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RESUMO: O objetivo deste trabalho € revisar alguns aspectos relacionados ao estudo do hormoénio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) e sua aplica¢do na manipulagdo dos processos reprodutivos em peixes. Esse neurohormoénio é um decapeptideo
presente no hipotalamo e em diferentes regides do cérebro, sendo considerado um dos fatores de maior importancia no processo
de sintese e liberagdo das gonadotrofinas pelas células endocrinas da pituitaria. O GnRH apresenta variantes moleculares,
podendo estar presente nos peixes em duas ou trés formas, as quais, além de estimular os gonadodtrofos da pituitaria, podem
exercer a¢do sobre somatotrofos e células que expressam prolactina e somatolactina. No tltimos anos, diversos estudos tém
sido direcionados para o desenvolvimento de metodologias que empregam formas nativas ou sintéticas de GnRH, a fim de
manipular os processos reprodutivos em peixes, com relativo sucesso. Contudo novos estudos devem ser realizados para
conhecer melhor a neurobiologia dessas moléculas, levando ao desenvolvimento de formas sintéticas, andlogas de GnRH
(GnRHa) especificas superativas, que apresentem maior atividade biologica. O desenvolvimento de doses minimas efetivas e
de mecanismos de liberagdo continua mais eficientes devera com certeza ser objeto de estudo futuro.
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ABSTRACT: The objective of this work is to review some aspects related to the study of the gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) and its application in the manipulation of the reproductive processes in fish. This neurohormone is a decapeptide
present in hypothalamus and in different regions of the brain, being considered one of the factors of biggest importance in
the process of gonadotropin synthesis and release from endocrine pituitary cells. Different GnRH molecular forms had been
present in fish in two or three forms, which besides stimulating the pituitary gonadotropins; it can exert some action on
somatotropins and cells that express prolactin and somatolactin. In the last years, several studies have been directed to the
development of methodologies using native or synthetic forms of GnRH, in order to manipulate the reproductive processes in
fish, with relative success. However, new studies must be carried through to get to know the neurobiology of these molecules
better, leading to the development of specific and analog forms of super active GnRHa which present greater biological
activity. The development of minimum effective doses and more efficient mechanisms of continuous release will be the object
of a future study.
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HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS EN PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES

BOMBARDELLI!, R.A.; SYPERRECK?, M.A.; SANCHES?, E.A. Hormona liberadora de gonadotropinas en peces: Aspectos
basicos y sus aplicaciones. Arq. cién. vet. zool. UNIPAR, Umuarama, v. 9, n. 1, p.59-65, 2006

RESUMEN: El objetivo de este trabajo es revisar algunos aspectos relacionados con el estudio de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y su aplicacion en la manipulacion de los procesos reproductivos en peces. Esta neurohormona es
un decapeptido presente en el hipotalamo y en diferentes regiones del cerebro y es considerado como uno de los factores de
mayor importancia en el proceso de sintesis y liberacion de las gonadotropinas por las células enddcrinas de la pituitaria. El
GnRH se presenta como variantes moleculares, pudiendo estar presente en los peces en dos o tres formas, las cuales ademas
de estimular los gonadotropos de la pituitaria, pueden ejercer accion sobre somatotropos y células que expresan prolactina
y somatolactina. En los altimos afios, diversos estudios han sido dirigidos para el desarrollo de metodologias que empleen
formas nativas o sintéticas de GnRH, a fin de conducir los procesos reproductivos en peces, con relativo éxito. Sin embargo,
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nuevos estudios deben ser realizados para conocer mejor la neurobiologia de estas moléculas, llevando al desarrollo de
formas sintéticas de GnRH especificas, superactivas que presenten mayor actividad biologica. Todavia, el desarrollo de dosis
minimas efectivas y de mecanismos de liberacion continua mas eficientes, ciertamente sera objeto de estudio futuro.
PALABRAS CLAVE: GnRH. Endocrinologia reproductiva. Peces.

Introducio

O controle dos processos reprodutivos na
aqiiicultura é indispensavel para o sucesso da atividade. Nesse
processo, fatores ambientais e ferormonios sdo percebidos e
transduzidos pelo cérebro em sinais neuroendocrinos para
a regulag@o da secrecdo pela pituitaria das gonadotrofinas
(GtH — I e II), as quais desempenham papel fundamental no
desenvolvimento gonadal (PETER & YU, 1997). O principal
neurohormoénio envolvido nesse processo de transducgdo de
sinais ¢ o hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH),
0o qual estd presente em diversas regides cerebrais e
hipotalamicas nos peixes (YAMAMOTO, 2003).

O GnRH ¢ um decapeptideo e encontra-se presente
nos peixes teledsteos podendo existir em duas ou trés formas
de variantes moleculares (CAROLSFELD et al., 2000).
Essas diferentes formas apresentam diferentes potenciais de
estimulacdo da pituitaria para a sintese e liberagdo de GtH -
I e II. Nesse sentido, o emprego desses neurohormonios no
processo de manipulagdo hormonal da reprodugdo pode
apresentar algumas vantagens como: a) GnRHa sdo pequenas
moléculas aparentemente incapazes de desencadear resposta
imune; b) GnRHa sdo capazes de atuar em altos niveis do
eixo hipotalamo — pituitaria — gonadas e; ¢) GnRHa sdo
sintetizados quimicamente e ndo causam o risco de transmitir
doengas aos reprodutores (ZOHAR & MYLONAS, 2001).

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém sido
direcionados para o desenvolvimento de metodologias,
empregando o GnRH e seus analogos sintéticos superativos,
no controle ¢ manipulacdo da reproducido de peixes de
importancia econdmica na aqiicultura. Nesse sentido, o
presente trabalho tem como objetivo revisar os diversos
aspectos, tanto de cunho basico quanto aplicado, relacionados
com o horménio liberador de gonadotrofinas, em peixes.

Revisio de Literatura

O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH): seu
estudo, localizagio e atividade

O hormonio liberador de gonadotrofina ¢ um
decapeptideco (HARVEY & CAROLSFELD, 1993;
DELLOVADE et al., 1998) bastante conhecido, o qual apresenta
a fungdo de estimular a sintese e liberagdo de gonadotrofinas
pela pituitaria, exercendo, dessa forma, grande importincia na
regulagio do processo de gametogénese (ZOHAR et al., 1995)
e maturagdo gonadal (AMANO et al., 2002).

As primeiras evidéncias da atividade do GnRH,
no hipotalamo de peixes teledsteos, foram verificadas em
1971, quando BRETON e colaboradores realizaram a adi¢do
de extrato hipotalamico (EH) de carpa (Ciprinus carpio)
em culturas in vitro de pituitaria de carpa e verificaram o
aumento dos niveis de GtH (PETER, 1983).

Apesar dos estudos iniciais relacionados com o
isolamento de GnRH em mamiferos sugerir sua presenga

apenas no hipotalamo, estudos subseqiientes, por volta de
1972, evidenciaram neurdnios de GnRH em outras areas fora
do hipotalamo (YAMAMOTO, 2003). Apos essas descobertas,
MUNZ et al. (1981) evidenciaram em Platyfish (Xiphophorus),
neurdnios de GnRH em regides extra-hipotalamicas como o
nervo terminal, além do grupo de células da regido pré-optica.
Esse fato levou a sugerir a existéncia de trés tipos distintos de
populagdes de células de GnRH: grupos do nervo terminal, da
regifio hipotalamica pré - Optica e do encéfalo médio.

Desde entdo, varias descobertas tém demonstrado
a presenga do GnRH em diversas espécies de vertebrados,
apresentando ao menos 14 formas moleculares diferentes
(MYLONAS & ZOHAR, 2001; PARHAR et al., 2002),
sendo que a diferenga molecular encontrada entre as formas
¢ apenas de um a trés aminoacidos (YAMAMOTO, 2003).
Dessa forma, a nomenclatura das diferentes formas segue
a inicial do nome da espécie em que foi pela primeira vez
identificada (YAMAMOTO, 2003).

A estrutura basica da molécula de GnRH,
originalmente identificada em mamiferos, ¢ pGlu — His — Trp
— Ser — Tyr — Gly — Leu — Arg — Pro — Gly — NH, (PETER
& YU, 1997, MYLONAS & ZOHAR, 2001). A estrutura de
outras formas de GnRH encontradas em diferentes espécies
de vertebrados esta apresentada na Figura 1.

Apesar de uma determinada forma de GnRH ser
evidenciada inicialmente em alguma espécie, isso nao
impede a sua presenga em outras, mesmo que distantes na
escala evolutiva (YAMAMOTO, 2003).

Em geral, nos peixes teledsteos podem existir duas
ou trés formas de GnRH. A unica forma constante dentro dos
vertebrados, desde os peixes cartilaginosos até os primatas,
¢ 0 cGnRH-II (das aves). Assim, os peixes que apresentarem
duas formas, terdo na sua segunda forma, o sGnRH
(salmdo), mGnRH (mamiferos) ou entdo ¢fGnRH (catfish)
(AMANO et al., 2002) com variantes. Logo, as espécies que
apresentarem trés formas de GnRH poderao ser relatadas as
formas cGnRH-II e sGnRH como constantes e sbGnRH (sea
bream) (AMANO et al., 2002) ou mdGnRH (medaka) ou
hrGnRH (herring) (CAROLSFELD et al., 2000; OKUBO et
al., 2000) como variantes.

A presenca dessas diferentes formas de GnRH no
cérebro sugere diferentes distribuigdes e fungdes; contudo
essa agdo fisioldgica ainda ndo ¢ completamente conhecida
(AMANO et al., 2002). Esses autores, a partir da técnica de
hibridagéo in situ, verificaram a expressdo de trés formas de
GnRH em “Barfin flounder” e em regides diferentes, sendo
estas sGnRH (regido do bulbo olfatério), cGnRH-II (regido
do tegumento do cérebro médio) e sbGnRH (regido da area
pré — optica) (Figura 2). Considerando as evidéncias de que
as fibras nervosas de sbGnRH se estendem até a pituitaria e
que a forma dominante de GnRH essa glandula € o sbGnRH,
sugere-se que essa forma de GnRH esteja relacionada
diretamente com a liberacdo de GtH. KOBAYASHI et al.
(1994) também verificaram maior importancia relativa da
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mammalian GnRH pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-NH,
Guinca pig GnRH pGlu  Tyr Trp Ser Tyr Gly Val Arg Pro Gly-NH,
Chicken GnRH-I pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Leu GIn Pro Gly-NH,
Chicken GnRH-II pGlu  His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly-NH,
Rana GnRH pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Leu Typ Pro Gly-NH,
Dogfish GnRH pGlu  His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly-NH,
Herring GnRH pGlu  His Trp Ser His Gly Leu Ser Pro Gly-NH,
Salmon GnRH pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly-NH,
Catfish GnRH pGlu  His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly-NH,
Medaka GnRH pGlu  His Trp Ser Phe Gly Leu Ser Pro Gly-NH,
Seabream GnRH pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly-NH,
Lamprey GnRH-III pGlu  His Trp Ser His Asp Trp Lys Pro Gly-NH,
Lamprey GnRH-I pGlu  His Tyr Ser Leu Glu Trp Lys Pro Gly-NH,
Tunicate GnRH-I pGlu  His Trp Ser Asp Tyr Phe Lys Pro Gly-NH,
Tunicate GnRH-II pGlu  His Trp Ser Leu Cys his Ala Pro Gly-NH,

Figura 1 -

Seqiiéncia de aminoacidos de 15 formas de GnRH conhecidas em vertebrados e urocordatos. Os aminoacidos

em negrito diferem da forma basica dos vertebrades (YAMAMOTO, 2003)

regido pré—dptica em fémeas de “Goldfish”, nos processos
relacionados com a liberagdo de gonadotrofinas estimulada
pelo GnRH. Por outro lado, apesar das fibras de sGnRH
também se estenderem até a pituitaria, as formas sGnRH e
c¢GnRH — II, parecem atuar como neuromoduladores.

Em “Gilthead Seabream”, as trés formas de GnRH
encontradas sdo sGnRH, cGnRH-II ¢ sbGnRH, todas com
atividade estimuladora de liberagdo de GtH. Apesar das
trés formas estarem presentes na pituitaria dessa espécie, a
forma de maior importancia para desencadear o processo de
liberacdo de GtH - II ¢ a sbGnRH, mesmo sendo a forma
menos ativa, contudo encontrada em maior concentragio na
pituitaria (ZOHAR et al., 1995). Em machos de “Sea bass”
as mesmas trés formas de GnRH expressas no cérebro sdo
encontradas na pituitaria, tanto no periodo de diferenciagéo
sexual quanto na primeira maturagio (RODRIGUEZ et al.,
2000).
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Figura2 - Desenho esquematico da localizacdo da

expressio das trés diferentes formas
de GnRH em “Barfin flounder”. OB
- bulbo olfatério; MT - tegumento do
cérebro médio e POA - regido pré-optica.
Adaptado de AMANO et al. (2002)

Em outras espécies de peixes como “Gilthead

Seabream”, “Striped Bass”, e¢ “African Catfish” apesar
da presenc¢a das trés formas de GnRH, a forma ¢cGnRH-II
¢ mais ativa na func¢do de estimular a secre¢do de GtH-II
(PETER & YU, 1997).

No futuro, estudos bioquimicos e neurobioldgicos
dessas moléculas poderdo elucidar a endocrinologia
reprodutiva das diversas espécies de peixes, o que podera
auxiliar no desenvolvimento de técnicas de manipulagdo
da maturagdo gonadal a partir do emprego de horménios
sintéticos especificos e de alta eficiéncia.

Hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) como
estimulador da pituitaria na libera¢do de hormoénios

Na maioria dos peixes teleosteos, a distribuigdo do
GnRH nos gonadotrofos da pituitaria se da por inervagdo
direta, o que permite o controle neural das fungdes da
pituitaria (REDDING & PATINO, 1993). Contudo, essa
ligacdo é uma excecdo em alguns peixes em que o sistema
porta hipotalamo—hipofisario esta presente (VAN DER
KRAAK et al., 1997).

Dentre os diversos estimuladores dos gonaddtrofos,
as diferentes formas de GnRH sdo consideradas como sendo
os mais importantes. O controle do desenvolvimento e
maturagdo gonadal ¢ controlado pelo GtH estimulado pelo
GnRH cerebral e pituitario (AMANO et al., 1994).

Um dos aspetos mais estudados com relagdo ao
mecanismo de a¢do do GnRH em peixes esta relacionado
principalmente com a sintese ¢ liberagdo de GtH-II. Isso,
porque, provavelmente, nas fémeas (PETER & YU,
1997) e machos (RODRIGUEZ et al., 2000), a ovulacdo e
espermiagdo, respectivamente, somente ocorram em resposta
a liberagdo de GtH-II. Peter & Yu (1997) verificaram uma
relagdo inversa entre os niveis de GnRH cerebral (regides
bulbo-olfatdrios, telencéfalo, regido pré—optica e hipotalamo)
e GtH-II pituitario em fémeas proximas do periodo de desova.
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Klausen et al. (2001) verificaram em Carassius auratus que
as duas formas de GnRH presentes nesta espécie (sGnRH
e ¢cGnRH-II) podem estimular a sintese das subunidades
GtH-a, e GtH-I-f ¢ GtH-II- pela pituitaria. Além disso,
as formas sGnRH e cGnRH — II também estimulam a sintese
e libera¢do de GH pela pituitaria. A sincronia entre os picos
de GtH-II ¢ GH em periodos pré ovulatérios (MELAMED
et al., 1998) é freqiiente e regulada por um mecanismo
neuroenddcrino multifatorial, em que o GnRH ¢é um dos
fatores influentes (PETER & YU, 1997).

Além das evidéncias de que esse neuropeptideo
regula a sintese e secre¢do de GH, outros autores tém
verificado que as fibras de GnRH alcangam as células
produtoras de somatolactina da pituitaria em O. mykyss
(PAHAR & IWATA, 1994) e ainda atuam como fator
liberador de prolactina em O. mossambicus (WEBER et
al., 1997). Stefano et al. (1999) evidenciaram em Pejerrey
(Odontesthes bonariesis) sitios de ligagdo de GnRH com
ao menos quatro tipos de células pituitarias: gonadoétrofos,
somatotrofos e células que expressam prolactina e
somatolactina, sugerindo que esse neuropeptideo poderia
regular a sintese e/ou a liberag@o desses hormonios. Segundo
Parhar et al. (2002), a habilidade do GnRH dos peixes dsseos
em estimular essas células sugere a existéncia de diferentes
formas de receptores de GnRH (tipo IA, IB, e III), o que
permite a regulagdo diferente e, em algum grau, das células
enddcrinas da pituitaria. Apesar das poucas evidéncias
da fun¢do fisiologica da somatolactina relacionada com a
reprodugio, essa parece estimular a esteréidogénese gonadal
in vitro em Salmao Coho (Oncorhynchus kisutch) (PLANAS
et al., 1992). Okubo et al. (2003) recentemente encontraram
uma nova forma de receptor de GnRH em “medaka” (Oryzias
latipes), denominado de GnRH — R3, o qual parece exercer
fun¢do de mediar a transdugdo de sinais induzidos pelas
formas cGnRH — II e sGnRH no cérebro.

De forma contraria ao GtH-II, existem poucos dados
a respeito dos efeitos do GnRH sobre o controle da sintese
e liberagdo de GtH-I (BRETON et al., 1998). Contudo, o
aumento da liberagdo dessa gonadotrofina em resposta
ao GnRH tem sido verificado em Omncorhynchus kisutch,
durante as fases iniciais da espermatogénese ¢ em fémeas
vitelogénicas de truta arco—iris (VAN DER KRAAK et al.,
1997). Por outro lado, BRETON et al. (1998) ndo verificaram
em truta arco—iris efeito significativo do GnRH sobre a
libera¢do in vivo de GtH-I, apesar de ter sido verificado
in vitro em animais imaturos. Esses autores sugeriram que
provavelmente exista um fator inibitdrio in vivo que ainda
ndo tenha sido evidenciado.

O GnRH também parece exercer fungdes no
controle do inicio da diferenciag¢do sexual. Rodriguez et al.
(2000) verificaram que as trés formas de GnRH (sGnRH,
c¢GnRH-II, sbGnRH) presentes em “European Sea Bass”
(Dicentrarchus labrax, L.) permaneceram em niveis maiores
no inicio da diferenciagdo sexual, em comparagdo ao periodo
de primeira maturagdo gonadal. Isso leva a sugerir que as
trés formas de GnRH estdo envolvidas no processo de
diferenciacdo sexual em “Sea Bass”.

Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e
seus mensageiros secundarios: estimulo e inibigdo

Mukhopadhyay er al. (1997) sugerem que uma

BOMBARDELLI, SYPERRECK & SANCHES

cascata de eventos ocorra na pituitaria em resposta a agdo do
GnRH. Esses autores verificaram que em Channa punctatus
o ¢cGnRH parece estimular a liberagdo de GtH em duas
fases: inicialmente uma liberagdo aguda dos estoques de
GtH envolvendo Ca' (VAN DER KRAAK et al., 1997) e
Calmodulina quinase II (CaM quinase II), seguida por uma
segunda fase de liberacdo continua de GtH, envolvendo a
sistema adenil ciclase (¢CAMP) e proteina quinase A (PKA).

A fase de liberagdo aguda de GtH ocorre em resposta
auminfluxo de Ca*domeio extraparaintracelular, através dos
canais de calcio sensiveis a voltagem (MUKHOPADHYAY
et al., 1997). Isso foi verificado por esses autores, quando
bloquearam o influxo de calcio com “verapamil” e verificaram
que a liberagdo de GtH também era bloqueada, sugerindo,
dessa forma, a importincia obrigatdria desses canais para
mediar o efeito do cGnRH na liberag¢do aguda de GtH pelas
células pituitarias de Channa punctatus. Da mesma forma, o
aumento do Ca™ intracelular é o responsavel pela ativagdo da
CaM quinase Il e cAMP, para atuarem na primeira e segunda
fase de liberagdo, respectivamente (MUKHOPADHYAY et
al., 1997).

Segundo Melamed ef al. (1998), células pituitarias
de tilapias expostas a0 sGnRH leva ao aumento dos niveis de
RNAm GtH-IIB, sendo esse aumento mediado pela ativagio
de ambas PKA ¢ proteina quinase C (PKC).

A habilidade do GnRH em estimular o aumento
de inositol trifosfato (InsP3) indica que a fosfolipase C
(PLC) (VAN DER KRAAK et al., 1997), por mediar sua
hidrélise (GRANNER, 1998), pode fazer parte do caminho
de transdugdo do sinal do GnRH. Além disso, InsP3 ¢
conhecido por estimular a liberagdo de Ca™ dos estoques
intracelulares (VAN DER KRAAK et al., 1997), como o
reticulo sarcoplasmatico e mitocondrias, promovendo a
ativagdo da PKC e o aumento do calcio i6nico citoplasmatico
(GRANNER, 1998).

Segundo Van Der Kraak et al. (1997), outros
mensageiros utilizados pelo GnRH para estimular a liberagao
de GtH sao a fosfolipase A2 (PLA2) ¢ o acido araquidonico
(AA), especialmente pela mobilizag¢do e metabolismo do AA
pela PLA2.

Dentre os agentes inibitorios da agdo do GnRH, as
dopaminas (DA) apresentam maior importancia. Sabe-se
que as DA inibem a liberagdo de GtH, tanto em nivel basal,
quanto a liberagdo estimulada pelo GnRH (PETER & YU,
1997). O mecanismo de inibi¢do parece ser mediado por
diversos pontos na cascata de transdugio de sinais que regula
a liberacdo de GtH a partir de estimulos de GnRH, sendo
as principais a¢des a inibi¢do da mobilizagdo do Ca*™ e a
inibi¢do da geragdo de cAMP (VAN DER KRAAK ef al.,
1997). Essa inibig¢do regula a magnitude e sensitividade da
liberacdo de GtH-II além de controlar os niveis de liberagdo
de GtH-II na segunda fase de liberagio.

Aplicagdes do  horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) no controle e manipula¢do enddcrina
da reprodugéo

Atualmente, um grande nuimero de espécies de
peixes necessitam de algum tipo de tratamento hormonal
para controlar ou induzir a reprodugdo. Apesar de diversas
técnicas de manipulagdo hormonal serem empregadas
atualmente com sucesso, alguns problemas tém sido
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evidenciados como o fato do animal estar em estagio de
desenvolvimento gonadal avangado e as multiplas aplicagdes
hormonais necessarias para atingir o sucesso na reproducio
(MYLONAS & ZOHAR, 2001).

O processo de reproducdo artificial de diversas
espécies de peixes apresentam diversos problemas que
levam as disfun¢des do processo reprodutivo, tais como:
auséncia de vitelogénese e maturagdo final dos ovocitos em
fémeas e reduzida capacidade de realizar a espermatogénese
e espermiagdo dos machos, levando a produgdo de sémen
de baixa quantidade e qualidade (MYLONAS & ZOHAR,
2001).

o desenvolvimento de procedimentos
farmacoldgicos que viessem a aperfeicoar os processos
de indugdo a matura¢do final em peixes foram bastante
estudados nos ultimos anos. Inicialmente, o estudo das
gonadotrofinas foi bastante intenso, contudo, nas ultimas
duas décadas, diversos pesquisadores focaram o estudo para
o uso de formas de GnRH nativas ou sintéticas (GnRHa) e
seus analogos hiperativos (ZOHAR et al., 1989; GISSIS et
al., 1991; TAN-FERMIN et al., 1997; OLITO et al., 2001,
MOON et al., 2003; MARINO ez al., 2003).

O emprego desses compostos apresentam diversas
vantagens com relagdo ao uso das gonadotrofinas: os GnRHa
sdo pequenos decapeptideos aparentemente incapazes de
desencadear resposta imune; sdo capazes de atuar em altos
niveis do eixo hipotalamo—pituitaria—gonadas, podendo
proporcionar uma estimulacdo mais balanceada dos eventos
reprodutivos e possivelmente melhor integragdo com outras
fungdes fisioldgicas, que direta ou indiretamente afetam
os processos endocrinos reprodutivos; sdo sintetizados
quimicamente ¢ ndo causam o risco de transmitir doengas
aos reprodutores, perigo este, sempre associado ao uso dos
extratos de pituitaria (ZOHAR & MYLONAS, 2001).

As formas sintéticas de GnRHa sdo desenvolvidas
a fim de melhorar a sua resisténcia na circulagdo sanguinea
contra a degradacdo enzimatica e aumentar o tempo de
resisténcia na circulagdo em comparagéo as formas nativas
(MYLONAS & ZOHAR, 2001). Infelizmente a forma mais
resistente de GnRHa leva 23 minutos para ser degradada
em comparagdo a cinco minutos na forma nativa sGnRH
(GOTHILF & ZOHAR, 1991 apud MYLONAS & ZOHAR,
2001). Esse reduzido tempo de resisténcia na corrente
sanguinea certamente pode justificar as falhas na indugdo a
ovulagdo quando protocolos que utilizam apenas uma unica
aplicagdo hormonal, o que possivelmente ndo induz ao
aumento dos niveis de GtH-II (TAN-FERMIN et al., 1997).
Além disso, a maturacdo final dos ovdcitos ndo ¢é alcangada
imediatamente apos a aplicagdo de GnRH, pois € necessario
que altos niveis de GnRHa sejam mantidos nesse periodo para
garantir a liberagdo adequada de GtH, sendo esse periodo
dependente da espécie e do estagio de desenvolvimento
gonadal (MYLONAS & ZOHAR, 2001), apresentando
melhores respostas dentro da estagdo reprodutiva (TAN-
FERMIN et al., 1997).

Nesse sentido, diversos experimentos tém focado
o emprego de multiplas aplicagdes hormonais. Slater et al.
(1995) empregaram duas aplicagcdes na forma injetavel e
com intervalos de dois dias entre aplicagdes em “Sockeye
Salmon” (Oncorhynchus nerka) e verificaram efeito positivo
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quanto a redu¢do do tempo necessario para os animais
atingirem a ovulagdo e a espermiag¢do, sendo essa redugio de
tempo de 21 para 11 dias e de 24 para 10 dias, para animais
contidos em agua doce e agua salgada, respectivamente.
Contrariamente aos resultados apresentados anteriormente,
SURESH et al. (2000) alcancaram bons resultados de
indugdo a ovulagdo em “White Bass”, utilizando apenas uma
dose aguda, aplicada na forma injetavel de mGnRHa.

Outros trabalhos tém buscado desenvolver
metodologia de liberagdo continua de GnRH, como por
exemplo o uso do implantes hormonais. Marino ef al. (2003)
utilizou implantes de GnRHa para induzir a ovulagdo em
“Dusky Grouper” (Epinephelus marginatus) e verificaram
que das 13 fémeas tratadas, 11 atingiram a maturag@o final dos
ovocitos, enquanto que as ndo tratadas desenvolveram apenas
alguns sinais de maturacdo. Olito er al. (2001) utilizaram
implantes de LHRHa em “Chinook Salmon” e verificaram que
esses tratamentos além de acelerar a ovulagdo em relagio aos
animais no tratados, induziram a sincroniza¢do da ovulagéo
das fémeas. Esses autores verificaram que todas as fémeas
tratadas ovularam 17 dias apds o inicio dos tratamentos,
enquanto as nfo tratadas atingiram esse estadio por volta do
38°dia. Apesar de acelerar o tempo de maturacdo final dos
ovocitos, os autores verificaram que os implantes reduzem a
qualidade e a sobrevivéncia das proles.

Moon et al. (2003) utilizaram implantes de
GnRHa (LHRHa — pGlu-His-Trp-Ser-yr-D-Ala-Leu-Arg-
Pro-NHEt) em machos de “Starry Flounder” (Plathchthys
stellatus) durante a estagdo de reproducdo e verificaram
que os tratamentos ndo afetaram a motilidade espermatica
nem o pH do sémen, mas aumentaram o volume de sémen
ejaculado e a sua fluidez. Esse fato, conseqiientemente,
levou a uma redu¢@o da concentracdo de espermatozoides,
provavelmente pelo GnRHa ndo estimular a producio de
novos espermatozoéides. O aumento da fluidez do sémen pode
ser um resultado positivo, pois a elevada viscosidade desse
material, freqiiente em animais de cativeiro, ¢ um problema
na reprodugdo artificial, pois dificulta a homogeneizagdo do
sémen com as solugdes ativadoras. Hilomen-garcia et al.
(2002) evidenciaram os mesmos efeitos sobre a qualidade e
quantidade de sémen produzido em “Sea Bass” (Calcarifer
bloch), contudo esses autores utilizaram LHRHa (D-Ala6,
Pro9-N-ethilamida) na forma injetavel. Mylonas et al. (1997)
encontraram resultados semelhantes utilizando implantes
de GnRHa em forma de micro esferas em “White Bass”
(Morone chrysops), porém esses implantes ndo causaram
efeito deletério na concentra¢do de espermatozoides, além
de evidenciarem um aumento nos niveis de GtH-II.

Principais compostos empregados no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo continua de
GnRHa

Os tratamentos hormonais tém utilizado diversos
tipos de veiculos com diferentes eficiéncias. Considerando
que as formas de aplicagdes injetaveis necessitam de
excessivo manejo, devido a repetigio dos tratamentos, muitos
estudos tém sido direcionados para o desenvolvimento de
metodologias utilizando implantes hormonais que permitam
a liberagdo continua de hormonio.

Diversos compostostémsidoutilizados naconfec¢éo
desses implantes. Esses podem ser feitos na forma de peletes
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cilindricos de colesterol (3mmx3mm), em que variagdes
de sua concentragdo na matriz, em adi¢do com celulose,
pode garantir uma rapida ou lenta liberagdo (ZOHAR
& MYLONAS, 2001). Peletes de acetato de etilenovinil
também sdo utilizados, sendo que esse composto é um co-
polimero ndo degradavel e os implantes sdo confeccionados
de forma cilindrica com 2 a 3 mm de didmetro (MYLONAS &
ZOHAR, 2001). Desde 2001 implantes fabricados na forma
de micro-esferas biodegradaveis (5-200um de didmetro)
tém sido largamente utilizados e com bons resultados. Na
sua fabricagdo, sdo empregados co-polimeros de acido
latico e acido glicolico (LGA), os quais foram inicialmente
desenvolvidos para emprego em suturas cirurgicas. A
liberag¢do dessas microesferas pode ser imediata ou continuar
por alguns meses, dependendo da relagdo entre acido latico
e glicdlico e comprimento dos implantes empregados, o que
causa alteragdo no peso molecular do polimero (ZOHAR &
MYLONAS, 2001).

Consideracdes Finais

O emprego do GnRH e suas formas andlogas tém
mostrado eficiéncia no controle e manipula¢io da reproducéo
de peixes, além de facilitar o manejo dos estoques de
reprodutores. Contudo novos estudos devem ser realizados,
buscando-se conhecer melhor as formas nativas de GnRH
presentes em cada espécie e suas relativas localizagdes,
mecanismos de agdo ¢ afinidade com seus receptores. Esse
conhecimento poderia levar ao desenvolvimento de formas
sintéticas de GnRHa especificas, superativas, ou combinagdes
mais apropriadas, que apresentem maior atividade bioldgica
nos processos de maturagdo final dos ovocitos, ovulagdo,
espermiagdo ¢ desova. Ainda, o desenvolvimento de doses
minimas efetivas e de mecanismos de libera¢do continua
mais eficientes devera ser objeto de estudo futuro.
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