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Resumo

KONZEN-FREITAS, A.R., Reproducdo induzida de lambari (Astyanax lacustris) com
hormonio Kkisspeptina. 2022. 42p. Dissertagdo — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.

O extrato de hipdfise de carpa é o principal indutor reprodutivo utilizado em peixes,
mas tem sido questionado nos ultimos anos, principalmente, considerando a falta de
padronizacdo hormonal. Neste sentido, muitos indutores reprodutivos vém sendo
avaliados em peixes. Entre estes, cabe destacar a kisspeptina, a qual é produzida a partir
do hipotdlamo e causa uma cascata de comunicacao célula-célula, levando a producéo
do horménio luteinizante e horménio foliculo-estimulante na hipéfise. O objetivo do
estudo foi avaliar o desempenho reprodutivo do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax
lacustris) induzidos com o indutor Kisspeptina. Foram utilizados 49 machos em idade
reprodutiva. Foram avaliados trés niveis de kisspeptina: 0,020, 0,050 e 0,080 mg/kg de
peso vivo em dose Unica. Adicionalmente, foi avaliado um grupo de peixes induzidos
com o protocolo padrdo com extrato de hipofise de carpa — EHC (2,5 mg/kg em dose
Unica) e um grupo em que foi aplicado soro fisioldgico. Foram utilizadas 10 repeticbes
por tratamento. O sémen foi coletado apds 270 horas-graus para 0 grupo de peixes que
recebeu Kisspeptina e 160 horas-grau para o grupo induzido com EHC e soro
fisiolégico. A concentracdo de espermatozoides ndo diferiu entre os diferentes
tratamentos (entre 0,8 e 1,03 x 10° espermatozoides/mL). A mediana dos valores da
motilidade total foram maiores (P<0,05) nos peixes induzidos com EHC (28,8%) em
relagdo aos peixes induzidos com os diferentes niveis de Kisspeptina (entre 13 e 14,7%)
e com soro fisioldgico (13,2%). O mesmo comportamento foi observado para as
variaveis velocidade curvilinear, velocidade média de trajetoria, amplitude do
movimento lateral da cabeca e frequéncia de batimento flagelar, em que foram obtidos
maiores (p<0,05) valores para os peixes induzidos com EHC. Por outro lado, para as
variaveis coeficiente de linearidade, coeficiente de retilinearidade e oscilagdo média da
trajetéria espacial do espermatozoide, os valores foram maiores (P<0,05) nos peixes
induzidos com EHC em relacdo aos induzidos com 0,02 e 0,08 de kisspeptina e a
solucdo salina, mas nédo diferiu do nivel de 0,05 mg/kg. Conclui-se que as concentracfes
de kisspetina avaliadas ndo foram efetivas para melhorar as varidveis reprodutivas de
machos de lambari-do-rabo-amarelo. Palavras-chave: Caracteristicas reprodutivas,

inducdo hormonal, Kisspetina, peixes reofilicos.



Abstract
KONZEN-FREITAS, A.R., Induced reproduction of lambari (Astyanax lacustris) with
Kisspeptin hormone. 2022. 42p. Dissertation — Faculty of Veterinary Medicine and
Animal Science, Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.

Carp pituitary extract is the main reproductive inducer used in fish, but it has been
questioned in recent years, mainly considering the lack of hormonal standardization. In
this sense, many reproductive inducers have been evaluated in fish. Among these,
kisspeptin should be highlighted, which is produced from the hypothalamus and causes
a cell-cell communication cascade, leading to the production of luteinizing hormone and
follicle-stimulating hormone in the pituitary. The aim of the study was to evaluate the
reproductive performance of the yellow-tailed lambari (Astyanax lacustris) induced
with the inducer Kkisspeptin. 49 males of reproductive age were used. Three levels of
kisspeptin were evaluated: 0.020, 0.050 and 0.080 mg/kg of body weight in a single
dose. Additionally, a group of fish induced with the standard protocol with carp
pituitary extract - EHC (2.5 mg/kg in a single dose) and a group in which saline solution
was applied were evaluated. 10 replicates per treatment were used. Semen was collected
after 270 degree-hours for the group of fish that received kisspeptin and 160 degree-
hours for the group induced with EHC and saline. The sperm concentration did not
differ between the different treatments (between 0.8 and 1.03 x 109 sperm/mL). The
median of total motility values were higher (P<0.05) in fish induced with EHC (28.8%)
in relation to fish induced with different levels of kisspeptin (between 13 and 14.7%)
and with serum physiological (13.2%). The same behavior was observed for the
variables curvilinear velocity, average velocity of trajectory, amplitude of lateral
movement of the head and frequency of flagellar beat, in which higher values (p<0.05)
were obtained for fish induced with EHC. On the other hand, for the variables
coefficient of linearity, coefficient of straightness and mean oscillation of the spatial
trajectory of the sperm, the values were higher (P<0.05) in fish induced with EHC in
relation to those induced with 0.02 and 0, 08 of kisspeptin and saline, but did not differ
from the level of 0.05 mg/kg. It is concluded that the evaluated kisspetin concentrations
were not effective to improve the reproductive variables of males of yellow-tailed
lambari.
Keywords: Reproductive characteristics, hormonal induction, Kisspetina, rheophilic
fish.
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1 INTRODUCAO

A producdo de pescado proveniente da pesca e aquicultura tem papel fundamental
hoje na contribuigdo para seguranga e alimentar mundial. A producédo global de animais
aquaticos foi de 178 milhdes de toneladas em 2020, sendo 90 milhdes de toneladas
provenientes da pesca (51%), enquanto a aquicultura produziu 88 milhdes de toneladas
(49%), desse volume total 63% foram de dguas marinhas e 37 % de agua doce. Além
dos animais aquaticos devemos destacar também a producdo de algas originadas da
aquicultura com um montante de 36 milhdes de toneladas (peso Umido), conforme
observado nos dados da FAO (2022).

A producéo de pescado no Brasil atingiu 551.873.845 kg de peixe, desse volume 0s
peixes mais produzidos em ordem decrescente foram: tilapia (62,26%), tambaqui
(18,22%), tambatinga e tambacu (7,86%), carpas (3,08%), pintado, cachara, cachapira e
pintachara e surubim (2,11%), pacu e patinga (2,01%), outros peixes (0,70%), matrinxa
(0,65%), Jatuarana, piabanha e piracajunba (0,64%), curimatd e curimbata (0,58%),
piau, piapara, piaucu e piava (0,53%), truta (0,38%), pirarucu (0,34%), pirapitinga
(0,33%), trairdo e traira (0,15%), lambari (0,11%), tucunaré (0,02%) e dourado (0,01%)
de acordo com a figura 01 com consulta ao (IBGE, 2020).

PRODUGAO DE PEIXES BRASILEIRA
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Figura 1 - Producao de peixes brasileira no ano de 2020 - IBGE.

Esse volume de producdo tem influéncia direta no aumento de oferta de pescado
aos consumidores e por consequéncia no consumo. O consumo de animais de origem

aquatica per capita teve acréscimo de consumo com taxa média de 1,4% ao ano de 1961
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a 2019, o que configura um crescimento de consumo de 9,0 kg em 1961 para 20,5 kg
em 2019. Entre as espécies nativas estdo diversas espécies de lambari, de acordo com
IBGE a producdo de lambari foi registrada um montante de 631.173 kg em 2020. O
Astyanax lacustris € uma espécie com possibilidade de ampliacéo, além de ser um peixe
muito procurado para pesca esportiva, também tem muita aceitacdo para o mercado
gastrondmico como petisco (Hayashi et al., 2004). Considerando o valor econdémico e
bioldgico, é importante o desenvolvimento de tecnologias de aporte a reproducdo de
peixes reofilicos, tanto sob o ponto de vista de producdo comercial quanto de

preservacao da espécie para o ecossistema (Carneiro-Leite et al., 2020).

2 Revisdo de literatura
Astyanax lacustris

O lambari é uma espécie nativa brasileira, que pertence a familia Characidae
(Caracideos), subfamilia Tetragonopterinae. Dentre as ordens de peixes encontradas na
regido Neotropical podem incluir a dos Characiformes, constituida por 24 familias
(Eschmeyer, 2017). A que concentra maior nimero de espécies é a Characidae, com
aproximadamente 1161 espécies (Eschmeyer, 2017), logo podemos destacar o género
Astyanax (Baird e Girard, 1854). Espécies desse género, possuem caracteristicas de
exploracdo de micro habitats, formando pequenas populacdes restritas, formando assim
variagdo entre as populagdes (Garutti e Britski, 2000). Possuem interesse econémico
para consumo humano, mas principalmente para o mercado de iscas-vivas e como peixe
ornamental (Sussel, 2015; Sato et al., 2006) ou ainda, pode ser industrializado na forma
de conserva (Porto-Foresti et al., 2005).

No ambito zootécnico sdo animais de pequeno porte (Silveira e Vaz dos Santos,
2015), se adapta bem a variados ambientes. E onivoro (Sato et al., 2006), se adapta
facilmente ao treinamento alimentar com ragfes extrusadas, com bom potencial para
aquicultura. Essa boa adaptacdo e desenvolvimento promovem caracteristicas
interessantes como, altamente prolifico, sua desova pode ser total ou parcial (Sato et al.,
2006).

Além disso o lambari-do- rabo-amarelo se apresenta como uma excelente modelo
para pesquisa em reproducdo de peixes, justamente por apresentarem capacidade de
mantenca vitelogénica durante o ano todo nas pisciculturas. A reproducéo induzida do
lambari ocorre por intermédio de sistema semi-natural (Abreu et al., 2020; Lira et al.,
2018; Brambila-Souza et al., 2019), por se tratar de animais de pequeno porte, 0
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manuseio se torna dificil, podendo acarretar em alta taxas de mortalidades na
reproducdo por extrusao, diante disso a melhor alternativa é o sistema semi natural. Os
reprodutores passam pela captura e sdo escolhidos de acordo com as caracteristicas
corporais de maturagdo reprodutiva, apresentando dimorfismo sexual ventre abaulado
nas fémeas, e nadadeira anal bem &spera nos machos. Séo feitas indu¢Ges hormonais,
colocadas em caixas ou até mesmo nos tanques de piscicultura, o valor de hora grau vai
variar de acordo com o hormonio exdgeno utilizado (Abreu et al., 2020).

A reproducdo de peixes reofilicos fora do ambiente natural ainda é limitada, devido
a dependéncia de estimulos do ambiente (fotoperiodo, pluviometria, temperatura da
agua) e o uso de indutores hormonais que sejam efetivos a todos os animais para
maturacdo final, e por consequéncia desova e aumento do volume de sémen. Diante
disso, é importante que mais pesquisas sejam feitas testando indutores hormonais para
desenvolvimento de protocolos efetivos. O lambari com todas suas caracteristicas
zootécnicas e de rapida maturacao sexual, pode ser utilizado como modelo experimental
para aprimorar os protocolos de reproducdo induzida baseada em espécies nativas no

Brasil.

2.1 Reproducdo em peixes migradores

A maioria das espécies de peixes nativas, apresentam potencial produtivo para a
aquicultura, realizam o processo de migracdo para as cabeceiras e nascentes dos rios em
busca de &gua de boa qualidade para reproducdo (Paulino et al., 2011). Em sistema de
cultivo em viveiros escavados, a migracdo ndo € possivel, o que impede a maturacdo
final desses oocitos e ovulacdo. Dessa forma os ovarios de acordo com os estimulos
ambientais, conseguem atingir o estagio de vitelogénese completa, ocorrendo maturacao
completa dos odcitos, entretanto sem sua liberacdo (Zaniboni-filho e Nufier, 2004).
Caso nao tenham estimulos ambientais, ou aconteca um manejo inadequado, ou
qualquer situacdo que cause estresse a esse animal, acontecera o processo de atresia
folicular (Murgas et al., 2009).

Para reproducéo dos peixes migradores, nas pisciculturas, fora do ambiente natural
(riachos e rios), para producdo dos alevinos, sdo utilizados indutores hormonais,
podendo ser sintéticos ou no caso do EHC (Extrato de hipofise de Carpa) de um peixe
doador, para conseguir fazer a maturacdo final dos odcitos e fazer com que esses

reprodutores ovulem para producao de formas jovens (alevinos).
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2.1.1 Eixo Hipotalamo-Hipd&fise-Gonadas

A reproducdo de peixes tedsteles é regulada por sistema neuroenddcrino e acionam
neuromodulagdes no eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas, que sdo induzidos por fatores
externos. O ambiente exerce fundamental funcdo nesse processo, 0s peixes captam as
mudancas no ambiente como fotoperiodo, temperatura e periodo de chuva e alteragdes
quimicas na dgua (Kubitza, F., 2017) que sdo percebidos pelos peixes através do sistema
sensorial e direcionados ao sistema nervoso central (Yaron e Levavisivan, 2011). Essa
sincronia com os sinais ambientais garante que a ecloséo e o desenvolvimento larval,
acontecam em periodos propicios (Almeida., 2013).

O GnRH é um horménio produzido pelo hipotalamo, incita a hipéfise anterior a
liberar LH (horménio luteinizante) e FSH (horménio foliculo estimulante), enquanto a
dopamina a inibe a liberacdo (Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007). O FSH esta
envolvido na regulagdo dos estagios iniciais, liberacdo de estradiol pelo ovério,
desenvolvimento das gbnadas, pela gametogénese e pela entrada de vitelogenina no
ovocito (vitelogénese) em fémeas e na espermatogénese nos machos, frequente no
plasma por todo ciclo, assim que esse processo se finda, os niveis de FSH no plasma séo
reduzidos. Ja o LH é essencial para a maturacdo final dos gametas, como maturacao e
ovulagdo em fémeas e espermiogénese e espermiacdo em machos, e sua subsequente
liberacdo. (Sallum, 1999; Hafez, 2004; Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007).

No centro de coordenacdo de estimulos externos e fatores internos estd a
Kisspeptina, produzida por neurénios hipotalamicos. Depois do estimulo da Kisspeptina
0 GnRH, estimula as células gonadotrépicas da adeno-hipéfise a liberar FSH (horménio
foliculo estimulante) e LH (horménio luteinizante). Assim essas gonadotropinas
estimulam a esteroidogénese por meio de uma elaborada via de enzimas especificas
(Baldisseroto et al., 2014). De maneira resumida, as gonadotropinas nas fémeas, o FSH
e 0 LH, se locomovem através do fluxo sanguineo até os ovarios, exercendo influéncia
sobre as células foliculares dos ovocitos em desenvolvimento. J& nos machos em idade
de maturacdo sexual, o0 FSH e LH estimulam a espermatogénese e esteroidogénese
testicular (Baldisseroto et al., 2014).

Nos machos, o FSH é responsavel pelo aumento espermatogonial, por intermédio
via células de Sertoli, identificada por ser a primeira fase da espermatogénese. A
espermatogénese ocorre no interior de estruturas denominadas espermatocistos, ou

apenas cistos, que se formam quando uma espermatogdnia indiferenciada ¢é
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completamente envolvida pelos prolongamentos das células de Sertoli.(Schulz et al.,
2010). Em contrapartida o FSH por sua vez, impulsiona receptores da célula de Leydig,
incentivando a producdo e liberacdo de andrégenos. Durante essa fase inicial o principal
andrdogeno produzido pelos testiculos dos peixes, é a testosterona (Almeida, 2013; Honji
et al., 2020).

Essa atividade esteroidogénica do FSH é uma singularidade dos peixes e acentua
com o decorrer da meiose. Com a espermiogénese e liberacdo dos espermatozoides no
Ilimen nos tdbulos seminiferos, proximo a maturacdo final outro androgeno (11-
cetotestosterona) apresenta-se em altos picos e ainda mais potente em ativacdo de
receptores. A progesterona por sua vez realiza fun¢Ges durante a maturacdo final,
incentivando meiose, espermiogénese e hidratacdo dos espermatozoides (Almeida,
2013; Honji et al., 2020)

2.2.2 Principais indutores utilizados na reproducéo induzida de peixes

O método mais difundido no Brasil, para reproducdo induzida de peixes reofilicos é
0 uso de extrato de hipdfise de carpa, conhecido como hipofizacdo (Zaniboni-Filho e
Weingartner, 2007). A acdo da hipofise é direcionada as gonadas, e dessa forma
estimulam os ovarios a secretarem hormonios para a maturacdo final dos ovocitos e por
fim essas fémeas aptas consigam desovar (Viveiros et al., 2011). As dosagens podem
variar em relacdo ao estagio de maturacdo dos animais, bem como o intervalo entre as
doses.

Apesar de ser uma técnica bem difundida, apresenta alguns problemas em relagdo
aos seus efeitos, como a porcentagem de reprodutores que podem néo reagir de maneira
positiva, ovulacdo parcial e retencao de o0citos, variabilidade na concentracdo hormonal
(pode variar de acordo com o estagio de maturacdo do peixe doador), potencial
transmisséo de doencas (Souza et al., 2018)

Os horménios sintéticos apresentam beneficios quando comparado as
gonadotrofinas das hipofises, tais como: inducdo da maturacdo gonadal, diminuicdo do
risco de transmissdao de doencas para as matrizes, auséncia de resposta imune, melhoria
na correlacdo das funcdes fisiologicas que influenciam diretamente sistema enddcrino
(Zohar e Mylonas, 2001), alem de diminuir custos, induz a maturagdo final em peixes
(Andrade et al., 2014).0 horménio liberador de Gonadotrofina (GnRH) pode ser

considerado um indutor reprodutivo mais adequado para as espécies reofilicas, tendo em
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vista que ndo proporciona os efeitos deletérios causado pelo extrato de hipdfise de
carpa. Como a oscilagdo do nimero de fémeas que responderdo positivamente a
aplicacdo de CPE, a ovulacdo percentual dos ovarios e a retencdo dos o6citos maduros
na papila urogenital das fémeas (Pereira et al., 2016; Pereira et al., 2018; Souza et al.,
2020).

Além disso, o extrato de hipofise de carpa apresenta alguns questionamentos
quanto a utilizacdo na aquicultura (Martins et al., 2017), tais como: ndo apresenta
concentracdo padronizada de gonadotrofinas por ser dependente do grau de maturagéo
em que se encontrava o peixe doador da hipéfise (Woynarovich e Horvath, 1989;
Harvey e Carolsfeld, 1993; Baldisserotto, 2002), o que pode gerar resultados
inconsistentes na reproducdo (Evans e Claiborne, 2006); pode desenvolver alguma
reacdo imune as gonadotrofinas e a outras proteinas presentes no extrato de hipofise de
carpa (Mylonas et al., 2017); possibilidade de horménios ndo gonadotrdpicos presentes
que podem causar efeitos deletérios ou modificar o efeito das gonadotrofinas (Hoar et
al., 1983); possibilidade de transmissdo de doencas do doador para o peixe receptor
(Zohar e Mylonas, 2001; Evans e Claiborne, 2006; Lokman et al., 2015; Mylonas et al.,
2017).

Resultados positivos para tambaqui tém sido evidenciados com a utilizacdo do
GnRH associado com inibidores de dopamina (Ovopel®), com 100% de desova com
dosagem Unica (Souza et al., 2018), mostrando ser uma alternativa interessante para a
espécie. Assim como outros indutores como acetato de buseralina (Chaopaknam et al.,
1994; Paulino et al., 2011; Chaves-Moreno, et al., 2012; Ashraf e Akar, 2013; Mousa et
al., 2018; Konzen-Freitas, et al 2020), Ovopel® (Das, S. K,2004; Jamroz et al., 2004;
Zarski et al., 2009; Cejko e Brzuska, 2017; Martins et al., 2017; Souza et al., 2018),
Ovaprim® (Nuraini et al., 2017), gonadotrofina coridnica humana e Ovaprim®
(Zadmajid, V.,2016), gonaderalina (Felizardo et al., 2012; Bernardes Janior et al.,
2017). Os GnRH atuam no inicio da cadeia hormonal e induzem o peixe a produzir sua
propria gonadotropina, descartando problemas causados por gonadotrofina de outro
doador. Além de ndo serem especificas para cada espécie, sendo assim faceis de serem
sintetizadas, estaveis e ndo variam a concentracdo hormonal (sendo efetivas mesmo em
pequenas doses) (Harvey e Carolsfeld, 1993).

O anélogo de GnRH € expressivamente mais barato, € uma molécula simples de

facil sintetizagdo, ao passo que mais fornecedores entrarem no mercado, a tendéncia é
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de queda de preco em funcdo da oferta de produtos. E fato que as gonadotropinas
extraidas de outros animais continuardo com precos mais elevados em relacdo aos
hormonios sintéticos, j& que a extracdo exige muito trabalho de coleta (Harvey e
Carolsfeld, 1993).

A Kisspeptina € um neuropeptideo tem funcdo de regulacdo neuroenddcrina da
reproducdo, sugere-se igualmente que a Kisspeptina induz a liberacdo de GnRH de
maneira semelhante como acontece em mamiferos (Parhar et al., 2004). No centro de
coordenacdo dos estimulos ambientais e dos estimulos internos esta a Kisspeptina, que é
produzida por neurdnios hipotalamicos. Apos estimulacdo feita pela Kiss, 0 hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) influencia a liberacdo de LH e FSH pelas células
gonadotropicas da Hipofise. As gonadotropinas vao atuar tanto nas gonadas femininas e
masculinas, estimulando produgdo dos gametas e estereidogénese gonadal (figura 01)
Baldisseroto et al., 2014.

Estimulos ambientais Fatores internos
Chuva, temperatura, Nutricao, stress, sanidade
fotoperiodo
KISSPEPTINA

Hipotalamo
GnRH Q ) GnRH
Hipofise

Gonadas Femininas **** —— .
Gonadas Masculinas
Andrageno Progestano
Espermatogénese Motilidade dos
Espermiogénese espermatozoides

Figura 2: Desenho esquematico do eixo hipotalamo-hipofisario em peixes, adaptado de Baldisseroto
et al., 2014.

O Kisspeptina 10, que por sua vez € um neurotransmissor que atua em influéncia,

quanto em controle neuroendécrino de funcdes reprodutivas. E considerado uma chave
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para o GnrH, permitindo correlacionar sinais ambientais e do metabolismo, com o eixo
reprodutivo. Entretanto, ainda ndo sdo conclusivos os efeitos em peixes, entretanto a
Kisspeptina induz a liberacdo de GnRH da mesma forma que ocorre em mamiferos
(Baldisserto et al., 2014).

Apesar de todos 0s métodos descritos levarem a um denominador em comum, que é
a producdo de alevinos, precisamos continuar pesquisando a respeito de protocolos que
podem aumentar ainda mais a producdo desses peixes, com ajustes ou até mesmo
criacdo de novos protocolos. Diante disso esse trabalho busca avaliar a eficiéncia de

doses de Kisspetideo na reproducéo induzida de Astyanax Lacustris.

2.1.3 Caracteristicas de analise espermatica — casa

O CASA (Computer-assisted Sperm Analysis) € um sistema computadorizado e
automatico de captura e analise objetiva de sequéncia de fotos dos espermatozoides,
guando mescladas, formam um filme com a trajetoria de cada célula. Diante do
funcionamento desse sistema, por esse sistema € possivel obter informacdes mais
acuradas da movimentacéo de cada célula espermatica (Amann e Kartz, 2004; Bergstein
et al., 2014).

VAP —velocidade do percurso médio (um/s); velocidade calculada considerando
0 percurso medio, desprezando-se 0s pequenos deslocamentos do percurso do
espermatozoide. O percurso € uma curva Unica ligando o ponto inicial e o final durante
a captura da imagem, mas acompanhando o percurso real.

VSL —velocidade linear (um/s). O percurso considera uma linha reta entre o
ponto inicial e o final durante a captura da imagem.

VCL —velocidade curvilinear (um/s). E a distancia total considerando todos os
deslocamentos no percurso da célula durante a captura da imagem. E a velocidade do
percurso real do espermatozoide com todas as curvas realizadas durante o tempo de
avaliagdo.

ALH —amplitude de deslocamento lateral de cabega (um). Corresponde a largura
média da oscilacdo da cabeca do espermatozoide durante seu deslocamento.

BCF —frequéncia de batimentos do flagelo (Hz). E determinada pela medida da
frequéncia com que a linha da cabeca espermaética atravessa a trajetoria celular em

qualquer direcéo.
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STR - retilinearidade (%). E a medida do afastamento do percurso médio da
célula espermatica considerando-se uma linha reta. E calculada pela relacdo entre
(VSL/VAP)*100. Avalia a proximidade do percurso médio da célula a uma linha reta.
Quando STR é 100% o percurso médio é uma reta.

LIN — linearidade (%). E a medida do afastamento do percurso real da célula
espermatica considerando-se uma linha reta. E a razdo entre (VSL/VCL)*100. Avalia a
proximidade do percurso real da célula a uma linha reta. Quando LIN é 100% o
percurso real é uma reta e a célula ndo faz deslocamentos laterais no percurso, ndo ha
oscilacoes.

WOB - Oscilagdo (%). E a medida do afastamento do percurso real da célula
espermatica considerando-se o percurso médio (curva), o qual despreza as oscilagdes, E
a razdo entre (VAP/VCL)*100. Avalia a proximidade do percurso real da célula a uma
curva, o percurso médio. Quando WOB é 100% o percurso real é uma curva e a célula

ndo faz deslocamentos laterais no percurso, nao ha oscilagdes.
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ARTIGO
Qualidade seminal de machos de lambari (Astyanax lacustris) induzidos com o

hormdnio Kisspeptina.

RESUMO
O objetivo do estudo ¢ avaliar a qualidade seminal de reprodutores de lambari-do-rabo-
amarelo (Astyanax lacustris) induzidos com diferentes niveis de kisspeptina. Foram
utilizados 49 machos em idade reprodutiva. Foram avaliados trés niveis de kisspeptina:
0,020, 0,050 e 0,080 mg/kg de peso vivo em dose Unica. Adicionalmente, foi avaliado
um grupo de peixes induzidos com o protocolo padrdo com extrato de hipéfise de carpa
— EHC (2,5 mg/kg em dose Unica) e um grupo em que foi aplicado soro fisioldgico.
Foram utilizadas 10 repetiches por tratamento, exceto para solugdo salina que foi
utilizado 8. O sémen foi coletado apds as 270 horas-graus para o grupo de peixes que
recebeu Kisspeptina e 160 horas-grau para o grupo induzido com EHC e soro
fisiologico. A concentragdo de espermatozdides ndo diferiu entre os diferentes
tratamentos (entre 0,8 x 10° e 1,03 x 10° espermatozoides/mL). Os valores de
motilidade total foram maior (P<0,05) nos peixes induzidos com EHC (28,8%) em
relagdo aos peixes induzidos com os diferentes niveis de kisspeptina (entre 13 e 14,7%)
e com soro fisioldgico (13,2%). O mesmo comportamento foi observado para as
varidveis velocidade curvilinear, velocidade média de percurso, amplitude do
movimento lateral da cabeca e frequéncia de batimento flagelar, em que foram obtidos
maiores (p<0,05) valores para os peixes induzidos com EHC. Por outro lado, as
variaveis coeficiente de linearidade, coeficiente de retilinearidade e oscilacdo média da
trajetoria espacial do espermatozoide foram maiores (P<0,05) nos peixes induzidos com

EHC em relacdo aos induzidos com 0,02 e 0,08 de kisspeptina e o controle negativo,
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mas ndo diferiu do nivel de 0,05 mg/kg. Conclui-se que as concentracGes de Kisspetina
(0,020, 0,050 e 0,080 mg/kg) utilizadas na reproducdo induzida nédo resultaram em boa

qualidade seminal de machos de lambari-do-rabo-amarelo.

1.0 INTRODUCAO

Pesquisas sobre espécies nativas devem ser fomentadas para haja aporte de
informac0es para desenvolvimento de pacotes tecnologicos que viabilizem as criacGes.
Aumentos de produtividade e um bom custo-beneficio das tecnologias sdo fundamentais
para a sustentabilidade das criacGes.

Um dos grandes entraves na criagdo dos peixes nativos estd na auséncia de
protocolos especificos de reproducdo das espécies reofilicas, que permitam melhorar a
eficiéncia reprodutiva, aumentar a intensidade de utilizag&o dos reprodutores no ano e,
principalmente, evitar a mortalidade dos peixes, situagdo comum atualmente em
algumas espécies ap6s a inducdo reprodutiva. A maioria dos peixes nativos tem sua
maturacéo sexual por volta do terceiro a quarto ano de vida, por consequéncia se tornam
animais de porte grande, o que dificultam as pesquisas por conta de custo de obtencao,
manutencdo e inducdo das matrizes. Diante disso, o lambari se torna uma excelente
alternativa como espécie modelo para as pesquisas, por ter pequeno porte e rapida
maturacéo sexual (quatro meses de idade) (Abreu et al., 2020).

A metodologia para reproducdo induzida utilizada atualmente em peixes nativos é
praticamente a mesma da década de 70, com a utilizacdo de extrato de hipofise de carpa
(Neto et al., 1946). No entanto este protocolo além de nédo ser totalmente eficiente, tem
recebido questionamentos nos Gltimos anos (Konzen-Freitas et al., 2020). Neste

contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos alternativos para o lambari,
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no intuito de serem replicados e adaptados aos outros peixes reofilicos, buscando
melhorar a eficiéncia reprodutiva das espécies nativas.
O objetivo deste estudo € avaliar a qualidade seminal de reprodutores de lambari-

do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) induzidos com diferentes niveis de kisspeptina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e peixes

O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental de Piscicultura da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (20°29'58.2" S e 54°36'52.3" 0O),
localizada na Cidade Universitaria em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, no
inicio do outono do hemisfério sul (10, 11 e 12/04/2022). A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica e Bem-Estar Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
UFMS (1083/2019).

Durante a fase de preparacdo do lote de reprodutores para 0 experimento, 0s peixes
foram mantidos em um tanque escavado de 165 m2, tendo uma renovacdo de agua de
10% ao dia. Foram alimentados com ragdo extrusada (Marca Supra®.com matéria seca
88%, proteina bruta 32%, extrato etéreo 6%, matéria fibrosa 6%, matéria mineral 13%,
calcio 3,0%, fésforo 0,9% e energia digestivel 3000 kcal / kg), fornecida taxa de arragoa

mento de cerca de 1% da hiomassa ao dia.

2.2 Delineamento experimental
Foram selecionados 50 machos de lambari de um tanque na Piscicultura da
Estacdo Experimental, de acordo com as caracteristicas reprodutivas evidenciadas,
conforme recomendado por (Zaniboni Filho e Weingartner., 2007). Os animais foram

selecionados e transportados em baldes de 20 litros com agua do viveiro, com destino
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ao laboratoério. No laboratério foram alocados em duas caixas de 500 litros, com aera¢édo
continua, e depois separados aleatoriamente para 0s tratamentos.

Para inducdo reprodutiva, os peixes foram pesados e distribuidos de maneira
aleatdria em cinco caixas de 310 litros. Os 10 peixes de cada caixa receberam 0 mesmo
tratamento (um dos trés niveis de kisspeptina, ou o controle negativo com soro
fisiolégico e ou o controle com extrato de hipéfise de carpa) (Figura 02). Cada
reprodutor foi considerando uma repeticéo.

Todas as caixas ondem foram alocados os reprodutores de cada tratamento
tinham um sistema de aeragdo. N&o houve renovacdo de &gua nas caixas, apenas
aeracdo constante, temperatura 27,0 °C, pH 7,40 e oxigénio dissolvido médio foi 9,9

mg/l.

SORO KISSPEPTINA 0,02 KISSPEPTINA 0,05 KISSPEPTINA 0,08
mg/Kg mg/Kg mg/Kg
CD— )~ CO— = Sl
n=8 n=10 n=10 n=10
Figura 3 - — llustracéo do sistema com divisdo em caixas por tratamento, subdivididas em lotes.

Os machos foram submetidos a diferentes niveis de kisspeptina com posologia de
0,02;0,05;0,008 mg/kg de peso vivo em uma dose via injecdo intraperitoneal. Em outro
tratamento foram utilizadas duas aplicacfes de injecdo intraperitoneal de EHC com a
dose de 2,5 mg/kg de peso corporal para controle positivo (10% na primeira aplicacgao e
90% na segunda dose, com 12 horas de intervalo entre elas). Adicionalmente 08 animais
foram submetidos a uma injecdo intraperitoneal somente com soro fisiolégico com

Unica aplicacdo, assim como para a Kisspeptina com as diferentes posologias. Foram
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utilizadas 10 repeticdes para cada tratamento, com excecdo da solucdo salina que apenas
8 machos liberaram sémen.

As horas-grau para coleta de esperma foram mensuradas por meio de
monitoramento da temperatura da &gua, com termémetro de mercdrio, comecando a
partir da aplicacdo do tratamento com Kisspeptina (aplicacdo Unica) 270 horas-grau, e a

partir da aplicagéo da segunda dose de EHC com 160 horas-grau.

2.3 Coletas amostrais

Apos 270 horas grau da aplicagdo Unica de Kisspeptina, e apds segunda aplicagdo de
EHC com 160 horas grau, foi realizada extrusao através de massagem abddémen caudal.
O semén foi coletado através de micropipeta de precisdo e depositado em um eppendorf
e em sequéncia diluidos em Beltsville Thawing Solution - BTS® na proporcdo de 1:1,
de acordo com a metodologia adaptada (Yasui et al., 2015). A diluicdo em BTS® foi
realizada criteriosamente para analise do sémen fresco, para evitar ativacdo precoce, por

urina ou qualquer resquicio de dgua que pudesse comprometer as analises.

2.4 Variaveis de qualidade seminal

Para a andlise espermatica computadorizada assistida (CASA), as amostras foram
previamente mantidas resfriadas em caixas de isopor a 4°C sem contato direto com o
gelo para transporte. No laboratério, a anélise foi realizada pelo método
computadorizado CASA (Computer Assisted Semen Analysis - modelo Sperm Class
Analyzer — SCA) usando uma configuracdo especifica para anélise de sémen de peixes.
As amostras permaneceram por dois minutos aquecendo e estabilizando a 36°C para
assim retirar uma aliquota de 10 microlitros, que foi colocada em camera de contagem

de celulas makler®. As aliquotas foram ativadas com agua destilada na proporcao de
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1:1 e o momento de avaliagdo foi fixado em 10s pos ativacdo. Através desta
metodologia foi possivel avaliar taxa de motilidade espermatica total (MOT Total %),
velocidade curvilinear (VCL um s -1 ), velocidade média de percurso (VAP pum s -1 ),
velocidade em linha reta (VSL pum s -1), retilinearidade (STR %), oscilagéo (WOB %),
linearidade (LIN %), frequéncia de batimento transposto (BCF Hz) e numero de
espermatozoides por 100 (SPTZs).

Para as analises de citometria de fluxo, para as variaveis: Pl — (Membrana
plasmatica integra), Pl + (Membrana plasmatica integra), Sptz Marcado. Os
procedimentos foram realizados utilizando o equipamento CytoFLEX™ (Beckman
Coulter, Brea, Califérnia, EUA) equipado com lazer azul (488 nm, 100 mW), vermelho
(640 nm, 40 mW) e violeta (405 nm, 100 mW) e os dados foram analisados por meio do
software CytExpert Acquisition (Beckman Coulter, Brea, Califérnia, EUA). Para a
leitura no citdmetro de fluxo, todas as amostras de sémen foram diluidas a uma
concentragio de 5 x 10° espermatozdides mL* em solucdo tampdo TALP-PVA (100
mM NaCl, 3,1 mM KCI, 25,0 mM NaHCOs3, 0,3 mM NaH2PO4, 21,6 mM DL 60% de
lactato de sddio, 2,0 mM de CaClz, 0,4 mM de MgCl;, 10,0 mM de Hepes, 1,0 mM de
piruvato de sédio e 1,0 mg mL™* de alcool polivinilico-PVA) de acordo com Carneiro et
al. (2018), seguido de 7 uM de Hoechst 33342 (H33342; Thermo Scientific, Fisher, IL,
EUA — H1399). Essa combinacdo foi importante para descartar as particulas nédo
celulares nas amostras.

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica MTS- (Baixo potencial
mitocondrial), MTS+ (Alto potencial mitocondrial), PI+MTS+ (Membrana plasmética lesada
com alto potencial mitocondrial), PI+MTS- (Membrana plasmética lesada com baixo
potencial mitocondrial), PI-MTS- (Membrana plasmatica integra com baixo potencial

mitocondrial), foi utilizada a sonda fluorescente iodeto de propidio (PI; Sigma-Aldrich
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Co., Saint Louis, Missouri, EUA — P4170), as células intactas ndo sdo coradas pelo
reagente. Adicionou-se ao tubo com a amostra a aliquota de 2uL (50 pug/mL) de Pl e, no
mesmo tubo, para a avaliacdo do potencial mitocondrial, foi adicionada 0,2 puL (20 nM)
da sonda fluorescente MitoStatus Red (MST; BD Pharmingen™), cuja emissdo de
fluorescéncia indica o alto potencial da membrana mitocondrial. A amostra foi incubada
por 30 min a 30°C protegida da luz. Ao final desse periodo, a amostra foi avaliada em
citdbmetro de fluxo para anélise da emissao de fluorescéncia. Em associacéo ao iodeto de
propidio, os espermatozoides foram classificados em membrana plasmatica intacta e
alto potencial mitocondrial (MTS-, MTS+, PI+MTS+, PI+MTS-, PI-MTS-; expressas
em %). Para cada ensaio, pelo menos 10.000 células foram avaliadas pelo citdmetro de
fluxo para cada amostra. Os dados foram gerados em formato de grafico de histograma,
0 que permitiu a visualizacdo de todos os eventos visiveis, devidamente compensados
pelo software de citdmetro de fluxo propria matriz.

Para determinacdo de concentracdo espermatica foi diluido 2 uL de solucédo
(BTS® + sémen 50%) em 2.000 pulL de formol salino tamponado (1:2000) a 4,6%. A
contagem de células foi realizada de acordo com a metodologia de Sanches et al.
(2011), em cémara de hematimétrica de Neubauer. O calculo foi realizado de acordo
com a recomendacdo do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) para

sémen de mamiferos.

2.5 Analises estatisticas

As variaveis dependentes foram submetidas aos testes de normalidade de Shapiro-
Wilk e de Levene para homogeneidade de variancias. Sendo verificado normalidade e
homogeneidade de variancias, as varidveis dependentes foram analisadas por um

modelo com uma varidvel independente (Anova - One Way), seguida do Teste de



32

Tukey. Cada reprodutor foi considerado como uma unidade experimental e cada
tratamento teve de 8 a 10 repeticdes. Quando ndo foi verificado normalidade ou
homogeneidade de variancias, foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste
de Dunn. Todas as anélises foram feitas seguindo as recomendac¢des de ZAR (2010) e
utilizando o Sistema de Analise Estatistica (SAS, 2002). O nivel de significancia

utilizado em todos os testes foi de 0,05.

3 RESULTADOS

A motilidade total foi maior (P<0,05) nos peixes induzidos com EHC em relagéo
aos peixes submetidos aos diferentes niveis de kisspeptina e também aos peixes do
grupo controle (induzidos com soro fisiolégico). O mesmo comportamento foi
observado para as variaveis VSL, VAP, ALH e BCF, em que foram obtidos maiores
valores (p<0,05) para os peixes induzidos com EHC (Tabela 01).

As varidveis LIN, STR e WOB foram maiores (P<0,05) nos peixes induzidos com
EHC em relacdo aos induzidos com 0,2 e 0,8 de kisspeptina e o controle negativo. Por
outro lado, a concentracdo nédo diferiu entre os tratamentos (Tabela 01),

As variaveis de integridade de membrana e atividade mitocondrial ndo diferiram

entre os niveis de kisspeptina e EHC e o controle negativo (Tabela 02).
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Tabela 1 — Médias ou medianas (postos médios) de caracteristicas de qualidade seminal de reprodutores de Astyanax lacustris submetidos a diferentes indutores.

Indutores
Caracteristicas 0,02 Kiss 0,05 Kiss 0,08 Kiss EHC SORO Ccv Valor P
CONC (109) 0,89 a 0,80 a 0,93a 1,03 at 0,99a 26,31 0,2878
MOT Tot (%) 14,72 13,01 13,35 28,82 13,21 - 0,0031*
(21,15) b (23,05) b (20,55) b (39,70) a2 (16,43) b
VCL (um/s) 13,77 b 16,46 b 12,68 b 28,95 at 14,31b 33,69 <,0001
VSL (nm/s) 9,112 b 12,884 b 8,608 b 24,966 a! 8,363 b 44,80 <,0001
VAP (um/s) 11,132 b 14,661 b 10,618 b 27,231 at 10,346 b 40,12 <,0001
LIN (%) 58725 74870 63715 86980 56845 -- <0,0012*
(19,70) b (29,00) ab (16,60) b (38,70) a2 (17,00) b
STR (%) 80,10 81,13 72,52 92,12 79,39 - 0,0013*
(19,45) b (26,05) ab (15,20) b (39,60) a2 (21,62) b
WOB (%) 78,75 87,48 82,00 94,21 71,65 -- 0,0042*
(19,00) b (30,30) ab (18,90) b (36,60) a2 (16,00) b
ALH (um) 0,00 0,00 0,00 1,05 0,00 -- <,0001*
(19,90) b (19,80) b (23,00) b (40,50) a2 (18,00) b
BCF (Hz) 0,00 0,00 0,00 7,03 0,00 -- <,0001*
(20,00) b (20,10) b (22,05) b (41,05) a2 (18,00) b

Nota: CV = Coeficiente de variacdo; VCL = Velocidade Curvilinear; VSL = Velocidade Linear; VAP = Velocidade Média de Trajetéria; LIN = Linearidade; STR = Retilinearidade; WOB = Oscilacdo; ALH =
Amplitude do Movimento Lateral da Cabeca; BCF = Frequéncia de Batimento Flagelar. Valor P = Valor P da anlise de variancia ou do Teste de Kruskal-Wallis*. Médias seguidas de letras diferentes
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ou medianas seguidas de letras diferentes diferem pelo Teste de Dunn* (P<0,05).
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Tabela 2 - — Medianas (postos) de caracteristicas de qualidade seminal relacionadas a integridade de membrana plasmaética de reprodutores de Astyanax lacustris submetidos a
diferentes indutores

Indutores

Caracteristicas 0.02 kiss 0.05 kiss 0.08 kiss EHC SORO Valor P

Pl- (%) 87,66 99,75 99,68 99,23 94,6 0,3844*
(17,65)a, (27,10)a (26,55)a (27,65)a (20,62)a

Pl+ (%) 12,30 0,25 0,32 0,76 5,31 0,3844*
(30,35)a (20,90)a (21,44)a (20,35)a (27,37)a

MTS- (%) 97,50 97,39 99,39 97,91 95,09 0,0595*
(23,90)a (23,10)a (33,05)a (25,50)a (13,18)a

MTS+ (%) 2,50 2,60 0,61 2,08 4,91 0,0595*
(24,10)a (24,90)a (14,94)a (22,50)a (34,81)a

PI+MTS+ (%) 0,23 0,15 0,03 0,06 0,52 0,2235*
(26,85)a (24,20)a (15,88)a (20,94)a (29,87)a

PI+MTS- (%) 8,26 0,05 0,28 0,41 3,96 0,4063*
(29,00)a (19,10)a (21,11)a (19,75)a (25,75)a

PI-MTS- (%) 90,26 95,95 92,97 98,30 89,48 0,5906*
(18,90)a (21,80)a (26,11)a (27,87)a (21,25)a

PI-MTS+ (%) 0,60 2,18 0,56 0,61 2,99 0,0126*®
(16,20) a (30,20) a (17,66) a (18,50) a (33,00) a

Nota: CV = Coeficiente de variacdo; Pl+ =Membrana plasmatica lesada; Pl- =Membrana plasmatica integra; MTS+ =Alto potencial mitocondrial; MTS- =Baixo potencial mitocondrial;
PI+MTS+ =Membrana plasmatica lesada com alto potencial mitocondrial; PI+ MTS- =Membrana plasmaética lesada com baixo potencial mitocondrial; PI- MTS- =Membrana plasmaética
integra com baixo potencial mitocondrial; PI-MTS+ =Membrana plasmaética integra com alto potencial mitocondrial. Valor P =Valor P do Teste de Kruskal-Wallis*. Medianas (ou postos
médios) seguidas de mesmas letras na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Dunn.quando (P>0,05). (1) Na variavel PI-MTS+ (%) o Teste de Dunn, mais conservador, ndo

encontrou diferencas embora o Teste de Kruskal-Wallis tenha resultado em significativo (P<0,05) .
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4 DISCUSSAO

A qualidade espermética dos peixes pode ser diferente por varios fatores, como
espécie, periodo de laténcia, método de indu¢do hormonal, periodo do ano e até mesmo
diferentes estadgios de maturacdo de individuos da mesma espécie (Piironen, J., 1985;
Merlano et al., 2011; Golpour et al., 2013). Essas diferencas espermaticas qualitativas
podem ser influenciadas por fatores externos como: temperatura, fotoperiodo,
contaminacdo espermatica, estresse e regulacdo hormonal (Cosson et al., 2008
Chiacchio et al., 2017).

A velocidade espermatica e a motilidade podem ser consideradas como indicadores
de boa qualidade seminal (Kroj, et. al, 2018), e as velocidades por sua vez também
corroboram esse fato, por influenciar na fertilizagdo (Gallego et al., 2013; Carneiro-
Leite et al., 2020). Uma maior velocidade curvilinea esta relacionada ao fato que, os
espermatozdides apresentam movimentos mais circulares (Leite et al., 2018) que
facilitam a entrada no odcito, enquanto para VSL significa uma trajetoria mais regular e
em linha reta de locomogéo (Chiacchio et al., 2017). Segundo Cejko et al.(2012), altos
valores de ALH por sua vez podem indicar condigOes adequadas de fertilizagéo e
maturidade espermatica, que por sua vez aumentam suas habilidades de fertilizacéo,
para essa caracteristica apenas o EHC apresentou diferenca significativa.

Alguns questionamentos quanto a utilizacdo de extrato de hipdfise de carpa (EHC)
na indugdo de peixes reofilicos tem ocorrido nos Gltimos anos (Souza et al., 2018;
Konzen-Freitas, et al., 2020), sendo que alguns indutores tém sido testado como
alternativa. Este é o primeiro trabalho avaliando kisspeptina em lambari e os resultados
deste trabalho mostram que este indutor pode ser utilizado na reproducdo induzida de
machos de lambari. De acordo com Streit Junior et al., 2012 a indu¢do com EHC pode
aumentar o volume de sémen produzido e motilidade espermatica, entretanto diminui a
concentracdo espermatica. Como o volume de sémen ndo foi avaliado, esse fato pode
justificar auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos, quando comparado ao
EHC.

O desenvolvimento de protocolos efetivos para a reproducdo de peixes nativos €
essencial para um pacote tecnoldgico para as espécies brasileiras. Além disso,
protocolos especificos podem favorecer coletas sucessivas de gametas em um mesmo
periodo reprodutivo, conforme observado em machos e fémeas de tambaqui (Pires et al.,

2017; 2018). Vale ressalvar que a analise em desovas sucessivas em um mesmo periodo



36

reprodutivo e em diferentes periodos reprodutivos sdo importantes para verificacdo de
possiveis efeitos dos hormonios na vida reprodutiva dos machos de lambari.

As caracteristicas seminais de uma espécie sdo de grande importancia para
avaliacdo e manutengéo nas pisciculturas comerciais de reproducdo. A concentracdo de
espermatozdides ndo diferiu entre os diferentes tratamentos (entre 0,8 e 1,03 x 10°
espermatozoides/mL). Os valores de motilidade total foi maior (P<0,05) nos peixes
induzidos com EHC (28,8%) em relacdo aos peixes induzidos com os diferentes niveis
de Kkisspeptina (entre 13 e 14,7%) e com soro fisiologico (13,2%), ainda assim
apresentaram valores inferiores aos apresentados por (Carneiro-Leite et al., 2020) com
avaliacdo seminal de Astyanax lacustris com sémen fresco com VCL (51,1 pm/s ),
VSL (41,4 pm/s) e VAP (48,2 nm/s), valores médios. E importante avaliarmos sempre
que a inducdo hormonal é feita, sempre no intuito de promover maior producdo seminal,
por consequéncia facilitar manuseio no sistema de reproducdo induzida. Entretanto, a
resposta ao estimulo pode variar bastante de espécie para espécie, do hormonio utilizado
e do tempo necessario para uma eficaz acdo do mesmo (Sanches et al.,2015).

0 hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) influencia a liberacdo de LH e
FSH pelas células gonadotrépicas da Hipdfise. As gonadotropinas vao atuar tanto nas
gbnadas femininas

A Kkisspeptina € um hormoénio que influencia no controle neuroendécrino na
reproducdo de peixes, atua como receptora de sinais externos e induz o GnRh,
exercendo influéncia sobre as células gonadotropicas da hipdfise na liberagdo de de LH
e FSH, que véo atuar diretamente nas gbnadas femininas e masculinas. Esse sinal é
recebido através dos receptores (FSHr e LHr), importantes para a maturacdo final dos
oodcitos (Hatef, A., et al., 2022). Permitindo entdo que a kisspeptina responda de
maneira mais efetiva ao FSH e LH e ajude a induzir a maturacdo do odcito (Hatef, A., et
al., 2022). Este mesmo autor trabalhou com maturacéo de foliculos ovarianos coletados
de fémeas de peixe zebra, induzidos a maturacdo In-vitro com doses de 10 e 100 ng/ml
por 6, 18 e 24 horas. Com a dose de 10 ng/ml obtiveram aumento significativo na
maturacdo dos oocitos com 18 e 24 horas, entretanto com a dose de 100ng/ml foi
percebido somente maturacdo dos ovocitos apenas com 24 horas e nao causou
alteracbes em LHr e FSHr nessa dose (100 ng/ml).

Resutados positivos com associacdo de Kisspeptina com GnRH foram encontrados
por (Sokoyowska-mikoyajczyk et al.,2018), em seu trabalho quando a combinacéo dos
dois indutores foi registrado aumento significativo da concentragcdo de LH, quando
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comparado a administracdo sozinha de kisspeptina ou de GnRH. Assim podemos
afirmar de acordo com os resultados do autor que a kisspeptinatem efeito via cerebral,
mesmo quando administrado por via intraperitoneal, o que ndo exclui seu efeito direto a
nivel de hipofise.

A integridade de membrana plasméatica e o alto potencial mitocondrial estdo
correlacionados a qualidade espermatica e a potencialidade de fertilizacdo dos ovacitos,
e por outro lado, altas taxas de lesdo na membrana afetam a capacidade de fertilizacao.
As alteragOes na integridade da membrana plasmatica estdo associadas com a reducdo
da capacidade de fecundacdo (PI-MTS+) (Thomas et al., 2006). Quando observamos os
valores dessa variavel apresentaram valores bem baixos o que condiz com o fato que as
caracteristicas seminais para fertilizacdo dos ovdcitos ndo estavam adequadas de

maneira satisfatoria.
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5 CONCLUSAO
Conclui-se que as concentragdes de kisspetina (0,020, 0,050 e 0,080 mg/kg) utilizadas
na reprodugdo induzida ndo resultaram em boa qualidade seminal de machos de

lambari-do-rabo-amarelo.
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