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Resumo

Foi avaliada a qualidade seminal, pré e pos-indugdo hormonal de 13 animais. A indugdo hormonal
provocou aumento (P < 0,05) da motilidade progressiva, ndo alterou o vigor espermatico e reduziu (P < 0,05) a
concentragdo de espermatozoides do P. reticulatum. O percentual de espermatozoides normais ndo se
alterou ( P > 0,05) apos a indugdo hormonal, mas reduziu (P < 0,05) as anormalidades primarias no sémen. As
anormalidades secundarias foram mais incidentes (P < 0,05) apos a indu¢do hormonal. As morfopatologias
cabeca e cauda solta e curta aumentaram (P > 0,05) no sémen obtido apods a inducdo hormonal. Entretanto, cauda
enrolada incidiu em maior nimero (P > 0,05) no sémen dos animais pré-inducdo hormonal. Houve ganho
qualitativo do sémen, porém com sensivel perda quantitativa.

Palavras-chave: espermatozoide, patologia, peixe.
Abstract

The semen quality was assessed in 13 fish, pre and post-hormonal induction. The hormonal induction
procedure was responsible for increasing the seminal progressive motility (P < 0.05), it did not affect the
spermatic vigor, and decreased (P < 0.05) the concentration of spermatozoa in P. reticulatum. The percentage
of normal spermatozoa did not change (P > 0.05) after hormonal induction, however a decrease (P < 0.05) in
semen primary abnormalities was recorded. Secondary abnormalities were found more frequently (P < 0.05)
after hormonal induction. Head morphopathologies, short and free-tail index increased (P > 0.05) in the semen
after hormonal induction. However, the rolled tail index was higher (P > 0.05) in the semen pre hormonal
induction. There was a gain in semen quality, but with a slight loss in quantity.

Keywords: pathology, fish, spermatozoon.
Introducao

O surubim (Pseudoplatystoma reticulatum) mostra inimeros atributos zootécnicos favoraveis para seu
cultivo em larga escala, entre eles a textura firme da carne e a auséncia do sabor acentuado de peixe e de
espinhos intramusculares (Campos, 2003). O cultivo da espécie encontra-se em expansdo, especialmente no
estado do Mato Grosso do Sul. Este sucesso deve-se, sobretudo, aos avancos no conhecimento, em especial nas
areas de manejo reprodutivo e nutricional (Campos, 2005).

A reprodugdo em cativeiro do P. reticulatum deixou de ser um fator limitante, iniciando-se a producdo
em escala de alevinagem ha pouco menos de duas décadas (Sato et al., 1997). A obtengdo de gametas de
P. reticulatum ocorre, como em outras espécies migradoras no Brasil, por indu¢do hormonal, extrusdo de
gametas e posterior fertilizagdo, sendo o extrato hipofisario de carpa utilizado, geralmente, como horménio
indutor (Campos, 2005).

O conhecimento da biologia da espécie a ser utilizada com vistas a produgdo € o primeiro passo para o
sucesso em escala comercial. Informagdes a respeito da biologia reprodutiva sdo de extrema valia para se obter
um conhecimento basico da espécie-alvo (Romagosa et al., 2003), pois a produgdo adequada de sementes
(alevinos) ¢ fundamental para o estabelecimento de uma cadeia de produgéo. Sabe-se que o P. reticulatum é uma
espécie considerada grande migradora ¢ que necessita deslocar-se rio acima para liberar seus gametas e
propagar-se na natureza (Vazzoler, 1996). Logo, em cativeiro, a indu¢do hormonal reprodutiva ¢ fundamental
para a liberagdo de gametas e consequente producao de alevinos.

Muito embora os estudos de qualidades seminais sejam recentes no Brasil se forem comparados com os
de outras espécies, observagdes como a de Beirdo et al. (2009) sdo pertinentes. Isso porque, de acordo com os
autores, a qualidade espermatica parece ser uma das razdes para a ineficiéncia enfrentada na reprodugdo em
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cativeiro de algumas espécies de peixes. E pode ser refor¢ada pela citagdo de Rurangwa et al. (2004), os quais
afirmam que, em cultivo comercial, o sémen ¢é frequentemente inadequado em termos de qualidade e quantidade
e nem sempre tem apresentado sucesso na fertilizagdo, além do processo de inseminag@o artificial comumente
utilizado nas espécies aquaticas. Os parametros quali-quantitativos do sémen de espécies nativas brasileiras vém
sendo estudados, como: curimbatd (Prochilodus lineatus; Kavamoto et al.,1999); jundia (Rhamdia quelen;
Ferreira et al., 2001); piabanha (Brycon insignis; Andrade-Talmelli et al., 2001); suruvi (Steindachneridion
scripta; Luz et al., 2001); pirapitinga do sul (Brycon opalinus; Narahara et al., 2002); pacu (Piaractus
mesopotamicus; Streit Jr. et al., 2006). Porém, ndo sdo registrados estudos relativos a qualidade seminal dos
reprodutores de P. reticulatum utilizados em cativeiro.

A importancia do P. reticulatum pode ser constatada pelo crescimento na sua produgdo nos tltimo anos,
como de 2003 para 2004, 38% no Mato Grosso do Sul, chegando a 189% em Sao Paulo, mesmo que atualmente
represente uma pequena parcela na produgdo em cativeiro no Brasil, menos de 1% (Ostrensky et al., 2008). Por
outro lado, a produ¢do do P. reticulatum esta relacionada a um mercado diferenciado no Brasil, nicho de carnes
nobres com valor mais elevado, assim como a exportag@o para a Europa, que fundamentalmente esta relacionado
com a excelente caracteristicas organolépticas da sua carne.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade seminal de reprodutores de P. reticulatum, mantidos
em cativeiro, pré e pos-indu¢do hormonal, com extrato de hipofise de carpa.

Material e Métodos
Local de execugdo

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Hidrologia e A-'quicultura da Duke Energy do Brasil e no
Laboratorio de Reprodugdo Animal da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Obtencdo do sémen

Para avaliagdo seminal dos reprodutores, foram selecionados 13 animais com caracteristicas
reprodutivas secundarias (liberacdo de sémen, sob uma leve compreensdo no sentido cefalocaudal durante o
periodo reprodutivo, capturados em um tanque onde estavam alocados (1000 m?) com auxilio de rede de arrasto.
No laboratério, os animais foram pesados e identificados pelo nimero do microchip.

Para obten¢do do sémen, tanto pré como pos-indugdo hormonal, utilizou-se uma seringa graduada de 3 mL
para cada animal, alocada a porta do orificio urogenital, seco com toalha de papel macio, evitando-se a
contaminagdo por agua, urina ou fezes (Billard et al., 1995). Um volume de 0,2 mL de sémen foi colhido para a
avaliacdo pré-inducdo hormonal, suficiente para andlise dos parametros seminais. Apos este procedimento, os
animais foram induzidos com 2,5 mg de extrato de hipofise de carpa/kg de peixe e imediatamente transferidos
para aquarios de 2000 L com fémeas (2 machos:1 fémea) .

Estabeleceram-se 255 unidades térmicas acumuladas (UTA; Ceccarelli et al., 2000) para a colheita do
sémen pos-inducdo hormonal, sendo que a temperatura média da dgua no aquario era de 27,2 + 0,3°C. O mesmo
procedimento para a colheita do sémen foi aplicado no instante p6s-indugao.

Analise seminal

Imediatamente apds a colheita do sémen de cada animal, analisaram-se a motilidade progressiva, o
vigor espermatico, a concentracdo espermatica e a morfologia dos espermatozoides, com auxilio de um
microscopio Optico com objetiva de 40X (Maria et al., 2010).

As analises estdo descritas a seguir:

Motilidade progressiva e vigor espermatico: o s€émen coletado foi diluido em agua destilada (20:200 pL),
e 2 pL deste foram acondicionados em uma lamina e preparados para observagdo em microscopia de luz.
Atribuiram-se valores de 0 a 100% para a motilidade progressiva e de 0 a 5 pontos para o vigor espermatico, em
fun¢do da movimentagdo dos espermatozoides.

Concentragao de espermatozoides: 2 uL de s€émen foram diluidos com uma pipeta de precisdo em 10
mL de solugdo salina de formol tamponado, na qual se procedeu a contagem das células espermaticas em camara
de Neubauer.

Morfologia dos espermatozoides: uma extensdo foi produzida para cada animal, pré e pods-indugdo
hormonal, a partir da diluicdo do sémen em solucdo salina de formol tamponado (1:2000, respectivamente). Esta
foi corada pelo método de Conn (1918), utilizando-se como corante o rosa bengala. Apds corada e seca, foram
realizadas a contagem de 100 espermatozoides e a identificacdo das morfopatologias primarias e secundarias, de
acordo com Herman et al. (1994).

As morfopatologias primarias avaliadas foram: cauda quebrada, enrolada, curta e abaxial, micro e
macrocefalia. Entretanto, cabega solta, cauda dobrada, solta e corrugada foram as morfopatologias secundarias
avaliadas.
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O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, na avaliagdo do sémen de P. reticulatum antes ¢
depois da indugdo hormonal. Cada amostra de sémen analisada foi considerada uma unidade experimental.

O modelo proposto foi: Yij = p + Ti + eij, em que:

Yij = observacdo do animal (j) que recebeu o tratamento (i); i = constante geral; Ti = tratamento (i); eij
= erro aleatério associado ao animal (j) que recebeu o tratamento (T).

Para as andlises estatisticas, utilizou-se o procedimento GENMOD do SAS, Release 6.07, 1992,
implementando-se a metodologia de modelos lineares generalizados. Considerou-se que os erros possuiam
distribui¢do de probabilidade de Poisson, com fun¢ao de ligacao logaritmica.

Resultados

A indugdo hormonal provocou um aumento (P < 0,05) do valor médio da motilidade progressiva do
P. reticulatum. Todavia, o valor médio do vigor espermatico ndo sofreu alteragdo (P > 0,05) apos a indug@o
hormonal. Quanto a concentrag@o de espermatozoides/mL de sémen, ocorreu uma redugdo significativa (P < 0,05) no
valor médio apds a indugdo hormonal (Tab. 1).

Para a morfopatologia espermatica, ndo houve diferenca (P > 0,05) entre o percentual de
espermatozoides normais em ambas as condi¢des (pré e pos-indugdo). Por outro lado, o sémen dos reprodutores
avaliados antes da inducdo hormonal apresentou um percentual de espermatozoides com anormalidades
primarias superior ao s€émen colhido apos a inducdo (P < 0,05). Com relacdo as anormalidades secundarias,
houve maior incidéncia (P < 0,05) no sémen obtido apds a indu¢ao hormonal (Tab. 1).

Tabela 1. Parametros seminais de surubim (Pseudoplatystoma reticulatum) avaliados pré e pds-indugéo
hormonal com extrato de hip6fise de carpa.

Indugdo com extrato de hipofise

Parametros . p
Pré Pos

Motilidade espermatica (%) 63,84b 71,15a
Vigor espermatico (1 a 5 pontos) 2,3 2,76
Concentracdo de espermatozoides (esp./mL) 2,01X10%°a 1,00 X10%b
Espermatozoides normais (%) 54,57 52,73
Espermatozoides com patologias primarias (%) 35,93a 28,87b
Espermatozoides com patologias secunddrias (%) 11,32b 16,55a

Letras diferentes na mesma linha (P < 0,05).

As morfopatologias cabeca e cauda solta e curta foram registradas com maior incidéncia (P > 0,05) no
s€men obtido ap6s a indugdo hormonal. Entretanto, as morfopatologias cauda enrolada e microcefalia foram
mais incidentes (P > 0,05) no sémen dos animais pré-inducdo hormonal. Quanto as morfopatologias cauda
dobrada, enrolada, abaxial, corrugada, micro e macrocefalia, ndo ocorreu diferenca percentual correspondente a
origem do sémen, se pré ou pods-indugdo (Fig. 1).
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Figura 1. Frequéncia das morfopatologias espermaticas verificadas nos sémens de Pseudoplatystoma
reticulatum, obtidos pré e pods-indugdo hormonal. Cauda dobrada (CdD), cauda quebrada (CdQ), cabeca solta

(CbS), cauda solta (CdS), cauda enrolada (CdE), cauda curta (CdC), cauda abaxial (CdA), cauda corrugada
(CdCo), microcefalia (Mi) e macrocefalia (Ma). Letras diferentes entre um par de barras (P > 0,05).
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Discussao

Os valores dos parametros quali-quantitativos do sémen podem ou ndo ser alterados apés a indugéo
hormonal. No presente trabalho, a motilidade espermatica foi sensivelmente alterada apoés o estimulo com o
extrato hipofisario, condi¢do também observada para outra espécie de Pimelodidae, R. quelen, por Ferreira et al.
(2001). Estes mesmos autores encontraram motilidade pré e pods-indugdo hormonal de 72,5 e 88,2%,
respectivamente. Entretanto, a caracteristica de aumento da motilidade pés-inducdo ndo ¢é recorrente para todas
as espécies migradoras. A motilidade espermatica de piavugu (Leporinus elongatus), registrada por Streit Jr. et
al. (2008b), foi significativamente inferior ap6s a indugdo hormonal, de 36,72% contra 53,72% pré-indugdo. De
todo modo, para Clearwater e Crim (1998), a motilidade espermatica pode aumentar ou diminuir com a indugéo
hormonal. Porém, os autores completam que as espécies sempre sofrerdo com mudangas no metabolismo da
progesterona, sendo este, portanto, dependente da agdo dos horménios gonadais existente no extrato hipofisario.

Neste contexto, o vigor espermatico estda diretamente associado a motilidade progressiva,
acompanhando sua tendéncia, seja de aumento ou redugdo apos a indugdo hormonal, muito embora tenha sido
observado um aumento do vigor espermatico no sémen de P. reticulatum apos a indu¢do hormonal, porém
insuficiente para este diferir estatisticamente do sémen avaliado antes da indugdo. Os valores do vigor
espermatico com relagdo a motilidade progressiva também foram observados no sémen de dourado (Salminus
maxillosus) analisado por Streit Jr. et al. (2008a), pré e pds-indugdo hormonal, assim como a avaliagdo do sémen
de L. elongatus, reportada por Streit Jr. et al. (2008b), muito embora os autores tenham encontrado uma redugao
nos valores de motilidade progressiva e vigor espermatico apos a indugao.

A reducdo da concentracdo de espermatozoides apés a indugdo hormonal, em geral, ocorre para as
espécies migradoras. Porém, com P. reticulatum, a concentragdo caiu em mais de 50%, quando comparado a S.
maxillosus, em que a reducdo da concentracdo, em média, ndo passou de 20% (Streit Jr. et al., 2008a). Em outra
espécie migradora, piracanjuba (Brycon orbignyanus), também foi registrada a reducdo da concentragdo
espermatica ap6s a inducdo hormonal, mas Bedore (1999) observou apenas 29%.

Outro fato que reforga esta caracteristica de redug@o da concentracdo de espermatozoides no sémen de
P. reticulatum é o aumento da fluidez seminal apds a indugdo hormonal, muito embora ndo tenha sido
mensurado o volume médio do sémen colhido dos reprodutores. Este fato corrobora o reportado por Saad e
Billard (1987), em que o estimulo provocado pela a¢do hormonal do indutor aumentou o fluido seminal e,
consequentemente, diluiu a concentra¢do de espermatozoides.

A relacdo 6tima entre nimero de espermatozoides e o6citos é relativa para cada espécie. Por exemplo,
se para o dourado (Salminus brasiliensis) esta relagdo estd em 30.772 espermatozoides:1 odcito, de acordo com
Sanches et al. (2009), com R. quelen este nimero ¢ menor, 9.000 espermatozoides:1 odcito, segundo
Bombardelli et al. (2006), e de 314.418 espematozoides:1 odcito quando a espécie ¢ o B. insigns (Shimoda et al.,
2007). Sendo assim, ¢ impossivel afirmar se a redu¢do na concentracdo espermatica provocada apos a indugio
hormonal do P. reticulatum no presente estudo foi o suficiente para produzir uma redugdo qualitativa a ponto de
reduzir uma taxa de fertilizacao.

A origem das morfopatologias espermaticas estd diretamente relacionada aos tipos de anormalidades
identificadas (Herman et al., 1994), o que, neste caso, relaciona-se a severidade dela. Muito embora, sob o ponto
de vista da indugdo hormonal, o percentual de espermatozoides normais ndo tenha se alterado, as
morfopatologias primarias foram significativamente mais elevadas antes da indugdo hormonal. Uma hipdtese
sugerida para este fato pode estar relacionada com a acdo de hormonios gonadotropicos existentes no extrato
hipofisario utilizado, que pode ter provocado a maturagdo final dos espermatozoides, reduzindo, portanto, o
percentual de morfopatologias primarias no s€émen apods a indu¢ao hormonal.

Quanto as morfopatologias secundarias, registradas em maior percentual no sémen pos-indugdo
hormonal, a manipulag@o para a obtengdo do s€émen parece ser a mais plausivel. Se para avaliagdo do sémen pré-
indug@o hormonal um pequeno volume de sémen foi coletado, apds a indug@o, o volume foi maior, produzindo
grande pressao nos testiculos. Por consequéncia, esta agdo mecanica pode ter gerado um aumento na quantidade
de espermatozoides ainda imaturos, assim como os defeitos. A explicagdo para a grande quantidade de sémen
coletado ap6s a inducdo hormonal foi sua utilizagdo na fertilizacdo dos 6vulos.

Quanto a estas morfopatologias espermaticas serem fundamentalmente determinantes para redugdo da
taxa de fertilizacdo dos Ovulos, ainda é uma incégnita. Em mamiferos, o Colégio Brasileiro de Reprodugéo
Animal (1998) recomenda ndo utilizar sémen com indices de morfopatologias espermaticas acima de 30%, em
bovinos e equinos, ¢ de 20%, em ovinos ¢ suinos. Em peixes, suspeita-se que este percentual seja mais alto, em
razdo de a concentragdo espermatica ser mais elevada que nas espécies terrestres. Por exemplo, em touro, a
concentragio espermatica varia de 0,8 - 2 x 10° espermatozoides/mL e em garanhdo de 0,15 - 0,3x10’
espermatozoides/mL (Hafez e Hafez, 2000), enquanto em peixes migradores este valor dificilmente ¢ inferior a 1
x 10%; para citar alguns: piapara (Leporinus obtusidens), 16x10° espermatozoides/mL (Murgas et al., 1999), B.
orbignyanus, 5,4 x 10° espermatozoides/mL (Maria et al., 2006) e S. maxillosus, 15,92x10° espermatozoides/mL
(Streit Jr. et al., 2008a). Quanto ao P. reticulatum, pds-indugdo hormonal, a concentragdo espermatica ficou em 1
x 10° espermatozoides/mL, e as morfopatologias um pouco mais de 47%.
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Deste modo, a analise dos parametros seminais parece ser crucial para determinar a qualidade do sémen
a ser utilizado, seja in natura ou criopreservado. Isso implica estabelecer uma analise conjunta dos pardmetros
quali-quantitivos, e ndo isoladamente.

Conclusao

Apds a inducdo hormonal, ocorreu acréscimo nos parametros qualitativos (motilidade e reducdo do
percentual de patologias primarias) do sémen de P. reticulatum, porém com sensivel redugcdo do pardmetro
quantitativo de concentracio espermatica.
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