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Resumo

A capacidade reprodutiva dos grandes peixes migradores ¢ dependende de estimulos ambientais que sdo
responsaveis pela sintese e liberacdo dos hormonios hipofisarios, FSH e LH. A partir destes estimulos, estes
individuos iniciam o processo de desenvolvimento e¢ matura¢do gonadal, eventos estes que culminam com a
desova. Porém, quando em cativeiro, a mimetizagdo do ambiente, capaz de reproduzir os estimulos naturais para
reprodutores, ainda ¢ falha, sendo necessaria a indu¢do hormonal. A partir do momento em que a indugdo
hormonal ¢ realizada, surge a necessidade de desenvolver novas técnicas para avaliagio dos gametas,
aumentando a eficiéncia reprodutiva. Assim, esta revisdo tem o objetivo de focar as diferentes técnicas de
avaliag@o dos paradmetros reprodutivos, tanto dos machos quanto das fémeas, identificando novas metodologias e
sustentando a utilizacdo de técnicas ja consolidadas.
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Abstract

The reproductive capacity of large migratory fish is dependend of environmental stimuli that are
responsible for the synthesis and release of pituitary hormones, FSH and LH. From these stimuli began the
process of development and maturation of the gonads, culminating in spawning. But in captivity, the
environment is not capable of reproducing the natural stimuli for breeding, requiring hormonal induction. When
the hormonal induction is performed, there is a necessity to develop new techniques for evaluating the gametes,
increasing the reproductive efficiency. So this review is aimed to focus on different techniques for reproductive
assessment, both for male and female, identifying new methods and techniques and support the use of those that
are already consolidated.
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Introducao

Peixes migradores ndo apresentam capacidade de desovar em ambientes lénticos, devido a falta de
qualidades ambientais adequadas para a reprodugdo, como migracdo, profundidade ou corredeiras (Mylonas et
al., 2010). Dessa forma, a manipulagdo artificial do seu ciclo reprodutivo constitui uma técnica eficiente para a
indugdo da desova e espermiagao, permitindo que ocorra a reproducdo destes individuos no momento desejado e
em condigdes controladas de cativeiro.

A baixa eficiéncia reprodutiva dos animais em cativeiro esta relacionada com o ndo desenvolvimento ¢
maturacdo gonadal adequados, que sdo determinados pelas gonadotrofinas, pelo horménio foliculo estimulante
(FSH) e pelo hormdnio luteinizante (LH). Estes sdo hormoénios glicoproteicos que estdo diretamente envolvidos
no processo de produgdo de gametas pelas gonadas.

Em peixes teledsteos, o hipotalamo e a hipofise sdo estruturas localizadas na base do diencéfalo e sdo os
principais centros que coordenam os eventos fisioldgicos e, particularmente, os neuroendécrinos (Iseki e Negrao,
2003). O hipotdlamo processa os estimulos externos e internos percebidos pelos peixes e inicia a cascata
hormonal e fisiologica ligada a reprodugido por meio da liberagdo dos hormonios liberadores de gonadotrofinas
(GnRH) e dopamina, que sfo de grande importancia pratica na reprodugdo induzida em peixes (Mylonas et al.,
2010).

O GnRH ¢ responsavel pelo estimulo a hipofise para a sintese e a liberagdo das gonadotrofinas (FSH e
LH) enquanto a dopamina a inibe. O FSH ¢é responsavel pela liberacdo de estradiol pelo ovario, pelo crescimento
gonadal, pela gametogénese e pela entrada de vitelogenina no ovocito, enquanto o LH ¢é importante para a
maturagdo final dos gametas e sua posterior liberagdo. Os esteroides sexuais e outros fatores gonadais exercem
um controle de feedback tanto positivo e quanto negativo no hipotalamo, na hipédfise e nas proprias gonadas
(Sallum, 1999).

Esta revisdo tem como objetivo principal enfatizar as diferentes técnicas de avaliagdo dos parametros
reprodutivos em peixes nativos bem como sua importancia para o melhor desempenho dos reprodutores.
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Periodo reprodutivo

As particularidades no comportamento reprodutivo das diferentes espécies estdo relacionadas com a
possibilidade de se aumentar a sobrevivéncia das larvas. Isto significa que a desova deve ocorrer em um
momento no qual ha maior disponibilidade de alimentos e de protecdo dos jovens contra os predadores. Os
maiores periodos de luminosidade estdo relacionados com a primavera ¢ o verdo, momentos nos quais ocorrem
os maiores indices pluviométricos ¢ de temperatura. Entre os peixes migradores de rios tropicais, o inicio da
estagdo de cheias ¢ o principal periodo de desova para peixes cujas larvas se alimentam nas planicies de
inundagdo (Zaniboni Filho e Weingartner, 2007).

Estimulos ambientais, determinados pelos ritmos circadianos, convergem para a regido pré-optica do
hipotalamo, responsavel pela liberacdo do GnRH e da dopamina. Os neurénios hipotalamicos penetram a adeno-
hipéfise, responsavel pela sintese e secre¢do dos horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), os
quais controlam o desenvolvimento e a maturagdo gonadal (Chang et al., 2000). Em peixes migradores de
“piracema”, mantidos em cativeiro, os estimulos ambientais ndo estdo presentes, sendo necessaria a utilizagdo de
técnicas de indug@o do processo reprodutivo, a partir da aplicagdo de hormonios.

Hormonios utilizados

A utilizacdo do extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC) é o método de indugdo artificial da
reprodugdo de espécies de carater reofilico mais utilizado nas estagdes de piscicultura (Streit Jr et al., 2003).
Porém, este extrato é proveniente de espécies Cyprinus carpio, as quais geralmente sdo importadas, possuindo
elevado custo e possibilidade de introdugdo de doengas quando adquiridas de empresas nio registradas.

A utilizacdo de hormonios sintéticos, no Brasil, em reproducdo artificial de peixes ainda é pequena em
relagdo ao EBHC (Sallum, 2002). Os horménios sintéticos mais utilizados geralmente sdo agonistas de GnRH,
os quais funcionam como dispositivos continuos de liberagdo hormonal para mimetizagdo da liberagdo dos
hormonios gonadotréficos durante o processo reprodutivo (Zohar e Mylonas, 2007).

Os hormonios sintéticos, porém, mimetizam apenas alguns tipos de GnRH, sendo existentes 23 formas
moleculares de GnRH identificadas em varios vertebrados e espécies protocordadas (Millar et al., 2004). As
formas mais presentes nos peixes incluem o GnRH-II (galinha) e o GnRH (salmdo; Klausen et al., 2008). A
importancia de especificagdo do tipo de GnRH utilizado para estudo esta no tipo de resposta celular estimulada
pelo hormoénio em questdo. Estudos comprovam que diferentes formas moleculares de GnRH podem induzir
ativagdo de diferentes sinalizagdes moleculares, e consequentemente, causar variagdo na resposta celular
estimulada (Caunt et al., 2006; Klausen et al., 2008).

Importancia da avaliacio dos reprodutores antes da inducio hormonal

Para que ocorra o sucesso da indu¢do hormonal, os reprodutores devem ser selecionados de acordo com
as caracteristicas citadas por Woynarovich e Hoévath (1989). Para as fémeas, estas caracteristicas incluem
abdomen bem desenvolvido e macio ao toque, papila urogenital proeminente e de coloragdo rosada ou
avermelhada e orificio genital ligeiramente aberto. Para os machos, ocorre a liberacdo de algumas gotas de
sémen sob leve massagem abdominal.

Estas caracteristicas, entretanto, sdo subjetivas, ndo levando em conta as diversas espécies existentes e
nem suas caracteristicas reprodutivas especificas. Além disso, muitas espécies de teledsteos ndo apresentam
dimorfismo sexual, sendo dificil distinguir os machos e as fémeas. As caracteristicas sexuais sdo importantes,
pois elas indicam o estigio de maturacdo gonadal. Esta indicacdo propicia o melhor momento de aplicagéo
hormonal, aumentando a eficiéncia da indugdo ¢ melhorando os indices reprodutivos do plantel em cativeiro.

Parametros reprodutivos em fémeas

Estudos que envolvem a determinacdo do desenvolvimento ¢ da maturacdo sexual sdo fundamentais
para a ciéncia da pesca e sdo pré-requisitos para a compreensao do ciclo de vida dos peixes (Sivakumarana et al.,
2003). O método mais adequado para a determinacdo do ciclo reprodutivo em fémeas € a observagdo de
modificagdes sazonais no desenvolvimento das gonadas (Karlou Riga e Economidis, 1996).

Virias técnicas vém sendo empregadas para solucionar problemas que ocorrem em grande parte dos
trabalhos com reproducdo de peixes. Alguns destes problemas sdo a auséncia de dimorfismo sexual nos peixes
teledsteos e a capacidade de determinar a qualidade dos ovocitos bem como as caracteristicas que determinem
sua capacidade de obter sucesso na fertilizacdo (Bromage et al., 1992). Segundo Okuzawa (2002), nos peixes,
como em outros vertebrados, os mecanismos intrinsicos a puberdade, especialmente o seu inicio, ndo sdo
compreendidos inteiramente. Estes mecanismos provavelmente sdo diferentes entre as espécies de teledsteos, os
quais constituem o maior taxon entre os vertebrados.

Diversos métodos tém sido descritos para determinar o estagio de maturagdo de desenvolvimento
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gonadal em peixes. Em algumas espécies as gonadas podem ser visualizadas com auxilio de endoscopio,
entretanto este método, embora eficiente na inspecdo de estdgios avancados de vitelogénese, apresenta-se
problematico em estagios menos avangados nos quais apenas gordura ¢ coletada e repetidas coletas de amostras
sdo necessarias. O otoscopio e os endoscopios ja4 foram utilizados com sucesso para determinar o sexo € a
maturidade dos peixes, incluindo o esturjao Scaphirhynchus platorynchus (Kynard e Kieffer, 2002; Wildhaber et
al., 2005) e o esturjdo do golfo do México Acipenser oxyrinchus (Hernandez-Divers et al., 2004). Pouca pesquisa
com espécies nativas de peixes tem sido realizada usando esta metodologia.

Outros métodos, como ultrassom e o uso de canulas, ja foram testados em varias espécies, como
piabanha Brycon insignis (Andrade-Talmelli et al., 2002) e dourado Salminus brasilienses (Dumont-Neto et al.,
1997). A analise da distribuigdo da frequéncia percentual dos didmetros dos ovocitos intraovarianos como
indicador do grau de desenvolvimento gonadal das fémeas foi utilizada pela primeira vez por Fenerich-Verani et
al. (1984) com curimbatd Prochilodus scrofa. Essas autoras observaram que o sucesso da fertilizagdo ocorria
somente em fémeas com ovocitos de didmetros superiores a 735,55 um, com distribuigdo unimodal e simétrica, e
que as fémeas que apresentavam ovocitos maiores, porém com distribuicdo polimodal, ndo respondiam aos
tratamentos hormonais.

Outra metodologia utilizada como indicador do grau de desenvolvimento gonadal para a sele¢do de
fémeas aptas a reproducdo e da qualidade da desova ¢ a andlise da posi¢do do niicleo nos ovdcitos. Ovocitos em
final de maturagdo apresentam o nucleo situado na periferia da célula, contrariamente ao que ocorre em ovocitos
imaturos ou em maturagdo, em que a posi¢do do niicleo é central. Alguns trabalhos ja foram realizados em
diferentes espécies, como o de Narahara et al. (2002), que trabalharam com Pirapitinga-do-Sul Brycon opalinus.

Na avaliag¢@o da desova, alguns outros parametros também podem ser avaliados, dentre estes pode-se
citar o indice de desova (ID = peso da ova x 100/peso corporal da fémea), que indica o rendimento da desova em
relacdo ao peso corporal do individuo, o niumero relativo de ovdcitos ndo hidratados por ml, que ¢ determinado
por meio da contagem de trés amostras de 0,1 mL de ovdcitos; e o indice gonadossomatico (peso da desova +
peso dos ovarios esgotados x 100/peso corporal), que expressa a porcentagem que as gonadas representam do
peso total dos individuos, variando principalmente em fungdo da espécie, do tipo de desova, da época do ano e
das condigdes ambientais e de manejo.

Analise seminal

Por meio de vérias pesquisas realizadas ao longo dos anos, o conhecimento da fisiologia da reprodugao
associado aos estudos de biologia de peixes permitiu a determinac¢do de procedimentos de manejo que permitem
a maturagdo gonadal dos peixes em cativeiro, bem como a indugdo dos processos de maturagdo final dos
gametas ¢ a subsequente fertilizagdo (Zaniboni Filho e Weingartner, 2007).

As caracteristicas seminais sdo muito variadas entre as espécies de peixes, ¢ a sua avaliagdo é de grande
importancia para o estabelecimento da fertilizagdo artificial. Para a descricdo de um perfil espermatico, sdo
analisadas as caracteristicas fisicas do sémen (volume, motilidade, vigor ¢ concentragdo) e as caracteristicas
morfologicas dos espermatozoides (Routray et al., 2007). E necessario o conhecimento desses valores para que
se possa avaliar a qualidade do sémen coletado e, com isso, otimizar sua utilizagdo no processo de fertilizacao
artificial (Viveiros, 2005).

A avaliagdo das caracteristicas seminais ¢ imprescindivel na rotina de reproduc¢ao artificial em qualquer
espécie. Para descri¢ao de um perfil espermatico, sdo analisadas as caracteristicas fisicas do s€émen (volume, taxa
e duracdo da motilidade espermatica, concentracdo e morfologia). Estes parametros devem fazer parte da rotina
de pisciculturas que realizam a induc¢@o hormonal e t€m sido determinados em algumas espécies reofilicas.

Volume de sémen

Na maioria das espécies de peixes que recebem o tratamento hormonal, ¢ observado um aumento
significativo no volume seminal. Porém, o volume nio tem um valor intrinseco bioldgico, e sim pela quantidade
de células fecundantes que possa conter. O volume é muito variavel entre as diversas espécies e até mesmo na
mesma espécie, por ser influenciado pela estagdo do ano, clima, periodo de repouso sexual e método de coleta.
Algumas espécies, como o Brycon orbignyanus, podem liberar um volume relativamente grande de sémen (>10
ml), quando comparadas ao L. macrocephalus e ao Z. jahu, cujo s€émen tem sido quase impossivel se obter,
sendo necessario realizar a extragdo dos testiculos para coleta intratesticular (Viveiros e Godinho, 2008). Em P.
lineatus, Silva et al. (2009), avaliando a época de coleta de s€men, verificaram que esta variavel ndo influenciou
significativamente o volume seminal obtido dessa espécie. No entanto, os autores verificaram um aumento na
concentragdo espermatica ao final do periodo reprodutivo.

Concentragdo espermatica

A concentracdo ou densidade espermatica expressa a quantidade de espermatozoides por ml de sémen,
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podendo ser determinada pela contagem em camaras volumétricas, mediante dilui¢do do sémen em formolcitrato
(Felizardo et al., 2010 a). Valores de concentragdo podem variar de acordo com peso e idade do peixe, época do
ano (Silva et al., 2009), frequéncia de coleta e volume do ejaculado.

O nimero de espermatozodide ml ' ¢é altamente variavel entre as espécies brasileiras. E verificado um
aumento na concentragdo espermatica de peixes induzidos hormonalmente quando comparados aqueles que néo
receberam a indugdo (Viveiros e Godinho, 2008). A concentragio espermatica pode variar de 7,3 x 10 em B.
orbignyanus (Felizardo et al., 2010b) a 125 x 10° espermatozoides ml™' em R. quelen (Borges et al., 2005).

Geralmente uma baixa concentra¢do espermatica ¢ seguida por um aumento no volume seminal em
peixes induzidos hormonalmente, porém este fato niao foi observado em espécies como o B. orbignyanus, P.
mesopotamicus ¢ o P. brachypomus (Viveiros e Godinho, 2008).

Taxa e duragdo da motilidade espermatica

A motilidade espermatica ¢ um dos principais pardmetros a serem considerados na analise da qualidade
do sémen de peixes. Para tanto, deve-se levar em conta que a motilidade espermatica ¢ influenciada por
inimeros fatores, como temperatura, estado nutricional, estado sanitdrio, condi¢des de andlise, solucdes
ativadoras empregadas e espécie estudada.

A osmolaridade isotonica ao plasma seminal suprime a motilidade espermatica em teledsteos marinhos
e de agua doce. Quando o sémen ¢ exposto a hipertonicidade da agua salgada ou hipotonicidade da agua doce,
respectivamente, induz a iniciacdo da motilidade espermatica (Takai ¢ Morisawa, 1995).

A diminuicdo da capacidade de movimentos dos espermatozoides ¢ originada, em parte, pela
diminuicdo do estoque de energia ocorrida durante o periodo de motilidade. A duragdo da motilidade
espermatica em peixes de agua doce ¢ muito curta e muito variada entre as espécies: 30-40 segundos a 20°C em
carpa (Billard et al., 1995) e 486 segundos a 26°C em pacu (Piaractus mesopotamicus; Maria et al., 2004).

Morfologia espermatica

Segundo Nagahama (1983), os espermatozoides de peixes podem ser morfologicamente divididos em
cabeca, peca intermediaria e cauda. Na maioria dos grupos de peixes, falta o acrossoma, que ocorre em todos os
outros grupos de vertebrados. Todavia, a caréncia do acrossoma é compensada pela presenca da micrdpila no
ovocito, que facilita a entrada do espermatozoide (Cosson et al., 1999).

Alteragdes morfologicas nos espermatozoides podem ocorrer apoés o aumento ou a diminuigdo da
osmolaridade do meio que os circunda. Segundo Herman et al. (1994), as alteragdes primarias (flagelo dobrado,
cabega isolada, gotas citoplasmaticas proximal e distal) ocorrem durante a espermatogénese, em decorréncia de
causas que acometem os reprodutores, tais como enfermidades, consanguinidade, restrigdo alimentar e estresse
ambiental. Por outro lado, as alteragdes secundarias (flagelo quebrado, enrolado, degenerado, macrocefalia,
microcefalia) estariam relacionadas aos procedimentos de manejo durante a coleta do sémen.

A avaliagdo morfologica dos espermatozoides de peixes pode auxiliar na caracterizagdo de amostras
seminais, fazendo inferéncia sobre seu potencial fertilizante ou de amostras congeladas de sémen e explicando
insucessos de reprodutores tidos como aptos ap6s analises convencionais de motilidade espermatica (Miliorini,
2000).
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