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Maiores serdo as vantagens auferidas pelo piscicultor, quanto
mais facilmente possa éle controlar, de um modo direto o fenbmeno
da reproducdo. Essa facilidade é apresentada, “in natura”, nas
regides temperadas onde os peixes crescem lentamente e a fase da
procriacdo se extende por espaco de tempo superior a 1, ou mesmo 2
meses. Durante todo ésse tempo podem os reprodutores ser apanha-
dos, convenientemente selecionados e a seguir submetidos ao processo
da fecundagdo artificial, método éste que permite uma porcentagem
de aproveitamento notavelmente elevado, de vez que é possivel uma
protecdo imediata com aproveitamento quasi total dos ovos, sendo
afastadas todas as causas de destruicdo proprias do ambiente natural.

Assim se apresenta o fenémeno aos piscicultores europeus ou
norte—americanos, 0 mesmo acontecendo com O peixe-rei para 0O pisci-
cultor argentino.

Contudo, e aqui transcrevemos as proprias palavras de von
Ilhering, (3) — idealizador e introdutor do método de hipofisacdo
de peixes, — “a maturacdo das gOnadas estd sujeita a leis muito
diversas, nas espécies tipicas da nossa fauna. Lentamente os ovarios
se avolumam e durante semanas ou mesmo meses se conservam tirgi-
dos, sem contudo se prestarem a fecundacgdo artificial.

Ao comprimir fortemente o ventre, consegue-se a extrusdo de
ovulos, que porém, formam uma massa compacta, com todos os
caracteristicos de 6vulos imaturos.

E neste estado se conservam os 6vulos durante 2 ou 3 meses,
até o momento em que repentinamente, devido a influéncias ignotas,
se da o amadurecimento. Tal transformacado, coincide com as chuvas,
as enchentes do rio, talvez com trovoadas ou modificacdes de fatores
fisicos da agua. Entdo os Ovulos se tornam translicidos e fluem
facilmente a menor pressao, bastando mesmo as contorsdes do peixe
gue se debate, para que a massa de Ovulos, a semelhanca de sagu
cozido, escorra as golfadas.

E ésse 0 momento propicio para a fecundacio”.

(*) Trabalho apresentado ao !11 Cciurressi» Brasileiro de Medicina Veterinaria, realizado em
Poito Alegre, em Outubro de 10-15



6 Rev. Fae. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 3, fase. 3, 1946

No entretanto, sendo os peixes muito sensiveis a éste momento
6timo e fugas do ambiente, aproveitam-no para a desova, fenémeno
gque se desenvolve com rapidéz tal, que horas depois o ovario expeliu
todos os 6vulos maduros. Este comportamento faz com que o referido
ato passe, muitas vezes, desapercebido ao piscicultor, perdendo assim
aqueles poucos momentos favoraveis a extrusdao dos Ovulos, e encon-
trando logo apdés unicamente ovarios sanguinolentos e vazios, apenas
com os Ovulos imaturos remanescentes. Analisando os fatores que
determinam a reproducdo dos peixes na natureza, Pedro de Azevedo
e Borges Vieira (11), qualificaram-n’a como “um episddio imprevi-
sivel, de curta duracdo e sujeito a tdoda sorte de incertezas”.

Eis ai, o primeiro obsticulo apresentado a Von lhering,
quando, dedicando-se a estudos relativos ao campo da ictiologia,
procurou submeter a fecundacdo artificial, os nossos peixes de &gua
doce. Na impossibilidade de aplicar ao nosso meio, aquéles conheci-
mentos adquiridos pelo piscicultor das zonas temperadas, fez-se
necessario a introducdo de um processo que possibilitasse um controle
direto do ato da reproducéo, visando de um lado, conseguir a desova
expontanea dos peixes de “piracema” em ambientes de aguas paradas
e, por outro lado, permitir um indice elevado de aproveitamento da
criacdo, fato que ndo ocorre quando esta Ultima é sujeita aos recursos
naturais de multiplicacéo.

Tendo por base os estudos endocrinolégicos, que mostraram a
importante funcdo do lobo anterior da hipofise na esfera sexual,
principalmente aquéle de Houssay (21); Von lhering € colaborado-
res, (1L a 7), procuraram através da introducdo artificial, no orga-
nismo dos reprodutores, de uma determinada dose do hormdnio gona-
dotropico, acelerar o fendbmeno da gametogénese nos peixes. Processo
ésse, Unico aconselhdvel, dada a impossibilidade de se poder deter-
minar, qual o fator imediato ou estimulo final (ainda hoje pouco
definido), cujo efeito, “in natura”, se fazia notar na intimidade do
organismo dos reprodutores, determinando a descarga do hormdnio
gonadotropico hipofisario, que os induzia a procura mutua dos sexos
e a realizacdo da desova.

Terminada a primeira fase de experiéncia, verificou-se a
possibilidade da aplicacdo do método referido, uma vez que se utili-
zasse como agente gobnado estimulante a hipofise obtida de outros
peixes, pois que entre éstes sérés, dado o grande numero de provas
negativas quando da introducdo do horménio gonadotropico das mais
variadas origens, parecia existir com respeito aos horménios deter-
minantes da relacdo génito hipofisaria, uma verdadeira especificidade.
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Comprovou-se além disso a eficiéncia do método, pelas modificacdes
induzidas na estrutura dos érgaos genitais, (8).

Dai por diante, outros pesquisadores, (8 a 14), continuaram
a obra iniciada por vON IHERING, e com relacdo a evolugdo sofrida
pelo processo original, passamos a descrever o sumario, que a respeito
da mesma, um de nds teve a oportunidade de publicar (22):

“Quanto a técnica seguida na hipofisacdo dos nossos peixes
podemos estabelecer 2 fases: na primeira, eram as hipofises, ainda
frescas trituradas em soro fisioldgico, e, essa suspensdo integral da
glandula injetada no peixe. Muitos eram, porém, os inconvenientes
decorrentes de tal processo: era necessario escolher os doadores no
ato da hipofisacdo, sacrifica-los, craniotomiza-los e proceder-se a
extragdo das glandulas, além de que os detalhes relativos a assepsia,
eram sempre precarios. Ainda nessa fase tentou-se o emprégo de
hipéfises sécas as quais, contudo, ndo agiam com a mesma eficécia
6 meses ap0s a dessecacgdo, (4 e 10).

Numa segunda fase, Pedro de Azevedo € Estevao de Oliveira
(20), deram um grande passo na técnica de hipofisacdo, ao verifica-
rem a possibilidade de conservacdo da hipo6fise em éalcool absoluto,
veiculo que nao solubiliza o principio génado estimulante da glandu-
ia, nem lhe altera a potencialidade, mesmo ap6és um ano.

De grande valor foi ésse achado, pois corrigiu em grande parte
0s inconvenientes do primeiro processo: permitiu que uma assepsia
melhor fésse observada durante a hipofisacdo, consentiu usar com
sucesso a técnica de “aplicacdo de pequenas doses repetidas (doses
minimas iniciais, com aumento progressivo), dentro de um prazo
inferior ao da acdo hormonal, a-fim-de evitar solucdo de continuidade
no estimulo inicial”. Além disso, “a conservagdo da hipdfise em
alcool absoluto veio abrir vasto campo para o estudo do horménio
gbnado estimulante, ndo sé no que diz respeito ao seu isolamento como
também no que concerne ao emprégo da hipéfise de doadores nas
diferentes fases da evolucdo sexual”.

Atualmente, de modo resumido, 0 processo consiste no seguinte:
ndo existindo ainda uma unidade fisiolégica, a propria glandula é
usada como tal. Tirada as hipofises do liquido conservador, séo
estas enxutas em papel de filtro e trituradas em agua distilada;
centrifuga-se e injeta-se o liquido sobrenadante pela via intramus-
cular, em volume nunca superior a 0.5 cm3 As doses variam nao so
segundo a espécie, como também com o estado de maturacdo das
gbnadas dos receptores, obtendo-se melhores resultados quando se
inoculam quantidades gradativamente crescentes e intervaladas por
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espaco de tempo que vai de 5 a 6 horas. Geralmente a dose inicial
varia de 1/8 a 1/4 de hipoéfise, e o nimero total de glandulas injeta-
das até a obtencdo da desova esta, como é claro, na dependéncia das
condi¢des prévias do animal, comumente entre 2,5 a 5 hipoéfises.

Deve ser meticulosa a observacdo do técnico ndo s6 na escolha
dos reprodutores a serem injetados como também dui'ante o periodo
de hipofisacdo, de modo que as doses sejam reguladas de tal maneira
a evitar uma discronia de maturacdo do macho para a fémea, pois, a
possibilidade de uma bbda fecundacdo, estd em se fazer com que o
macho e a fémea cheguem, simultaneamente, a maturacdo dos seus
orgdos gonadais”.

Aperfeicoada a técnica de hipofisacdo, pela modificacdo intro-
duzida no processo original, segundo os estudos de Pedro de Azevedo
e Estevao de Oliveira, acima referidos, constitue hoje em dia traba-
Iho de rotina dos Postos de Piscicultura.

Né&o obstante o aperfeicoamento alcancado e os étimos resulta-
dos que eram obtidos, principalmente no Nordeste do pais, importava
sobretudo simplificar o método para que éle se tornasse de mais facil
e ampla aplicacéo.

Em 1043, por sugestdo do Dr. Aicibiades Marques, diretor
da Estacdo Experimental de Caca e Pesca, propuzemos-nos fazer
algumas pesquizas sbbre a questdo. Demos inicio aos nossos traba-
Ihos, preparando um extrato glicerinado de hipéfise de peixes, cuja
técnica de obtencdo e eficicia, foi por um de nos publicada (22),
tendo também K. S. Menezes (24) naquela ocasido, chegado a resul-
tados positivos ao se utilizar do nosso método.

Embora pese o pequeno numero de experiéncias levadas a
efeito, por motivos contrarios a nossa vontade, ndo deixam de ser
animadoras as novas observacdes feitas com a aplicagcdo do extrato
glicerinado.

No presente trabalho faremos referéncias ndo somente as
modificacdes introduzidas na técnica da preparacdo do extrato glice-
rinado e sua eficacia, mas principalmente, na capacidade de conser-
vacdo do seu potencial de atividade, fato éste de importancia capital,
no que diz respeito a0 método de hipofisacdo, como veremos mais
adiante.

Passamos a descrever a técnica atual de preparacdo do extrato
glicerinado, cuja modificacdo nos pareceu aconselhavel.

1° — As hipdfises retiradas do liquido conservador sdo enxu-
tas em papel de filtro, pesadas e trituradas em gral. 2.° — Junta-se
agua distilada. 3.° — Leva-se a geladeira pelo espaco de 48 horas.
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4.° — Adiciona-se glicerina, em volume duplo ao da agua distilada.
5.° — Leva-se novamente a geladeira pelo espagco de 48 horas. 6.° —
Centrifuga-se. 7.° — Despreza-se o sedimento e distribue-se o liquido
sobrenadante, em pequenos vidros com rbélhas de borracha. O volume
liquido, como é natural, depende da concentragdo que se deseja dar ao
extrato. Geralmente adotamos um volume total de liquido que per-
mite 10 hipofises por centimetro cubico.

Embora ndo se tenha ainda chegado a uma conclusdo definitiva
s6bre o teor hormonal das hipofises de peixes, quer em relacdo a
idade, quer ao estado de desenvolvimento dos 6rgaos sexuais, é de se
recomendar ao menos por enquanto, que se utilizem hipéfises de peixes
com as gbnadas em grau de maturacdo adiantada (27).

Inicialmente aconselhavamos a conservagdo do extrato na gela-
deira, como uma garantia da conservacdo por um periodo de tempo
mais longo; pudemos verificar, entretanto, a perfeita eficicia do
mesmo, um ano apds a sua preparacdo; (ver ficha de hipofisagao
n.° 1). Embora o extrato conservado no frio mantenha sua potencia-
lidade por um espaco de tempo que ainda ndo pudemos estabelecer
em seu limite extremo, verificamos também que o mesmo, mantido a
temperatura do ambiente, conservou a sua agdo mesmo apdés um ano
e meio; (ver ficha de hipofisacdo n.° 2). .

E justamente nesta sua capacidade de conservacio que se
prende uma das mais importantes caracteristicas da introducdo do
extrato glicerinado na técnica de hipofisacdo, de vez que até bem
pouco ndo se havia conseguido método capaz de conservar sua ativi-
dade por um prazo de tempo suficiente para permitir a hipofisacdo de
todos os reprodutores de cada lote na frequéncia desejada; assim
com a finalidade de se reduzir as causas de erros decorrentes do em-
prego de glandulas de teor hormonal variavel, aconselhava-se fazer
alguns minutos antes de cada tratamento, um extrato em sb6ro fisio-
l6gico, pela utilizagdo de um numero de hipéfises muitas vezes maior
do que bastaria para a quantidade de peixes a serem injetados; claro
que por essa forma, diminuindo as causas de érro pelas variacdes da
rigueza homonal dos orgdos, tinha-se, por outro lado, uma grande
perda de material.

O extrato glicerinado, solucdo hormonal, capaz de manter a sua
potencialidade, segundo observacdo até agora feita, pelo tempo mais
acima referido, veio corrigir esta parte, alias importantissima da
técnica de hipofisagdo. Nao somente, isso, como também, tornar o
processo muito mais pratico, — (dispensa o preparo prévio da solu-
¢do hormonal antes de cada injecdo) —, mais uniforme e eficiente,
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garantindo ainda uma assepsia melhor. Assim, R. S. MENEZES e
colaboradores (25), empregando o extrato glicerinado em hipofisa—
¢Oes levadas a efeito no Nordeste do pais, conseguem Otimos resulta-
dos, aplicando as injecBes na frequéncia de 8 em 8 horas, e ndo mais
de 5 a 6 horas como no processo anterior. *“Isto permite um repouso
maior a turma de hipofisagdo a qual pode trabalhar normalmente, no
expediente comum, sem qualquer fadiga. Observa-se maior uniformi-
dade nos resultados, como conseqiiéncia direta do emprego de 100
hipéfises em cada ampéla de 10 cm3”. Fontenete, € colaboradores
(26), conseguiram por meio do extrato glicerinado, quatro desovas
nos mesmos reprodutores de Curimatd, Prochilodm sp., no espaco de
11 meses, quando mantidos em viveiros de pequenas dimensoes.

Um ponto de grande importancia que precisa ainda ser resol-
vido e o0 da padronizagcdo do extrato glicerinado; é evidente que o
extrato, podendo ser preparado de cada vez com nimero muito grande
de hipofises, oferece mais probabilidades de fornecer sempre concen-
tracBes de poténcia hormonal semelhantes; porém, um tipo de dosa-
gem, fosse quimica ou biolégica, importaria um grande progresso.
Nas tentativas que ja realizamos a respeito, utilizando o sapo, Bufo
marinus (1.), (23), ndo conseguimos resultados satisfatérios, verifi-
cando que ésse batraquio responde a injecdo de hipdfise total de peixe
mas € insensivel a aplicagdo do extrato.

Consignamos aqui 0s nossos agradecimentos a todos aquéles que
nos prestaram o seu auxilio desinteressado, notadamente aos Drs.
Cirilo Mafra Machado e José Vaz e ao Snr. Ismael Fonseca Ribeiro.

FICHA DE HIPOFISAGCAO N." 1
Data: 30/9/944 Lote A

EXTRATO GLICERINADO PREPARADO EM 5/10/943 E
CONSERVADO NA GELADEIRA
Concentracao: 10 hipo6fises por cm3.
NUmero de peixes: — 3.
Machos — 2; fémeas — |I.
Espécie: Cyprimts curpio.

Dose Dia Hora 1 d* 1$ Veiculo
1

- i 30 7 1n i H 0,5 aw"

2.a 30 13 15 11 11 0,5 cni”

30 i io 2 H 15 11 1 0.5 c:jix

ReatilUido: Desova pela madrugada do dia 1/10. Eclosdo apés 82 horas
de incubacdo. Enibriogénesc normal com bom aproveitamento.
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FICHA DE HIPOFISAQAO X.u 2
Data: 28/8/945 Lote C

EXTRATO GLICERINADO PREPARADO EM 8/3/044 E
CONSERVADO A TEMPERATURA AMBIENTE
Concentracdo: 10 hipdfises.
Numero <e peixes: — 3.
Machos — 2; fémeas — 1
Espécie: Cyprinw earpio, var. fspecularus. (Carpa espelho).

Dose Dia Hora : 1 cT 12 Veiculo
1« 28 10 Vz H iz 1l 0,6 cm3
2a 28 16 1H i1 ; 05 cm-
3.a 28 22 2 H 2 H ; 0,5 cm>

Resultado: Desova pela madrugada do dia 29. Eclosdo apds 72 horas de
incubagdo. Embriogénese normal. Larvas em quantidade apreciavel.

SUMARIO

A técnica de hipofisacdo de nossos peixes, foi idealizada e
posta em préatica por VON IHERING, dadas as condi¢cbes especiais que,
em nosso meio, cercam o ato reprodutivo daquéles animais, principal-
mente com relacdo aos peixes de aguas correntes, ou segundo a termi-
nologia limnolégica, de ambientes l6ticos.

Ofereceu o referido método, tédas aquelas vantagens previstas
pelo cientista acima referido, sendo a sua técnica adotada por diversos
pesquizadores cxtrangeiros, (15 a 19). Dentre as principais vanta-
gens podemos citar as seguintes:

a) possibilidade da pratica da fecundacao artificial.

b) indice elevado de aproveitamento, — vantagem esta que
permite a aplicacdo do processo aos peixes de aguas paradas ou de
ambientes lénticos, uma vez que a desova processada “in natura”,
oferece escasso aproveitamento.

Cc) permitir as tentativas de crusamento das espécies de peixes
morfologicamente afins, porém fisiologicamente isolados por desova-
rem em épocas diferentes.

d) permitir estabelecer a hora provavel da desova.

A tccnica original, vem, através de novas pesquisas, sofrendo
modificacdes de modo a se tornar mais pratica e eficiente.

Iniciando a nossa colaboragdo nesses estudos, preparamos um
extrato glicerinado de hipofises de peixes, que pelo seu comportamen-
to, segundo observacdes efetuadas, veio tornar a referida técnica de
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mais facil e ampla aplicagdo. Isto porque, o extrato glicerinado
oferece:

a) uma solugdo hormonal capaz de conservar a sua atividade,
quando mantida quer no frio, quer na temperatura ambiente, por
espaco minimo de um ano e meio, pois ainda ndo pudemos estabelecer
o limite extremo da referida conservacéo.

b) a mesma solugdo hormonal permite a hipofisagcdo de todos
os reprodutores de cada lote, na freqiéncia desejada, o que vem
facultar uma avaliagdo mais ou menos precisa das doses a adminis-
trar, tornando os resultados mais uniformes.

c) torna a técnica mais pratica uma vez que dispensa o pre-
paro prévio da solugdo hormonal antes de cada injecdo; permitindo
gue as injecbes sejam aplicadas numa frequéncia mais espacada, o
que torna mais suave o trabalho do técnico.

d) garante uma assepsia melhor.

SUMMARY

This paper includes two parts: mainly the A.A. review not
only a summary of the modifications that have occurred in the
technic of the kypophysation of fishes in Brazil, from the early
works of von 1hering as they also appoint alls the advantages
brought to the Brazilian pisciculture by the utilization of the method
above referred; secondly the A.A. appoint the recent modifications
in the original process by the use of a glycerinate extract from
fish hypophysis (Fonseca Ribeiro and Tabarelli Neto). To such
innovation they have collaborated according to papers previously
published, in which they demonstrated its efficacy. They founded
experimentally new behaviors of glycerinate extract, especially
referring to the capacity of the conservation of its hormonal activity
even when kept in the icebox or in the room temperature. They
describe the advantages offerred, by the modifications mentioned as
well as some results obtained by other icorkers who hare used the
glycerinate extract.
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