de fémeas de curimba (Prochilodus
lineatus) (n=30) coletados a longo do periodo reprodutivo (p<0,10)

Coleta . . Linfo" Neut” Mono”
Leuco (x10" pL/sg)
(semana) (%) (%) (%)
01 2,7+8,5° 89+1,5° 8,0+2,0° 3,0£0,6°°
02 2,3+2,5° 83+5,2° 11+4,1% 6,0+2,2%°
03 3,6+1,5% 79+1,5% 12+3,2° 9,0£3,5°
04 1,3+£3,8° 76+5,0° 17+5,0° 7,0+2,6°
05 1,3+5,6% 8146,7% 17+6,0° 2,0+1,5°
06 1,4+6,5% 8345,6% 14+6,4° 4,045,5°

Letras diferentes, na coluna, indicam diferenca significativa entre os pardmetros.

3.3 Hematologia de machos e fémeas de curimba (Prochilodus lineatus)

antes a apés a aplicacéo de EBHC

Os dados relativos as analises hematoldgicas, antes e depois da
aplicacdo do EBHC, apresentaram variacdes, ao longo do periodo reprodutivo,
em que os pardmetros leucocitarios apresentaram diferencas estatisticas
significativas tanto para fémeas quanto para machos (p<0,10). Observou-se que
os leucocitos apresentaram valores aumentados apos a aplicagdo do EBHC, nas
duas semanas estudadas (p<0,10) (Tabela 9 e 10).

Os leucdécitos totais foram estatisticamente diferentes para fémeas
(Tabela 9) (p<0,10), mas ndo para os machos (Tabela 10) (p>0,10). Os linfécitos
apresentaram um alto percentual, antes da aplicacdo do EBHC decaindo ap6s a
aplicacdo; os neutrdfilos apresentaram comportamento inverso (tabela 9 e 10).
Os percentuais de mondcitos ndo foram estatisticamente diferentes para as

fémeas (p>0,10), (Tabela 9), porém foi diferente para os machos (p<0,10)
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(Tabela 10). As células granulociticas especiais CGE apresentaram diferenca
estatistica, porém esses valores foram muito baixos (p<0,10) (Tabela 10).

Tabela 8 Parametros bioguimicos e leucocitarios de fémeas de curimba
(Prochilodus lineatus) avaliados antes e depois do estimulo com
EBHC (p<0,10)

Femeas™ Janeiro Fevereiro
DIA21/01  DIA 23/01 DIA 4/2 DIA 6/2
s/ EBHC ¢/ EBHC S/EBHC c/EBHC
Cortisol 38,4+9,6° 51,3+6,7° 43,5+6,1° 44+12°
Glicose 70,2434,6°  2156+715°  77,2+19,6*°  71,4459°
Leuco 10*cel/pL 0,5(2,0)® 0,8(1,4) 1,3(0,5) 2,4+0,5°
Linfo (%) 80(12) 7(47)° 84(11) 92(90)*
Neutro (%) 12(10,5) 91(53)° 13(11)* 6(91)
Mono (%) 1(7,5) 4(9)? 1(1,5) 1(0,5)°
CGE (%) 1(2)* 0(0)° 1(1)* 0(0,5)*

“Parmetros que apresentaram normalidade na distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk
foram descritos por meio de médiatdesvio padrdo e comparados pelo teste Teste t de
Student pareado e 0s que ndo apresentaram por meio de mediana (distancia
interquartilica) e teste de Wilcoxon

“A coleta p6s o estimulo hormonal foi realizada 6h ap6s aplicacdo do EBHC. Letras
diferentes, nas linhas e dentro de cada més de coleta, indicam diferencas significativas
entre os parametros.

EBHC=extrato bruto de hipdfise de carpa

CGE=células granulociticas especiais
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Tabela 9 Parametros bioquimicos e leucocitarios de machos de curimba
(Prochilodus lineatus) avaliados depois do estimulo com EBHC

(p<0,10)
Janeiro Fevereiro
Machos DIA 21/01 DIA 23/01 DIA 4/2 DIA 6/2
s/ EBHC ¢/ EBHC S/EBHC c/EBHC
Cortisol 41,3+9,1° 43,6+12,6° 43,2+6,9° 43,9+13,9°
Glicose 66,2+31,4°  199,8+75,6°  76,5+22,6 69,0+2,9"
Leuco 10*cel/pL 0,69+0,38" 0,77+0,58" 0,83+0,56" 2,9+0,3
Linfo (%) 87,2+3,3° 34,4427 4° 85,5+6,3° 3,2+1,9°
Neutro (%) 8,4+2,9" 52+20,3° 14,7+6,2° 95,0+2,4%
Mono (%) 4+1,3° 11+6,7° 0,5+0,6° 1,75 (1,3)
CGE (%) 0,240,4° 3,3+2,4° 0,5+0,6° 0+0°

Médiaxdesvio padrédo

A coleta ap6s o estimulo hormonal foi realizada 48h ap6s aplicagdo do EBHC.

Letras diferentes, nas linhas dentro de cada més, indicam diferencas significativas entre
o0s parametros pelo Teste t de Student para amostras pareadas

EBHC=extrato bruto de hipdfise de carpa

CGE=células granulociticas especiais

Foram observadas as seguintes células: hemaécias nucleadas
caracteristicas da espécie (Fig.1A), neutréfilos com nucleo bilobulado e
citoplasma aciddfilo (Fig.1B), mondcitos com citoplasma abundante basofilico e
nucleo apresentando reentrancia (Fig.1C), linfocitos com diametro menor do que
as outras células, em que o nucleo ocupa quase todo citoplasma e membrana
plasméatica apresentando prolongamentos (Fig.1D) e célula granulocitica
especial com citoplasma abundante e caracteristica acidofila, nicleo pequeno

localizado perifericamente, caracteristico desse tipo celular.



Figural Leucdcitos de sangue periférico de fémea de curimba (Prochilodus lineatus). Células obtidas da contagem
diferencial em sangue periférico em periodo reprodutivo. A — eritrdcitos, B- neutrofilo, C- mondcito, D-
linfocito, E- CGE (coloracdo Pandtipo rapido — Fotomicrografia aumento 1000x)

99
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4 DISCUSSAO

Em peixes teledsteos ha registro de variagdes leucocitérias, causadas por
estresse como alteracbes de temperatura, concentracdo osmética, deficiéncia
nutricional e patologias. Portanto, o estudo dos parametros hematoldgicos pode
possibilitar o entendimento dos eventos imunes que ocorrem durante o periodo
reprodutivo (TAVARES-DIAS; SANDRIM; CAMPOS-FILHO, 1999).

Considerando a pouca disponibilidade de literatura sobre quantificacéo
leucocitaria em peixes teledsteos, Tavares-Dias e Moraes (2003) descreveram 0s
parametros hematolégicos na familia Prochilodontidae. Segundo Ranzani-Paiva
(1996), a média de linfocitos em Prochilodus lineatus é de 30% no sangue
periférico em peixes fora do periodo reprodutivo. Enquanto em neutréfilos e
mondcitos a média dos percentuais é de 51,7% e 9,7%, respectivamente.

Em nossos experimentos, foi encontrada uma média de 81,8% de
linfécitos, sugerindo uma linfocitose no periodo reprodutivo. Entretanto o
namero total de leucécitos em machos pareceu nao aumentar, enguanto em
fémeas ocorreu um aumento ao longo do periodo reprodutivo. Segundo Tavares-
Dias e Moraes (2003), durante o processo de maturacdo gonadal, os valores
leucocitérios parecem aumentar ocorrendo um percentual elevado de linfécitos e
neutrofilos.

Os linfdcitos tém uma relevante fungdo no sistema imunologico em
mamiferos durante o processo reprodutivo. Pereira et al. (2005) descrevem a
funcdo imune dos linfdcitos, durante a gestagdo em mulheres normais, onde os
mesmos exercem um papel de modulagdo imunoldgica no utero, para que o
aloenxerto seja bem sucedido. Em peixes, essas células podem estar envolvidas
no processo de reorganizagdo e cicatrizagdo do ovario, durante e ap06s a desova,

uma vez que esse evento fisioldgico promove uma reagdo inflamatoria local com



68

liberacdo de citocinas antiinflamatorias e cicatriciais como INF-y, TNF e
prostaglandinas (PGs) (FURMAN et al., 2014).

Santos (2012) descreve a agao dos linfdcitos Th2 e NKu nesse processo
modulatério, pois com a IL-10 ocorre uma supressdo do eventos Ppro-
inflamatdrios. A linfocitose observada nos resultados pode estar relacionada com
um processo modulatério ndo relacionado ao sucesso de aloenxerto, mas com
processo de desova. Em peixes foram identificadas células semelhantes a NK
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2003) e a funcao dessas células é bem estudada
em mamiferos estando relacionada com a modulacdo imunoldgica no ambiente
uterino. Tem sido demonstrado que a progesterona bloqueia o estimulador da
proliferagdo mitogénica linfocitario, modula a producdo de anticorpos, reduz a
producdo de citocinas pro-inflamatérias pelos macrofagos e altera a secrecdo de
citocinas pelos clones de linfocitos T favorecendo a producdo de IL-10
(PEREIRA et al., 2005).

Pereira et al. (2005) relatam que algumas variaveis sanguineas como
hematocrito, concentracdo de hemoglobina e numero relativo de linfocitos sdo
indicadores da resposta ao estresse agudo em peixes. O aumento do cortisol
promove um aumento da demanda de oxigénio e energia pelos tecidos,
promovendo uma rapida producdo e diferenciacdo da série vermelha,
consequentemente, ocorre um aumento na taxa de hemoglobina e valores de
hematdcrito, sendo assim a hemoconcentracdo é um evento comum. Nesse
trabalho ndo foi observado aumento nesses parametros podendo esse resultado
estar relacionado com estresse cronico uma vez que os reprodutores passam por
um processo de adaptacéo ao longo do periodo reprodutivo.

Em relacdo aos leucdcitos, Pereira et al. (2005) descrevem que, na
presenca de estresse, o cortisol atua nos tecidos hematopoiéticos resultando em
bloqueio na produgdo de linfécitos, monocitopenia e neutrofilia, como resposta

imunossupressora. Em nossos achados, observou-se uma linfocitose associada
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com neutropenia, sem grandes alteragdes no nimero de mondcitos podendo isso
ser atribuido a possivel funcdo dos linfécitos como moduladores e reparadores
dos tecidos ovarianos lesados.

Entretanto, nos experimentos realizados antes e depois do estimulo
hormonal, a quantidade relativa de linfocitos foi maior antes da aplicacdo do
EBHC e a de neutrofilo foi menor. Porém, ap6s a aplicacdo do EBHC, pode ser
observada uma inversdo nesses valores 0s quais aumentaram a quantidade
relativa de neutréfilo e uma diminuicdo de linfdcitos. Em condicdes de estresse
pode ocorrer uma relacdo netrofilo:linfécito positiva em que ha a presenca de
uma neutrofila em resposta as alteracoes fisioldgicas. Esse aumento no nimero
de neutrdfilo pode ocorrer pelo aumento nas concentracBes plasmaticas de
cortisol ou catecolaminas que promove um estimulo da proliferagdo da linhagem
mieloide e da redugdo da migracdo dos neutréfilos para os tecidos periféricos,
aumentando sua concentracdo no sangue circulante (ANDRADE et al., 2015;
ROSA; VAISBERG, 2002; ZAZULA et al., 2008).
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5 CONCLUSOES

Alguns parametros hematol6gicos se alteram durante evento reprodutivo
e podem ser utilizados para identificar o momento ideal da maturagdo gonadal.
As alteracbes hematoldgicas ocorridas, durante o periodo reprodutivo, podem

ser um indicativo da modulacdo e reparacéo tecidual durante e apds a desova.
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ABSTRACT

Teleost fish in the investigations on the physiology and function of the
hematopoietic and immune systems of fish are greatly increased, especially in
species with economic interest. The blood cells are found circulating in the
blood and tissues. In teleosts can be found leukocytes with lymphocytes,
neutrophils, monocytes and macrophages. Hematological parameters can be
used as indicators of stress and environmental contaminants may be a good
environmental indicator. Considering the importance of the study on
hematological behavior of teleost front to stress conditions aimed to analyze the
hematological profile of curimba (Prochilodus lineatus) during the reproductive
period. Blood was collected from male and female curimba of fish culture
station / Itutinga- MG for evaluation of haematological parameters during the
months of reproduction (November / 2013 to February / 2014). The erythrocyte
and leukocyte parameters were assessed, including the total number of
leukocytes and erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, leukocyte count. These
parameters were related to dosage of gonadal hormones and cortisol males and
females curimba. The data showed that there were significant differences in
glucose concentrations and testosterone (p <0.10) throughout the reproductive
period.The determination of glucose can be observed that over the reproductive
period was an oscillation between values over the weeks of collection. The
testosterone concentration had a lower concentration in the middle of the
breeding season and its highest concentration at the beginning of the period.
Among males, the hematological parameters were statistically similar to the
erythrocyte profile. The relative value of lymphocytes, neutrophils and
monocytes fluctuated over the days of breeding, showing statistical difference
between them. The relative amount of lymphocytes showed higher values than
neutrophils, and the relative amount of lymphocytes increased during the
reproduction days. It was observed that the concentrations of reproductive
hormones in females did not differ during the reproductive period. The results of
haematological parameters of females did not show statistical differences during
the reproductive period, except for monocytes whose relative values fluctuated
during the reproductive period. Considering the findings concluded that during
the reproductive period changes in hematologic curimba profile (Prochilodus
lineatus) may occur. These changes are possibly related to the exposure of
breeders to stress caused by environmental and physiological changes during the
reproductive period and management conditions. However, our findings are not
conclusive studies are necessary on the relationship between hematological and
immunological profile before and during the breeding season.

Keywords: Hematological. Hormonal profile. Stress. Reprodution.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar os pardmetros reprodutivos
utilizados, durante a selecdo de reprodutores, para inducdo hormonal e
correlaciona-los com o perfil hormonal em machos e fémeas de curimba
(Prochilodus lineatus), induzidos com EBHC, ao longo do periodo reprodutivo.
O experimento foi realizado na estacdo experimental de Itutinga no periodo de
novembro 2013 a fevereiro de 2014. As fémeas foram selecionadas por meio do
abaulamento ventral e hiperemia da papila urogenital enquanto os machos que
liberavam sémen por uma leve compressdao abdominal. Ap6s a selecdo, os
reprodutores foram pesados e medidos o comprimento total e padrdo e as
medidas celomaticas. As medidas M1, M2 e M3 foram feitas, logo apds a
pesagem com o auxilio de um paquimetro, em que M1 foi feita na posicdo das
nadadeiras peitorais, M2 entre as nadadeiras peitorais e papila urogenital e M3
na posicdo da papila urogenital. Apds a realizacdo das medidas, o sangue foi
coletado pela puncdo venocaudal, com seringas contendo EDTA. Foram
quantificados no plasma de cada reprodutor glicose, testosterona, 17-p-estradiol,
progesterona e o cortisol. Foi verificado que as medidas morfométricas
abdominais M1 e M2 ndo apresentam correlagio com o0s parametros
reprodutivos avaliados tanto para machos quanto para fémeas. A testosterona
ndo apresentou correlacdo com o abaulamento celoméatico ou com a qualidade
dos gametas (p>0,10). Porém, ao longo do periodo reprodutivo, a testosterona
apresentou um padrdo de concentragdo em picos, que, provavelmente, esta
relacionada com o volume e concentracdo de espermatozoides. Para fémeas ndo
houve diferenca estatistica significativa na concentracdao plasmatica de estradiol
e progesterona e nenhuma correlacdo entre os horménios com os parametros de
qualidade de desova. Porém a concentracdo de glicose plasmatica apresentou
uma correlacdo positiva com abaulamento ventral, sugerindo uma alteracédo
metabolica, para manutencdo da energia. Portanto, conclui-se que os parametros
morfométricos ndo sdo confidveis para avaliagdo da maturacdo gonadal em
machos e fémeas de curimba (Prochilodus lineatus). Em machos de curimba, a
determinagao da concentracdo plasmatica de testosterona pode ser utilizada para
identificagdo da qualidade espermatica. As quantificacdes plasmaticas dos
horménios reprodutivos estradiol e progesterona ndo podem ser utilizadas para
identificar a fase de maturacdo gonadal, pois as fémeas ja estdo em vitelogénese
completa.

Palavras-chave: Reprodugdo. Medidas morfométricas. Estradiol. Inducdo
hormonal. Testosterona.
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1 INTRODUCAO

Nos peixes o hipotdlamo e a hipdfise estdo localizados na base do
diencéfalo e sdo os principais centros que coordenam os eventos fisioldgicos,
particularmente neuroenddcrinos (ISEKI; NEGRAO, 2003). O hipotalamo
processa 0s estimulos externos e internos percebidos pelos peixes e sintetiza o
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). Este horménio posteriormente
determina a liberacdo de horménio foliculo estimulante (FSH) (LUBENZ et al.,
2010).

Em fémeas de curimba (Prochilodus lineatus), o horménio FSH
estimula as células tecais a produzir testosterona, que é convertida a 17-f
estradiol, nas células da granulosa sendo, posteriormente, secretado no sangue.
O horménio 17-B estradiol estimula o figado a sintetizar a vitelogenina. Apo6s o
término da vitelogénese, os niveis de 17-f estradiol diminuem, e os niveis de 17-
a-20B-P nas células da granulosa aumentam. Este horménio € sintetizado a partir
do aumento dos niveis plasmaticos do horménio luteinizante (LH) determinando
o0 término da maturacdo do ovécito (TOKARZ et al., 2015).

Em machos, o horménio luteinizante (LH) induz as células de Leydig a
produzirem testosterona que, associada ao horménio foliculo estimulante (FSH),
estimula as espermatogbnias a se diferenciarem em espermatdcitos. O FSH
estimula a sintese do horménio 11-cetotestosterona (11-KT) que promove a
espermatogénese (ZHANG et al., 2010). O hormonio 11-KT é responsavel pelo
inicio do processo da liberagdo dos espermatozoides na luz do testiculo. O
evento que precede a liberacdo do espermatozoide é a hidratagdo dos mesmos
com o fluido seminal das paredes do ducto espermatico (SALLUM, 1999).

Ainda sob o efeito do LH, a concentragdo de 11-KT local diminui e
aumenta a sintese do esteroide indutor de maturacéo (MIS), promovendo o final

da espermiogénese, inicio da meiose, producdo de fluido seminal pelos ductos
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eferentes e a capacitacdo espermatica por alteracdo do pH (MIURA; MIURA,
2003; SCHULZ et al., 2010; SCOTT et al., 2006).

O processo de maturacao final, a ovulacdo, a desova e a espermiacdo séo
fases do desenvolvimento gonadal que podem levar algumas horas ou dias,
dependendo da espécie (KUBITZA, 2004). Em ambientes naturais, a maturacdo
final inicia-se com altera¢cBes ambientais, porém em cativeiro a maturacao final
s6 ocorre quando as condi¢cBes sdo adequadas para a propagacdo e com
regulacdo hormonal exdgena (WOYNAROVICH; HORBATH, 1989). Para
tanto, os reprodutores sdo selecionados, de acordo com caracteristicas
identificadas por Woynarovich e Hévath (1989), ao indicar que fémeas devem
apresentar abdémen bem desenvolvido e macio ao toque, papila urogenital
proeminente e de coloracdo rosada ou avermelhada e orificio genital
ligeiramente aberto. Para os machos, ocorre a liberacdo de algumas gotas de
sémen sob leve compressdo abdominal.

O estresse durante o periodo reprodutivo determina aumento dos niveis
plasmaticos de cortisol e glicose (WOYNAROVICH; HORBATH, 1989). Este
aumento do cortisol pode modular a liberacdo de hormonios inibitérios de
gonadotrofinas podendo levar a inibicdo da reproducdo (SHAHJAHAN;
KITAHASHI; PARHAR, 2014). Conforme o estresse se torna crénico, os niveis
de cortisol diminuem (TOKARZ et al., 2015), com as alteracdes do cortisol 0s
niveis de glicose podem se alterar promovendo uma alteracdo do balanco
energético o que poderia influenciar nos processos reprodutivos (SHAHJAHAN;
KITAHASHI; PARHAR, 2014).

Assim este trabalho teve como objetivo determinar os pardmetros
reprodutivos utilizados, durante a selecdo de reprodutores, para inducgao
hormonal e correlaciona-los com o perfil hormonal em machos e fémeas de
curimba (Prochilodus lineatus) induzidos com extrato bruto de hipéfise de carpa

(EBHC) ao longo do periodo reprodutivo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecéo de reprodutores

O experimento foi conduzido na piscicultura da Estacdo ambiental de
Itutinga/MG da Companhia Energética de Minas Gerais (EAI-CEMIG), nos
meses de novembro e dezembro de 2013 e janeiro e fevereiro de 2014. Os
exemplares de curimba (Prochilodus lineatus) foram mantidos na EAI-CEMIG,
em oito viveiros de terra com, aproximadamente, 322mz2, na densidade de um
peixe por 8m2. Os peixes foram alimentados ad libitum com racgdo extrusada,
contendo 28% de proteina bruta (racdo comercial), em sistema de alimentacdo

de trés arragoamentos diarios.

2.2 Medidas morfométricas e indugdo hormonal

Os animais foram pesados e medidos e, além do comprimento padrao,
foram realizadas outras trés medidas denominadas M1, M2 e M3, com o auxilio
de um paquimetro. A medida M1 foi feita na regido ventral, posteriormente, as
nadadeiras peitorais, a medida M2 foi feita na regido ventral entre as nadadeiras
peitorais e papila urogenital e a medida M3 na regido ventral proxima a papila
urogenital. Apds a coleta dos dados morfométricos, 0s animais foram
identificados e transferidos para aquarios de alvenaria (volume de 2.000L), e
mantidos em uma densidade de seis animais/aquério. A agua dos aquéarios foi
mantida com sistema de aeracdo constante e temperatura média de 28°C,

controlada com termostato (Figura 1).
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Figural Medidas morfométricas de curimba (Prochilodus lineatus) durante
periodo reprodutivo. CP-comprimento padrdo; CT-comprimento
total; M1-medida 1; M2-medida 2; M3-medida 3

Foram utilizados os dados reprodutivos de 30 fémeas e 30 machos de
curimba a partir do més de novembro de 2013 ate o final da reproducdo que
ocorreu no inicio de fevereiro de 2014.

Todos os animais foram submetidos ao tratamento hormonal com
extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), em duas dosagens, para inducéo da
espermiacdo e desova. As doses prévias e definitivas consistiram de injecdes
intramusculares de 5,0mg de EBHC kg-1 de peso corporal para as fémeas e
0,4mg de EBHC kg-1 de peso corporal para os machos, préximo a base da
nadadeira dorsal. O intervalo entre as aplica¢gGes do horménio foi de 12 horas, e
o0 tempo entre a dose definitiva e a coleta de gametas oscilou entre 6 horas.

Os animais foram escolhidos aleatoriamente em cada coleta, nos meses
de novembro e dezembro de 2013 e janeiro e fevereiro de 2014 conforme as

condigdes apresentadas no quadro abaixo:
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Coleta Data da coleta Pluviosidade (mm®) | Temp °C (tanque)
01 19/11/2013 01 25,0
02 03/12/2013 27 23,5
03 10/12/2013 00 23,5
04 17/12/2013 00 23,5
05 21/01/2014 05 24,5
06 04/02/2014 00 25,1

Quadro 1 Esquema dos dias de coleta realizada durante o periodo reprodutivo

Apos 6h da dose inicial, a papila urogenital das fémeas e dos machos foi
limpa e seca com toalha de papel para prevenir contaminagdo e ativacdo dos
gametas com fezes agua e urina. A parede celomatica foi suavemente

massageada no sentido cranio-caudal para promover a liberacdo dos gametas.

2.3 Parametros reprodutivos da fémea

Para as fémeas foram analisados os parametros reprodutivos: peso da
desova (g), nimero total de odcitos, posi¢do da vesicula germinativa, diametro
dos o6citos (mm), taxa de fertilizacdo dos odcitos (%).

A desova foi pesada em balanca digital e o nimero total de odcitos foi
dado pela contagem do nimero de odcitos em um grama de desova e
multiplicado pelo seu peso total.

A posicdo da vesicula germinativa foi verificada a partir de odcitos
previamente imersos em liquido de Serra (LEMANOVA; SAKUN, 1975), em
microscopio estereoscépio binocular. Foram analisados 20 odcitos de cada
fémea. A analise da posicdo da vesicula germinativa foi descrita como central,

periférica, ndo identificada.
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Para a medida do didmetro dos odcitos, uma aliquota dos mesmos foi
imersa em liquido de Gilson (SIMPSON, 1951). Foram medidos 20 odcitos de

cada fémea em microscopio 6tico utilizando objetiva micrométrica.

2.4 Paradmetros reprodutivos do macho

Para os machos foram analisados os parametros reprodutivos: volume de
sémen (mL), motilidade (segundos), concentracdo espermatica (eptz/mL) e
alteracOes espermaticas (%).

O sémen foi coletado em tubo de ensaio graduado para medida do
volume total espermiado que foi dado em mL. Para analise do tempo de
motilidade, uma aliquota de 10uL de sémen in natura, de cada animal, foi
colocada sobre uma lamina de vidro e imediatamente homogeneizada com 40uL
de 4gua. O tempo de motilidade foi observado ao microscopio 6tico (aumento
400X). O tempo maximo foi estimado até que restaram, aproximadamente, 10%
de espermatozoides maveis.

A concentracdo espermatica foi realizada colocando-se uma aliquota de
10pL do sémen em 990uL solucdo de formol citrato numa diluicdo de 1:100. A

contagem foi feita em camara de Neubauer utilizando a férmula:

NUmero espermatozoides x 5 (numero quadrados contados) x 100
(fator diluicdo) x 10 (altura entre laminula e camara) = total

espermatozoide

A morfologia dos espermatozoides foi analisada com uma aliquota de
sémen colocada em solucdo de formalina 10%. A suspensdo de espermatozoides
foi colocada em uma lamina de vidro e corada com rosa de Bengala. As laminas
foram observadas ao microscopio 6tico (aumento 1000X). Para cada amostra

foram analisadas 100 células. As anomalias analisadas foram: cabeca (isolada,
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macrocefalia, microcefalia), cauda e peca intermediaria (fragmentada, enrolada,
isolada).

2.5 Taxa de fertilizacéo

Apos a coleta do odcitos e do sémen, os mesmos foram misturados e, em
seguida, adicionou-se agua para ativacdo dos gametas que foi trocada por trés
vezes consecutivas. Posteriormente a fertilizacdo, os ovos (200g/incubadora)
foram colocados em incubadoras do tipo cénicas com capacidade para 200L.
Apo6s 8 horas de incubacdo, foi avaliada a taxa de fertilizagdo por meio de
amostragem de ovos retirados da incubadora. Foram contados,
aproximadamente, 100 ovos em microscopio estereoscopico binocular e a taxa

de fertilizagdo foi dada pela formula:

TF ={E/(E + i)} x 100 onde,
E= ndmero de embrides viaveis

i= nimero de ovos inviaveis

2.6 Coleta de sangue

Cada animal foi retirado do aquario e contido em uma bancada para a
coleta do sangue que foi realizada antes da aplicagdo do EBHC nos dias
reprodutivos citados no quadro 1. Para a coleta de sangue foram utilizadas
seringas de 3mL com agulhas 25x7mm ambientadas com anticoagulante EDTA
(&cido etilenodiaminotetracético). Foram coletados 2mL de sangue da veia
caudal de cada animal. O sangue foi armazenado a 8°C até 0 momento da
separagdo do plasma. As amostras foram levadas para o laboratério de anélises

do Biotério Central da UFLA/Lavras-MG onde o plasma foi separado por
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centrifugacdo a 5000rpm por oito minutos. O plasma ficou armazenado a -80°C

até o momento das analises.

2.7 Avaliagdo da concentracao sérica de glicose, cortisol e hormdnios

reprodutivos

A quantificagdo da glicose foi realizada com o teste rapido utilizando o
sistema Breeze©?2 (Bayer Health Care, RJ). Ap6s a coleta do sangue total de
cada animal o teste foi realizado colocando uma gota do mesmo no chip de
deteccdo. Para a dosagem dos horménios um ml do sangue foi centrifugado a
1500rpm por oito minutos. O plasma foi separado e armazenado a -80°C até o
momento da quantificacdo dos hormdnios.

Os hormbnios foram quantificados utilizando ensaio imuno- enzimatico
(ELISA). Foram quantificados 0s horménios testosterona, 17-B-estradiol,
progesterona (Enzo Life Sciences) e o cortisol (Diagnostics Biochem Canada
Inc) segundo recomendacdes do fabricante. Para a leitura dos testes foi utilizado
leitor de ELISA (Thermo Scientific Multiskan GO, USA) no comprimento de
onda 405nm (estradiol, progesterona e testosterona) e 450nm (cortisol) de

acordo com as recomendacdes contidas no manual do aparelho.

2.8 Analise estatistica

Para avaliar diferengas nos horménios sexuais e parametros reprodutivos
de machos e fémeas de curimba (Prochilodus lineatus), ao longo do periodo de
piracema, foram aplicados testes de ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguidos de
testes de comparacdo multipla de LSD (least significance difference)
(MAROCO, 2010). Optou-se pelo teste de Kruskal-Wallis quando ndo foi
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observada distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk ou
igualdade de variancia pelo teste de Levene.

A relagdo entre os parametros reprodutivos e os hormonios sexuais foi
realizada, por meio de testes de correlacdo de Pearson ou Spearman, este quando
ndo verificada distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk. Todas
as andlises estatisticas foram realizadas, por meio do pacote estatistico SPSS®

20.0, considerando um nivel minimo de confianga de 90% (p<0,10).
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3 RESULTADOS

3.1 Resultados referentes aos parametros reprodutivos dos machos de
curimba (Prochilodus lineatus)

Durante o periodo reprodutivo a temperatura média dos tanques foi de
24,2+1,8°C e os indices pluviométricos foram de 6,2+2,8mm. O peso médio dos
machos foi 1,0 (0,98) kg. O comprimento padrdo médio dos machos foi de
36,5+2,9cm. No final do periodo reprodutivo houve uma diminuicdo do
comprimento padrdo dos reprodutores. Ao longo do periodo reprodutivo, a
medida M1 apresentou uma diminuicdo e sua média foi de 47,15+4,4cm, porém
essa diminuicdo ndo foi estatisticamente significativa (p>0,10). Essa diminuicédo
em M1 pode estar indicando diminuicdo do abaulamento celomatico. A medida
M2 apresentou diferenca estatistica (p<0,10), ao longo do periodo reprodutivo e
foi caracterizada por uma oscilagdo entre elas. A medida M3 ndo apresentou
diferenca estatistica entre os dias de coleta sendo sua média de 35,4 (12,9) cm
(p>0,10), (Tabela 1).

Em relacdo a variacdo hormonal e bioquimica, durante o periodo
reprodutivo, para o cortisol ndo foram encontradas diferencas estatisticas
(p>0,10). Entretanto a glicose apresentou uma variacdo em picos, em que as
concentragBes mais altas foram observadas em semanas alternadas do periodo
reprodutivo (p<0,10), (Tabela 2).

A testosterona apresentou maior concentragdo plasmatica na primeira
coleta do periodo reprodutivo e, posteriormente, atingiu menores valores na
quarta e quinta coletas. Embora a concentragdo de testosterona tenha diminuido
depois da 1% coleta, o nimero de espermatozoides ndo apresentou diferenca

estatistica ao longo do periodo reprodutivo (p>0,10) (Tabela 2). Para as
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alteracdes morfologicas, observou-se diferenca estatistica entre as coletas com
valores oscilando durante o periodo reprodutivo (p<0,10) (Tabela 2).

O volume de sémen espermiado, durante o periodo reprodutivo, teve
uma média de 4,1(2,6)mL (p<0,10), (Tabela 2). O volume de sémen foi maior na
quinta coleta e, no inicio e final do periodo reprodutivo, apresentou volume
menor (p<0,10). Ao longo dos experimentos a motilidade espermatica teve uma
duracdo média de 59+12 segundos (p<0,10).

Tabelal Pardmetros de peso, comprimento padrdo e medidas abdominais M1,
M2, M3 de machos de curimba (Prochilodus lineatus) durante
periodo reprodutivo (p<0,10)

Coleta (semana)

Parametros’ E 7 3 7 o &
Peso(kg) 0,80(1,38)* 0,93(1,11)% 0,88 (0,4 1,1 (1,50 1,3(0,71)* 1,1(0,8)
CP(cm)  40,8#15* 37,5+4,8*° 38,4+3,6* 38,3+3,1®° 29,1+2,9° 34,9+1,2°¢
M1 (cm)  56,8+#3,1* 51,6+6,8* 51,5456 50,04¢53" 37,3+3,8" 357415
M2 (cm) 61,318 56,5+7,7* 53,6+4,9* 50,7459" 39,8+4,2° 50,1+1,1°

M3 (cm) 353(1,5)* 335(82)" 357 (7,07 32(50)7% 27(7,2°" 486 (63)°

'Mediana (distancia interquartilica)/ média+desvio padréo. Letras diferentes na mesma
linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,10) pelos testes de ANOVA
ou Kruskal-Wallis (este quando néo observada distribuicdo normal nos dados pelo teste
de Shapiro-Wilk ou igualdade de variancia pelo teste de Levene),



Tabela 2 Parametros de cortisol, glicose, testosterona, volume de sémen, concentracdo espermatica e alteracdes
morfoldgicas (% sptz normais) de machos de curimba (Prochilodus lineatus), coletados durante periodo
reprodutivo (p<0,10)

Coleta (semana)

Parametros’ 12 92 32 4 52 &
Cortisol (ug/dL) 42,7+11,2°  31,8421,7°  40,546,2° 35,646,5°  38,6+35"  37,7+1.2°
Glicose (mg/dL) 85,3+16,9° 160,2455,5° 56,5+82"  101,7426,7°° 485+9,3"  104,1+1,6°
Testosterona (pg/dL) 148,3+33,8* 73,7489 81,8+225"  46,6+6,6°  61,8+21,8° 83,2+18,6"
Volume de sémen (ml) 55(2,1)°  3,032)"  4948) 6,5(3,9) 1,5 (0,4)° 3,3(1,2)'°
Concentragao espermatica (x10° /mL) 1,740,3° 1,7+0,3* 1,8+0,3% 2,3+0,7° 1,9+0,2° 2,5+0,3%

Alteractes morfolégicas

0 ’ 82,0£2,7°  86,0+¢34°  835+7,8°  89,3:x15°° 888x17°° 90,013
(% sptz normais)

'Mediana (distancia interquartilica)/ médiatdesvio padrdo. Letras diferentes, na linha, indicam diferencas estatisticamente
significativa (p<0,10) pelos testes de ANOVA ou Kruskal-Walis (este quando ndo observada distribui¢do normal nos dados pelo teste
de Shapiro-Wilk ou igualdade de variancia pelo teste de Levene).

16
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Considerando os dados de correlagdo, as medidas M1xM2 (r=0,829;
p=0,000) apresentaram correlagdo positiva em que quanto maior foi M1 maior
foi M2. A medida M3 teve correlacdo positiva com a medida M2 (r=0,400;
p=0,039). Esses dados demonstram que a génada cresce de forma homogénea
durante o periodo reprodutivo.

A concentracdo de espermatozoide apresentou correlacdo positiva com a
concentracdo de testosterona (r=0,430; p=0,025) e com o volume de sémen
(r=0,430; p=0,025). Portanto, quanto maior a concentracdo plasmatica de
testosterona maior 0 volume seminal e maior a concentracdo de espermatozoide
ejaculado (tabela 3).

Os dados de correlacdo, também, demonstraram que ha uma correlacdo
negativa entre o periodo reprodutivo e a concentracdo de cortisol (r=-0,617;
p=0,001). Ou seja, com o passar dos dias reprodutivos as concentracGes
plasmaticas de cortisol diminuiram. O mesmo comportamento foi observado
com o volume de sémen que diminuiu ao longo do periodo reprodutivo (r=-
0,327; p=0,096), (Tabela 3).

Tabela 3 Coeficientes de correlagdo dos parametros reprodutivos de machos de
curimba (Prochilodus lineatus) durante o periodo reprodutivo

(p<0,10)

Parémetro Correlagdo Valor de p

M1 x M2" 0,829 0,000

M2 x M3 0,400 0,039

Concentragdo espermatozoide x Testosterona® 0,430 0,025

Concentragdo espermatozoide x volume sémen* 0,430 0,025

Perfodo reprodutivo x cortisol® -0,617 0,001

Periodo reprodutivo x volume sémen? -0,327 0,096

M1-largura entre nadadeiras peitorais; M2- largura da regido intermediéria entre
nadadeiras peitorais e papila urogenital; M3- largura na regido da papila
urogenital.*Coeficiente de correlacio de Pearson. “Coeficiente de correlacdo de
Spearman.
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3.2 Resultados referentes aos parametros reprodutivos das fémeas de
curimba (Prochilodus lineatus)

O peso médio encontrado para as fémeas foi de 1,41(1,1) kg e ndo houve
diferenca estatistica entre as coletas (p>0,10). O comprimento padrao das fémeas
foi de 38,2+5,4cm (p<0,10). A medida M3 foi maior no final do periodo
reprodutivo enquanto a medida M1 apresentou diferenca estatistica entre as
coletas, mantendo-se estatisticamente igual até a metade do periodo reprodutivo
e diminuindo no final (p<0,10).

Para os pardmetros glicose, cortisol, progesterona, estradiol, peso da
desova, nimero total de odcitos e diametro de odcitos e posicdo da vesicula
germinativa ndo houve diferenca estatistica (p>0,10), (Tabela 5).

A taxa de fertilizacdo apresentou diferenca estatistica entre as coletas,
sendo menores até a metade do periodo reprodutivo e maiores a partir da metade
até o final do periodo (p<0,10) (Tabela 5).
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Tabela4 Parametros de peso, comprimento e medidas abdominais de fémeas
de curimba (Prochilodus lineatus) durante periodo reprodutivo
(p<0,10)

Coleta (semana)
1a 2a 3& 4a 5& 66

Parametro!

Peso (kg) 0,80(0,8)° 2,1(L0) 22(1,2° 13(L7° 1,0(09° 1,1(0,5)
CP(cm)  39,748,7° 41,64¢52° 335+2,6° 42,8436 33,747,5° 39,2+4,6°
M1(cm) 62,3+14,1° 63,7+4,1° 54,7+145% 57,8+7,2° 47,8+11,0° 40,5%4,1°
M2 (cm)  67,2¢17,7° 78,958 650£152° 66,7+9,7° 53,5+13,8° 61,3+6,5°

M3 (cm) 38,7(14,1)° 37,4(8,2)° 31,3(54)° 36,0(11,3)° 25(11)° 30,3 (13,5)°

'Mediana (distancia interquartilica)/ média+desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,10) pelos testes de ANOVA
ou Kruskal-walis (este quando ndo observada distribuicdo normal nos dados pelo teste
de Shapiro-wilk ou igualdade de variancia pelo teste de Levene).
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Tabela5 Parametros de glicose, cortisol, progesterona, estradiol, peso desova, numero total de odcitos, diametro
oocitos, PPVG e TF de fémeas de curimba (Prochilodus lineatus) durante periodo reprodutivo (p<0,10)

Coleta (semana)

Parametros *

12 28 3? 42 52 6°
Glicose (mg/dL) 101,3423,2 106,8456,9 69,7+15,1 113,5427,3 61,6+26,9 80,8+19,3
Cortisol (ug/dL) 45,248,9 42,3+6,1 31,5+2,4 34,3£8,6 44,7+£10,1 42,2+7,4
Progesterona (ug/dL) 33,548,1 29,7420,4 39,9+3,2 43,2+14,2 39,549,9 36,9+10,5
Estradiol (pg/ml) 6255,7 (78) 8814,3(9892) 6001,0(1502) 6315,9(5635) 6954,9(1594)  6867,7(1678)
Peso desova (mg) 182,7+74,1 363,0+9,2 413,3+194,2 315,3+4,3 226,0+94,8 165,34+51,0
NUmero total odcitos (x10°) 2,311 4,115 3,915 3,317 2,6+1,6 2,216,1
Diametro odcito (mm) 3,9+0,2 4,5+0,3 4,6+0,3 4,5+0,1 4,5+0,2 4,4+0,1
PPVG (%operiférica) 75 (15) 82,5 (65) 75 (28) 57,5(40) 45(40) 67,5(5,0)
TF (%) 12,1 (8,0)° 3,9(7,2)° 6,2(1,6)" 56,7(40,5)* 64,0(85,0) 63,7(3,8)

'Mediana (distancia interquartilica)/ médiaxdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,10) pelos testes de ANOVA ou Kruskal-walis (este quando ndo observada distribui¢do normal nos dados pelo
teste de Shapiro-wilk ou igualdade de variancia pelo teste de Levene).
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As medidas M1 e M2 apresentaram correlacdo positiva, quando aumenta
a medida M1 também aumenta a medida M2 (r=0,859; p=0,000). A medida M1
também apresentou correlacdo positiva com a concentracdo plasmatica de
glicose (r=0,520; p=0,005) (Tabela 6).

Tabela 6

Coeficientes de correlagio de Pearson para 0s parametros
reprodutivos de fémeas de curimba (Prochilodus lineatus) durante o
periodo reprodutivo (p<0,10)

Parametro Correlagdo Valor de p
M1 x glicose 0,520 0,005
M1 x M2 0,859 0,000

M1-largura entre nadadeiras peitorais; M2- largura da regido intermediaria entre
nadadeiras peitorais e papila urogenital.
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4 DISCUSSAO

No periodo reprodutivo estudado, que compreendeu 0s meses de
novembro de 2013 ao inicio de fevereiro de 2014, os indices pluviométricos
foram baixos tendo uma média de 6,2+2,8mm. Silva (2007) relata em seus
achados uma precipitacdo média de trés periodos reprodutivos de 225,92mm.

A temperatura média da agua dos tanques de terra, durante o periodo
reprodutivo, foi 24,2+1,8°C. Porém, ap0s a retirada dos reprodutores do tanque
de terra, eles foram para o tanque de alvenaria com temperatura controlada de
28°C. Silva et al. (2009) citam que a temperatura média indicada para
reproducdo de curimbas (Prochilodus lineatus) é 28°C, sendo essa adequada
para o crescimento gonadossomatico e controle do eixo hormonal hipotalamo-
hip6fise-gbnada. Woynarovich e Horvath (1989) assinalam que abaulamento
ventral é mais observado em fémeas, porém essa caracteristica pode ser utilizada
também para selecdo de machos. Em nossos resultados, pode-se observar uma
correlacdo positiva entre as medidas M1 e M2 e entre as medidas M2 e M3 em
machos, demonstrando a presenca do abaulamento celomatico em todo o
comprimento do peixe.

O volume espermatico variou de 5,5(2,1)mL no come¢o do periodo
reprodutivo a até 3,3 (1,2) mL no final do periodo. A testosterona teve sua maior
concentragdo no inicio do periodo reprodutivo, porém o numero total de
espermatozoides ndo se alterou ao longo do periodo reprodutivo. A 11-
cetotestosterona (11-KT) induz a produgdo de ativina pelas células de Sertoli,
estimulando a proliferacdo de espermatogbnia (MIURA; MIURA, 2003). Miura
et al. (2006) demonstraram que, ap6s 20 dias de cultivo de espermatogbnias com
estimulo da 11-KT, ocorre sua diferenciagdo em espermatozoides, indicando que
as espermatogbnias demoram um tempo para se diferenciarem em

espermatozoides, o0 que explicaria 0s niveis aumentados de testosterona
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plasmatica nos machos, no inicio do periodo reprodutivo e o aumento na
concentragao espermatica ao longo do periodo reprodutivo.

Os dados de correlagdo foram positivos entre a concentragdo plasmatica
de testosterona e o volume de sémen e entre o volume de sémen e a
concentracdo de espermatozoides. O aumento da concentracdo plasmatica de
testosterona desencadeia um feedback negativo, determinando assim a variagéo
em picos da testosterona (BABIN; CERDA; LUBZENS, 2007).

Segundo Kammerer, Cech e Kultz (2010), a concentracdo plasmatica de
cortisol em tilapia, fora de época de reproducdo, é em média 50ug/dL. Em
nossos experimentos ndo houve diferenca estatistica para as concentracfes de
cortisol em machos ao longo do periodo reprodutivo e os valores foram
proximos do encontrado pelos autores acima citados. Além disso, houve uma
correlacdo negativa entre o cortisol e o periodo reprodutivo, ou seja, conforme
avangava 0 periodo reprodutivo ocorria uma diminuicdo da concentracdo
plasmatica de cortisol. O eixo hipotalamico-hipofisario-interrenal, responsavel
pelo controle do estresse primario, tem controle direto no eixo hipotaldmico-
hipofisario-gonadal e o cortisol interfere diretamente na reproducdo, podendo
acelerar, atrasar ou inibir a reproducdo (SHAHJAHAN; KITAHASHI;
PARHAR, 2014). Conforme o estresse se torna crdnico, os niveis de cortisol
diminuem (TOKARZ et al., 2015). E possivel que a diminuicdo dos niveis de
cortisol, ao longo do periodo reprodutivo, também, tenha influenciado no
aumento do volume de sémen e na porcentagem de espermatozoides normais.

A concentracdo plasmatica de glicose em machos, também, apresentou
uma variagdo em picos, porém ndo houve diferenca estatistica entre as
concentragBes durante o periodo reprodutivo. Martinez, Azevedo e Winkaler
(2008) descrevem que a concentracdo plasmatica de glicose em curimba, fora do
periodo reprodutivo, é em média 54mg/dL. Simonato (2006), também, descreve

uma media de concentracdo plasmatica de glicose de 45mg/dL. Portanto, em
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nossos experimentos, ainda que ndo tenha sido uma diferenca estatisticamente
significativa, os valores, ao longo do periodo reprodutivo, foram mais altos do
gue aqueles encontrados pelos autores citados.

Em fémeas, apenas a medida M3 apresentou diferenca estatistica ao
longo do periodo reprodutivo, diminuindo com o passar do tempo. Porém, na
ultima coleta, o abaulamento celomético volta a aumentar. Para M1, a
diminuicdo, com o passar do tempo, também, foi visivel e para M2 ndo houve
diferenca estatistica. Segundo McMillan (2007), conforme os foliculos véo
incorporando vitelogenina e aumentando de tamanho, eles vao sendo deslocados
no interior da génada. Sendo assim, é provavel que o desenvolvimento gonadal
comece pela regido cranial, representado em nossos experimentos pela medida
M1 e termine pela regido caudal, representado pela medida M3. Em nossos
experimentos, a medida M2 ndo se altera, pois conforme os foliculos crescem e
vao se deslocando por meio da gbnada, a parte média esta sempre aumentada.

Foi demonstrado, em nossos experimentos, que ndo houve diferenca na
concentracdo plasmatica de estradiol, progesterona e cortisol. O estradiol é
responsavel pela vitelogénese, que ocorre durante o0 processo de
desenvolvimento gonadal e que permite a formacdo e o acimulo de vitelo no
odcitos proporcionando um grande crescimento dos mesmos (SALLUM, 1999).
Ja os progestagenos tém papel importante na maturacdo oocitaria e desova
(FERNANDES et al., 2014). Segundo Tokarz et al. (2015), ap6s a vitelogénese,
0s niveis de estradiol diminuem e os niveis de progesterona e MIS aumentam,
promovendo maturagdo folicular.

As medidas M1 e M2 tém uma forte correlagdo positiva demonstrando
gue a gbnada aumenta seu tamanho de maneira equivalente. Além disso, a
glicose apresentou correlagdo positiva com medida M1. Observa-se que a
reproducdo é afetada pelas reservas energéticas do animal cujos mecanismos

neuroendocrinos estdo associados a balango energético (SHAHJAHAN;
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KITAHASHI; PARHAR, 2014). Porém, em nossos experimentos, ndo houve
diferenca estatistica em relacdo ao cortisol durante o periodo reprodutivo.
Possivelmente, a medida que ocorre desenvolvimento gonadal, também, ocorre
um aumento na disponibilidade de energia, na forma de glicose plasmatica.
Neste trabalho, demonstra-se que a utilizacdo das medidas M1 e M2 do
abaulamento celomatico pode ser aplicada para selecao de reprodutores fémeas e
machos. Demonstramos, também, a relacdo existente entre 0s parametros
reprodutivos e o perfil plasmético dos horménios reprodutivos de machos e

fémeas de curimba (Prochilodus lineatus) no periodo reprodutivo.
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5 CONCLUSOES

Os parametros morfométricos ndo sdo confidveis para avaliacdo da
maturacdo gonadal em machos e fémeas de curimba (Prochilodus lineatus). Em
machos de curimba, a determinacdo da concentracdo plasmatica de testosterona
pode ser utilizada para identificacdo da qualidade espermatica. As quantificacdes
plasmaticas dos hormonios reprodutivos estradiol e progesterona ndo podem ser
utilizadas para identificar a fase de maturacdo gonadal, pois as fémeas ja estdo

em vitelogénese completa.
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ABSTRACT

The objective in the present study was to determine the coelomic
bulging through morphometric measurements M1, M2 and M3 as well as
reproductive parameters and hormonal profile in male and female of
Prochilodus lineatus induced with crude extract of carp pituitary, during the
reproductive period. The experiment was conducted in Itutinga experimental
station from November 2013 to February 2014. Females were selected through
the ventral bulging and hyperemia of the urogenital papilla while males did
release semen through a mild abdominal compression. After selecting the
breeders were weighed and measured the pattern length, and coelomic measures.
The M1, M2 and M3 measurements were made immediately after the weighing
with the aid of a caliper rule, where M1 was made on the position of the pectoral
fins, M2 between the pectoral fins and urogenital papilla and M3 in the
urogenital papilla position. After the measurements, blood was collected through
puncture with tube containing EDTA. They were quantified in plasma glucose of
each breeder, testosterone, 17-p-estradiol, progesterone, and cortisol. It was
found that the abdominal morphometric measurements M1 and M2 do not
correlate with reproductive parameters evaluated both for males and females.
Testosterone not correlated with the coelomic bulging or the quality of gametes
(p >0.10). But along the reproductive period testosterone showed a pattern of
concentration peaks, which are probably related to the volume and concentration
of sperm. For females there was no change in plasma concentrations of estradiol
and progesterone and no correlation between hormones with spawning quality
parameters. However, plasma glucose concentracdo showed a correlation with
ventral bulging suggesting a metabolic change to energy maintenance.

Key- words: Reproduction. Estradiol. Hormonal induction. Testosterone
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