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Utilizagdo de hormonios na reproducéo induzida do surubim (Pseudoplatystoma spp)
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Resumo

Um dos grandes entraves para a produgdo comercial de surubim é o fato de o0 mesmo néo se reproduzir
naturalmente em cativeiro. Diversos trabalhos demonstraram a possibilidade de reprodugdo por meio de técnicas
de inducdo artificial a desova, o que ja vem sendo utilizado com sucesso pelos produtores. A aplicagdo da
técnica de hipofisagdo ¢ realizada rotineiramente na reprodugdo do surubim, porém ainda esbarra em alguns
entraves, como o alto custo e taxa de resposta positiva variavel. Este artigo visa discutir diversas pesquisas que
estdo sendo realizadas, demonstrando a possibilidade de melhora dos indices reprodutivos nessa espécie por
meio da utilizagdo de outras técnicas ou de ajustes nos protocolos ja empregados.
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Abstract

Natural reproduction of surubim under farming management do not occur efficiently. Scientists
demonstrated the there is a possibility of improving reproduction efficiency under farming management systems
using assisted reproduction techniques. Currently the only technique used with relative success in commercial
productions is the induction of spawing through the use of pituitary injection. However, it has been showed that
other techniques resulted in success. This article has the aim to show what is currently being done in this area
of research, trying to focus in achieved improvements in the reproductive efficiency of surubim using new
approaches or improving already known protocols.
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Introducéo

A reprodugdo é quase sempre um fendomeno sazonal ou ciclico. As zonas temperadas e frias sdo
caracterizadas por um ciclo anual de temperaturas e fotoperiodo; nos trépicos, os habitats de agua doce podem
ser alternados marcadamente pelas estagdes chuvosas.

O sistema enddcrino estd diretamente relacionado com fatores ambientais e a atividade dos 6rgdos da
reprodug@o. Trocas nas condi¢des ambientais, atuando por meio do sistema sensorial e dos centros especificos do
cérebro, desencadeiam neurossecrecdes as quais regulam as atividades da hipofise, que por sua vez, atua sobre as
gonadas e seus produtos.

Grande parte dos peixes mantidos em condi¢cdes de confinamento tendem a apresentar disfungoes
reprodutivas. Nas fémeas, essas falhas sdo caracterizadas por problemas na maturagdo final dos ovdcitos,
ovulagdo e na ovoposicdo. Ja nos machos, a pequena quantidade de sémem e sua baixa qualidade sdo os achados
mais comuns.

Cerca de 13% dos peixes da Bacia do Sdo Francisco tém valor comercial, sendo que 80% desses nao
conseguem reproduzir-se naturalmente em condigdes de cativeiro, o que ressalta a importancia de trabalhos com
indugdo artificial a desova. Assim, torna-se necessario o dominio na manipulacdo da atividade reprodutiva,
possibilitando a produgdo de alevinos dessas espécies. Isso contribuiria para a conservagdo e impulsionaria o
cultivo (Sato et al., 2003), o que de certa forma reduziria a pressdo sobre os estoques naturais.

O surubim, assim como diversas outras espécies utilizadas na aquacultura, ndo se reproduz
naturalmente quando confinado. Isso ocorre devido a falta de estimulos do ambiente natural na época da
reprodug@o nos peixes mantidos em cativeiro. Como resultado, ocorrem falhas no processo de liberagdo da
gonadotropina, responsavel pela maturagédo final, o horménio luteinizante (LH) (Zohar e Mylonas, 2001). Porém,
o surubim, apresenta boa resposta a técnicas de indugdo hormonal. Essas técnicas ja foram testadas em diversos
peixes da Bacia (Sato, 1989), sendo empregadas com sucesso em cerca de 25 dessas (Sato et al., 2003).
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No cultivo de surubim, a maturagao final dos ovdcitos tem sido feita pelo uso de hormonios (naturais ou
sintéticos), processo rotineiramente chamado de reprodugdo induzida. O sucesso dessa pratica mostrou que os
controles endocrino e metabolico sdo os principais reguladores endogenos da etapa de ovogénese e, por
conseguinte, os estudos concentraram-se em sua maioria sobre esses enfoques (Lam, 1982; Nagahama, 1983).

A aplicagdo das técnicas convencionais de inducdo hormonal é indicada para peixes no final da
vitelogénese. Nessa fase, a vitelogénese esta completa nos ovocitos, sendo necessaria a indugdo hormonal a fim
de garantir a maturagdo final e a desova. Essa etapa final consiste basicamente na migra¢do ¢ a posterior
desintegracdo da vesicula germinal, com o rompimento do envelope folicular ¢ a conseqiiente liberagdo dos
ovocitos na luz do ovario. Para os machos, a fun¢do basica da indu¢do hormonal é o aumento do volume de
sémen, que estd mais associado com uma maior fluidez do sémen produzido do que com o aumento do nimero
de células espermaticas (Zaniboni Filho e Weingartner, 2007).

Apesar de o Brasil ter sido pioneiro na desova induzida, sdo poucos os peixes que tém um pacote
tecnologico definido baseado em pardmetros confiaveis de serem ajustados de acordo com suas diferentes
caracteristicas. Segundo Sato (1999), quando se determina o protocolo ideal de certa espécie, esses mesmos
dados podem ser aplicados em outros peixes pertencentes a0 mesmo género ou mesmo de grupos mais elevados.
Como exemplo, cita-se o trabalho desenvolvido de Estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés Marias onde
a desova induzida do surubim s6 foi concretizada apds o estabelecimento da desova artificial de Pimelodus
maculatus, ambos da familia Pimelodidae.

Hipofisacéo

A técnica de inducdo artificial utilizada rotineiramente na reproducdo de surubim ¢é chamada de
hipofisagdo. Consiste na administragdo de extrato hipofisario de peixe, geralmente de carpa comum (Cyprinus
carpio), injetado na cavidade celomatica ou via intramuscular nos reprodutores, em duas aplicagdes. Essa técnica
age diretamente na meiose, promovendo a maturagao final do ovocito (von Thering e Azevedo, 1936). O tempo
entre as aplicagdes do extrato de hipofise e a dosagem hormonal distribuida entre as doses vem sendo bastante
estudado, uma vez que tais variaveis podem mudar de acordo a exigéncia de cada espécie.

Nas fémeas de surubim, geralmente, emprega-se a administracdo de duas doses do horménio com
intervalo aproximado de 12 a 13 horas entre as aplicagdes, com a agua em uma temperatura entre 23,5 a 25°C. A
primeira dose (0,8 mg/kg) serve para estimular a migragdo da vesicula germinal, ¢ a segunda (6,1 mg/kg), para
induzir a quebra dessa vesicula, ovulagdo ¢ desova (Woynarovich ¢ Horvath, 1983). Ja4 para os machos, ¢
utilizada a administragdo de dose hormonal unica (2,5-3,0 mg/kg), aplicada no mesmo momento da segunda
dose das fémeas. Seguindo esse protocolo, os reprodutores deverdo estar aptos a extrusdo em aproximadamente
226 horas-grau ou 9,3 horas (Sato, 2003). O termo “horas-grau” refere-se ao tempo (horas) multiplicado pela
temperatura da agua (C°), sendo que cada espécie de peixe apresenta necessidades diferentes para essa medida.

O total de ovocitos extruidos deverio representar cerca de 5% do peso corporal das fémeas (Sato et al.,
2003). Os valores de percentagem de ovocitos extruidos por fémea, assim como a fertilizacao e a fecundidade
dos mesmos, podem ser variaveis de acordo com a classe de peso estudada.

A técnica de hipofisag@o apresenta uma série de entraves, tais como: desconhecimento do contetido de
gonadotropina das hipdfises, uma vez que se trabalha com numeros ou peso das hipofises e ndo sua atividade
hormonal; ndo padroniza¢do do material empregado; dificuldade em obtengdo de glandulas em quantidade e
qualidade satisfatoria durante todo o ano, alto custo, dificuldade na determinagio exata do momento do inicio do
protocolo de indugdo, o qual depende do estagio de maturagdo gonadal.

As taxas de resposta positiva a hipofisagdo variam de 60 a 100%. Na Estacdo de Hidrobiologia e
Piscicultura de Trés Marias, entre os anos de 1995 e 1998, foram induzidos 12 machos e 18 fémeas de surubim,
obtendo-se uma resposta a hipofisacdo de 66,7%. A percentagem de ovocitos residuais (retidos no ovario em
relagdo aos extraidos, apds a desova) foi de 36,04 + 14,67 (Sato, 1999). Ja Sato et al., (2003) encontraram uma
taxa positiva de apenas 58,3%. Tais numeros podem demonstrar a possibilidade de melhora dos indices
reprodutivos nessa espécie a partir de ajustes nos protocolos de identificagdo do estddio de maturagdo e,
conseqiientemente, no momento de administracdo hormonal.

Outras técnicas

Pelos motivos citados anteriormente, diversos autores tém proposto e conseguido a substitui¢do da
hipofisacao por outras técnicas (Lam, 1982; Goos et al., 1987). A procura de novas alternativas para obtengio de
desovas em peixes tropicais conduziu a busca por produtos sintéticos, como as gonadotrofinas, levando ao
desenvolvimento de técnicas que possibilitem a indugdo a maturagdo final, a ovulagdo e a espermiacdo de
maneira mais eficiente e custo-efetiva (Leonardo, 2003).

Dentre as varias possibilidades, utiliza-se gonadotropina parcial ou totalmente purificada de peixes.
Essa foi obtida pela primeira vez em 1970, tornando-se possivel a utilizagdo de um produto bem mais especifico
que o extrato hipofisario (Donaldson e Hunter, 1983). A gonadotropina semipurificada de salmao (SG G100)
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chegou a ser produzida comercialmente, sendo um produto padronizado por meio de bioensaio e que permitia
um longo periodo de estocagem;apesar disso, o pre¢o elevado limitou o seu uso no setor produtivo (Harvey e
Carolsfeld, 1993).

Segundo Carrillo et al. (2001), as gonadotropinas (GtH) sdo hormoénios glicoproteicos de origem
hipofisaria e placentaria (mamiferos) que estimulam o desenvolvimento das gonadas. A hipofise dos teledsteos
secreta duas classes de gonadotrofinas: a GtH-I (vitelogénese e da espermogénese) ¢ a GtH-II (maturagéo final
dos ovdcitos e da ovulagdo), sendo o principal responsavel pela secre¢do e liberagdo de ambas o GnRH
(Leonardo, 2003).

A gonadotropina purificada de origem humana (HCG) também foi testada em surubim, mostrando-se
um potente indutor da ovulagdo, apesar de ndo estimular todas as espécies de peixes. A grande diferenga na
estrutura molecular da HCG, comparada com a gonadotropina de peixes, exige a aplicagdo de elevadas doses
para estimular a maturagdo final de peixes, tornando o processo economicamente proibitivo (Harvey e
Carolsfeld, 1993). Leonardo (2003) comparou o extrato de hipéfise de carpa (HC), o HCG e o conjugado entre
as duas substincias na indug¢do hormonal de cachara (Pseudoplatystoma fasciatum), verificando que o HCG foi
mais eficaz em relagdo ao HC na inducdo a desova e que a combinagdo de HC + HCG néo foi adequada a esse
peixe.

A utilizacdo dos horménios liberadores de gonadrotropinas (GnRH) para a indugéo a desova de peixes
vem sendo empregada com sucesso desde 1975 (Donaldson ¢ Hunter, 1983), podendo ter uma boa possibilidade
para a reproducdo do surubim. Trata-se de uma molécula pequena e simples, dando oportunidade para a
alteragdo da estrutura molecular e a sintese de analogos, possibilitando a producdo de hormonios 50 a 100 vezes
mais potentes (Harvey e Carolsfeld, 1993).

Destaca-se o emprego do GnRH em duas de suas formulas mais comuns, a do analogo de mamifero: D-
Ala®-Pro’-mLHRH-NET e a do de salmdo: [D-Arg®, Pro’ Net] sGnRH, tendo esta tltima maior atividade. A
dosagem dos analogos de GnRH recomendada para inducdo a desova de peixes ¢ igualmente variavel, tendo sido
efetiva entre 1 e 100pg/kg, embora o setor produtivo utilize valores entre 5 e 20ug/kg (Harvey e Carolsfeld,
1993). Mugnier et al. (2000) usaram o analogo (GnRH-a), [d-Ala®-Pro’-Net] em Scophthalmus maximus,
comprovando a eficacia desse hormonio na sincronizacdo do periodo de desova que ficou restrito & metade do
periodo controle, além de aumento significativo no nimero de fémeas que ovularam.

Trés grandes vantagens dos hormonios liberadores de gonadotropina sdo verificadas na indugo a
maturagdo final e a desova dos peixes. A primeira ¢ que atuam no inicio da cadeia hormonal e estimulam o peixe
a sintetizar a sua propria gonadotropina, eliminando, assim, os problemas relacionados a utilizagdo de
gonadotropina de outras espécies. A segunda ¢ que a molécula ndo ¢é altamente espécie-especifica. Por tiltimo,
sdo estruturas simples e facilmente fabricadas, apresentam grande estabilidade estrutural, sdo efetivas com
pequenas dosagens de aplicagdo e o seu uso é economicamente vantajoso (Harvey e Carolsfeld, 1993). No caso
da utilizacao desses horménios em fémeas de surubim, a grande desvantagem seria o tempo prolongado para
ovulagdo, como observado por Brzuska (2001) em siluriformes. Devido a tais inconvenientes, produtores e
pesquisadores tém sido relutantes na aplicagdo dos analogos.

Entretanto, a administracdo de substancias compostas (Ovaprim, Dagin, Ovopel e Aquaspawn, Ovudal)
contendo GnRH-a e um inibidor da dopamina (metaclopramida) tem contribuido para a retomada do uso de
produtos com esses analogos, uma vez que clas possibilitam a administragdo da dose exata sem a necessidade de
se pesar a solugdo. E um método simples e rapido de preparo e armazenamento e elimina uma injegdo extra de
inibidores da dopamina (Kucharczyk ¢ Szabd, 1998). Bruska e Bialowas (2002) compararam o uso de Ovopel ¢
extrato de hipofise na reproducdo de Cyprinus carpio, verificando que o grupo de peixes tratados com a
substancia composta apresentou maior numero de fémeas desovadas e ovos de melhor qualidade. A comparagio
entre o extrato hipofisario e o composto também foi efetuada para fémeas de Silurus glanis, comprovando que o
grupo que utilizou o Ovopel na reproducdo apresentou maior niimero de fémeas aptas a desova, além de maior
sobrevivéncia de larvas Bruska (2001). Perez et al. (2001) utilizaram o analago “Ovudal” na inducao reprodutiva
de P. fasciatum na dosagem de 10 mg/kg para fémeas e 1 mg/kg para os machos, comprovando a eficicia e a
possibilidade de emprego de tal produto para essa espécie. O Ovudal é um andlogo artificial do LHRH contendo
a D-alanina na posi¢do 6.

Um outro analogo do GnRH, a busserelina, vem sendo utilizado com sucesso para a indugio de peixes.
O acetato de buserelin (Conceptal®) foi testado no Brasil nos trabalhos pioneiros com GnRH desenvolvidos no
Centro de Pesquisa e Treinamento em Aqiiicultura - CEPTA com o pacu Piaractus mesopotamius por (Ribeiro et
al., 1986; Carolsfeld et al., 1988; Lima et al., 1988).

E importante salientar que, seja qual for o protocolo utilizado na indugdo artificial a desova, a
determinag@o do melhor momento para se iniciar o procedimento ¢ fundamental para o sucesso reprodutivo.

Implicagdes econdmicas

Carolsfeld et al. (1988) efetuaram um estudo econémico comparativo com diversas substincias usadas
na reprodugdo induzida de peixes, mostrando que a associacdo de GnRH com domperidona tinha um custo de R$
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2,48 por quilo de animal tratado, enquanto a hipofisagdo saia por R$ 4,43, chegando a atingir R$ 248,00 para o
GtH de salmao purificado. Esses dados corroboram os mostrados por Thomas e Boyd (1989).

Os elevados precos das hipofises de carpa e de salmdo, nos mercados nacional e internacional,
estimularam a realiza¢do de trabalhos com hip6fises de outros animais, obtendo-se sucesso com utilizagdo de
frango, pato, rd e coelho (Nwadukwe, 1993; Streit Jr, 2002). Souza et al. (2003) compararam a utilizagdo de
hipéfises de frango (EHF), de coelho (EHCo) e de carpa (EHC) na indugdo de Cyprinus carpio. Avaliaram-se o
volume médio de s€émen, a concentragdo de espermatozoides e o niimero total de espermatozoides liberados no
sémen. Constatou-se que, para esses indices, os machos tratados com EHF ¢ EHC (p<0,05) foram superiores em
relacdo ao EHCo. Nao houve diferenca (p>0,05), porém, para a motilidade progressiva, o vigor espermatico ¢ a
taxa de eclosdo em funcdo dos diferentes hormoénios utilizados nos machos. Em fémeas, as desovas, a unidade
térmica acumulada, o nimero de ovocitos/g de ovdcitos liberados e a taxa de eclosdo de acordo com o hormonio
utilizado na fémea apresentaram melhor desempenho ao se utilizar EHF e EHC (p<0,05), comparado com
EHCo. De acordo com os resultados encontrados, sugeriu-se a possivel utilizagdo do EHF para indugdo de
machos e novas pesquisas em relagdo as fémeas, sendo que o EHCo ndo promoveu estimulagdo satisfatoria em
machos e fémeas.

Extruséo, fertilizagéo e algumas caracteristicas reprodutivas do surubim

Os ovocitos extrusados sdo depositados em um recipiente, colocando-se 0 sémem sobre 0os mesmos ¢
misturando suavemente. Todo processo ¢é efetuado sem a adigdo de agua.

Sato et al. (2003), observaram que os ovocitos extrusados representavam 3,83% do peso das fémeas,
verificando ainda cerca de 1,27% do peso desses animais em ovocitos residuais, o que representa
aproximadamente 36,04% de ovocitos retidos no ovario em relagdo aos extrusados. O numero médio de ovocitos
por grama de ovario foi de 2468 + 82.

As células espermadticas permanecem imoveis no testiculo dos peixes devido a elevada concentragdo de
potassio, de forma que, imediatamente apds entrarem em contato com a dgua o potéssio, ¢ diluido e as células
sdo ativadas (Zaniboni Filho e Weingartner, 2007). Ap6s a homogeneizacdo da massa de ovocitos e sémem,
adiciona-se a agua, o que promove a ativagdo dos espermatozoides e conseqiiente fertilizagdo dos ovulos.

A motilidade do sémen varia entre as diferentes espécies de peixes, porém, geralmente, ¢ inferior a um
minuto (Harvey e Carolsfeld, 1993). De modo semelhante, os 6vulos de diferentes espécies sdo ativados pelo
contato com a agua, devendo ser fertilizados imediatamente. Devido a isso, a fertilizagdo a seco é também o
método de escolha para surubim, por meio do qual évulos e espermatozoides sdo retirados dos peixes, sem
contato com a agua, misturados e somente depois esta ¢ adicionada. O procedimento de fertilizagdo a seco
possibilita a vantagem de ampliar o tempo para o manejo dos gametas, permitindo, assim, a separagdo ¢ a
quantificacdo da desova nas por¢des a serem estocadas em distintas incubadoras, além de aumentar a taxa de
fertilizagdo (Zaniboni Filho e Weingartner, 2007). Apds a mistura dos 6vulos com o sémen, procede-se a
inclusdo de agua para ativacdo dos gametas, porém a quantidade a ser adicionada precisa ser bem dimensionada.
A inclusdo de muita dgua causa a diluicdo do sémen, ¢ a diminui¢do da possibilidade de que encontrem a
micropila para a fertilizacdo da mesma forma que a quantidade insuficiente pode causar a obstrucdo da micrdpila
pelo muco do ovério ou pelo contato de outro 6vulo (Woynarovich e Horvath, 1983).

O diametro do ovdcito antes e apds sua hidratagdo varia de 0,8 a 1,3 mm. Apos esse processo, os ovulos
sdo colocados nas incubadoras com uma temperatura da agua em torno de 23,5 a 25 C° (Cardoso et al., 1995).
Sato et al. (2003) encontraram didmetros de 1,03 a 1,5 mm para 6vulos antes e apds a hidratagdo,
respectivamente, e taxas de fertilizacdo de 79,53%.

Até entdo, as técnicas usualmente empregadas na identificacdo e selecdo dos reprodutores aptos ao
inicio do protocolo de indugdo se baseavam na visualizag@o de caracteres externos como abaulamento da parede
celomatica e hiperemia e dilatagdo do poro urogenital (Fig. 1). Tais técnicas sdo subjetivas, podendo variar de
acordo com as caracteristicas de cada individuo bem como acarretar uma menor eficiéncia em programas de
desova induzida.

Mais recentemente, vem sendo utilizada a analise do fator de condigao relativo (Kn), considerado como
0 consciente entre o peso observado e o peso teoricamente esperado para um dado comprimento (Kn =
Wt/aLt).). Tal anélise ja foi aplicada para a sele¢iio de reprodutores de peixes de clima tropical (Eckmann,1984;
Sato et al. 2003).

Os siluriformes, em cativeiro, ndo sinalizam o momento da desova (Sato, 1999) e ndo completam a
maturagdo final dos ovdcitos, o que prejudica a decisdo de quando comegar o protocolo de indugdo hormonal.
Esse fato indica a importancia da execugdo de pesquisas nessa area, visando ao sucesso na criagdo comercial
dessas espécies.
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Figura 1. Poro urogenital hiperémico.

Considerac0es finais

O surubim demonstra ter boas respostas as técnicas de reproducdo induzida pesquisadas. A hipofisacdo
tem resultados ja testados e aprovados por produtores, porém seus altos custos e resultados variaveis estimulam a
tentativa de utilizagdo de outras substancias. A gonadotropina purificada de salmdo também apresentou custos
elevados, ja a gonadotropina purificada de origem humana (HCG) obteve resultados mais eficientes na indugéo
de ovulagdo do que o extrato de hipofise em cachara (Pseudoplatystoma fasciatum). Outra possibilidade sdo os
extratos de hipdfise de frango, tendo menor custo do que os de carpa atualmente utilizados na técnica de
hipofisag¢@o, demonstrando bons resultados na indug@o de ovulagdo e espermiagdo em carpas. Os analogos dos
hormonios liberadores de gonadotropina (GNRH) apresentam uma vantagem economica, porém ¢ necessario um
maior tempo para que ocorra a ovula¢ao em siluriformes, gerando relutancia entre produtores e pesquisadores na
aplicagdo desses analogos em surubim. Substancias compostas, contendo GnRH-a e um inibidor da dopamina
(metaclopramida), também obtiveram bons resultados em pesquisas, sendo mais eficientes do que o extrato de
hipéfise em diversos estudos, inclusive na indugdo reprodutiva de P. fasciatum, comprovando a eficicia e a
possibilidade de emprego de tal produto para essa espécie.
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