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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos contaminantes urina
e plasma sanguineo sobre a ativacdo do sémen de suruvi,
Steindachneridion scriptum, uma espécie de peixe nativa das bacias do
alto rio Uruguai e do rio Parana. Para tanto dois experimentos foram
realizados, sendo que em cada um foi utilizado o sémen de oito machos,
que foram induzidos com extrato pituitario de carpa. Nos dois
experimentos a qualidade do sémen foi analisada através do volume,
concentracdo espermatica, integridade da membrana celular, motilidade
espermatica, analisada com o auxilio do software CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), e pela morfologia dos espermatozoides. A
concentracdo espermatica e o espermatocrito apresentaram forte relagéo
em ambos os experimentos (P<0,05), com alto coeficiente de
determinacdo (R?= 0,8058 e 0,8562), sendo, portanto, possivel estimar a
concentracdo espermatica a partir do espermatécrito. Para a motilidade
espermatica 0s seguintes parametros espermaticos foram avaliados:
motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média do
deslocamento (VAP), velocidade em linha reta (VSL) e linearidade
(LIN). No primeiro experimento o sémen foi ativado com &gua mineral,
plasma sanguineo e urina, na proporcdo de 1:1000 (sémen/solugdo), e
avaliado durante 40 s. ApGs a ativagdo foi registrada diferenca na
motilidade produzida pelos diferentes ativadores (P<0,05), ndo tendo
sido registrada ativacdo com o plasma sanguineo. A VCL apresentou os
maiores valores nos primeiros 30 s com diferencas significativas
(P<0,05) entre os ativadores, ocorrendo uma diminuicéo de 136,6 a 48,0
pUm/s para a agua e de 158,0 para 58,0 um/s para a urina. Para a VAP
foram registradas tendéncias semelhantes as observadas para a VCL,
sendo que no decorrer do tempo houve diferencas significativas nas
velocidades a partir da ativagdo, que declinaram de 122,6 para 21,0
pum/s e de 148,0 para 21,0 um/s para ativagdo com éagua e urina,
respectivamente. A VSL apresentou diferencas significativas (P<0,05)
entre os ativadores no decorrer do tempo, variando de 111,4 para 20,6
um/s para &gua, e de 133,2 para 27,2 um/s para a urina,
respectivamente. Nos dois experimentos as amostras apresentaram altos
percentuais de células vidveis, altas porcentagem de espermatozoide
com morfologia normal (>88%) e baixa porcentagem com morfologia
anormal (<12 %), entre as quais a mais frequente foi a anormalidade
secundaria sem cauda e cauda curvada. No segundo experimento foi
avaliado o efeito da urina sobre a ativacdo do sémen e sobre os
parametros espermaticos o sémen foi submetido as concentragfes 10,



30, 50 e 70 %. A urina em baixa concentracdo (10%) ndo produziu
ativacdo do sémen, entretanto o aumento das proporcfes de urina
produziu motilidade espermatica e aumentou as velocidades analisadas.
Os resultados demonstraram que a urina é um potencial ativador,
recomenda-se o descarte com amostras com niveis acima de 10% de
urina, para impedir a perda da qualidade do sémen, enquanto as
amostras ativadas com plasma sanguineo nao precisam ser descartadas.

Palavras-chaves: Aquicultura, ativacdo espermatica, espermatozoides,
reproducdo de peixes.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of urine and
blood plasma contaminants on the activation of semen of suruvi,
Steindachneridion scriptum. In order to do this, two experiments were
carried out, and in each one the semen of eight males, induced with
pituitary carp extract, was used. In the experiments the semen quality
was analyzed through volume, sperm concentration, cell membrane
integrity, sperm motility, analyzed with CASA software, and sperm
morphology. The values of sperm concentration and spermatocrit in
both experiments were significant (P<0.05), with a high coefficient of
determination (R? = 0.8058 and 0.8562), and therefore it was possible to
estimate the sperm concentration from the spermatocrit. The following
parameters were evaluated for the sperm motility: motility (MOT),
curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), straight line
velocity (VSL) and linearity (LIN). In the first experiment the semen
was activated with mineral water, blood plasma and urine, in a ratio of
1: 1000 (semen/solution), and evaluated for 40 s. After activation, there
was a difference in the motility produced by the activators (P<0.05),
and no activation was produced with blood plasma. The VCL presented
the highest values in the first 30 s with significant differences (P<0.05)
between the activators, with a reduction of 136.6 to 48.0 pm/s for water
and 158.0 for 58.0 um/s for urine. For VAP, trends similar to those
observed for the VCL were recorded, and in the course of time there
were significant differences in velocities from activation, which
declined from 122.6 to 21.0 um/s and from 148.0 to 21.0 um/s for water
and urine, respectively. VSL showed significant differences (P<0.05)
between the activators over time, varying from 111.4 to 20.6 pm/s for
water, and from 133.2 to 27.2 um/s for urine, respectively. In both
experiments, the samples had a good percentage of viable cells, a high
percentage of spermatozoa with normal morphology (>88%) and low
percentage with abnormalities (<12%), among which the most frequent
was the secondary abnormality without tail and curved tail. In the
second experiment, the effect of urine on semen activation and sperm
parameters was evaluated at concentrations of 10, 30, 50 and 70 %.
Urine in low concentration (10 %) did not produce semen activation;
however, increased urine proportions produced sperm motility and
increased the velocities analyzed. The results showed that urine is a
potential activator, it is recommended to discard samples with levels
above 10% urine, to prevent loss of semen quality, while blood plasma
activated samples need not be discarded.



Keywords: Aquaculture, sperm activation, spermatozoa, fish
reproduction.
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INTRODUGAO GERAL

A pesca e a aquicultura sdo importantes fontes de alimentos,
renda, nutricdo e subsisténcia para milhdes de pessoas no mundo todo.
Com relacdo aos peixes, 0 abastecimento global per capita atingiu, em
2014, um novo recorde de 20 kg devido ao forte crescimento da
aquicultura (FAO, 2016). O abastecimento atual fornece metade de todo
0 peixe para consumo humano, tendo sido identificada uma réapida
melhoria da situacéo de certas populacGes de peixes, como resultado de
uma melhor gestdo da pesca (FAO, 2016).

No Brasil a aquicultura produziu aproximadamente 576 mil ton
em 2015, e semelhante ao padrdo mundial, 0 maior grupo cultivado foi
composto pelos peixes continentais, com 483,2 mil ton (IBGE, 2016).

Os estados que mais produziram peixes foram Rondonia (84,5
mil toneladas), Parana (69,3 mil toneladas), Mato Grosso (47,4 mil
toneladas), Santa Catarina (33,7 mil toneladas) e Sdo Paulo (31,1 mil
toneladas) (IBGE, 2016).

Em Santa Catarina a piscicultura é baseada principalmente no
cultivo de espécies exdticas, com destaque para as Tilapias (variedades
nildtica) 71,21% Carpas (comum, prateada, cabeca-grande, capim)
Jundias (cinza e rosa) 1,74% Truta (arco-iris) 1,64% Outros (lambari,
pacu, tambaqui, traira, cascudo e etc.) 1,45%, 22,57% Catfishl, 39%
(EPAGRI-CEDAP, 2015).

No entanto, ha diversas vantagens no cultivo de espécies nativas
em comparacgdo as exoticas, relacionadas a sua adaptacdo natural ao
ambiente e a boa aceitacdo do mercado consumidor (ZANIBONI
FILHO, 2000).

Entre as espécies de peixes nativas com potencial para a
piscicultura, destaca-se o suruvi Steindachneridion scriptum (Miranda
Ribeiro, 1918), também conhecido como bocudo, que é uma espécie
nativa das bacias do alto rio Uruguai e do rio Parand (GARAVELLO,
2005), pertencente a ordem Siluriformes e a familia Pimelodidae.

E uma espécie reofilica, encontrada em locais profundos que
sucedem corredeiras em rios de médio e grande porte (AGOSTINHO et
al., 2008), e que atualmente esta listada no livro vermelho da fauna
brasileira ameacada de extingdo (AGOSTINHO et al., 2008). O suruvi
apresenta habitos noturnos, dieta predominantemente piscivora, e €
considerada uma espécie de grande porte (MEURER; ZANIBONI-
FILHO, 2000) que pode atingir 90 cm e chegar a 7,0 kg (ZANIBONI-
FILHO et al., 2004). O suruvi foi a quarta espécie mais capturada em
biomassa na area de abrangéncia do reservatorio da usina hidrelétrica de
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Ita (BEUX e ZANIBONI FILHO, 2008). Outros estudos foram
desenvolvidos com a espécie: Ramella et al. (2006) estudaram a
variabilidade genética de quatro espécies de peixes entre elas o0 suruvi;
Adamante et al. (2007) analisaram as fases iniciais desta espécie; Schiitz
et al. (2008) avaliaram a transi¢do alimentar de larvas; Maghelly et al.
(2014) avaliaram as caracteristicas morfométricas e o rendimento
corporal do suruvi de fémeas e de machos de suruvi; Abreu et al. (2015)
caracterizam histologicamente as fases de desenvolvimento ovocitario
da espécie em condicBes de cativeiro e Zaniboni-Filho et al. (2015)
utilizaram a bioimpedancia como uma ferramenta para a analise da
composic¢do corporal do suruvi.

O suruvi destaca-se pela qualidade da sua carne, comportamento
décil no cativeiro e resisténcia a baixas temperaturas, caracteristicas que
demonstram o seu potencial para a piscicultura.

Estudos sobre a biologia reprodutiva do  género
Steindachneridion se restringem a duas espécies mais estudadas das
bacias dos rios Iguagu e Uruguai, Steindachneridion melanodermatum e
S. scriptum, respectivamente (ZANIBONI-FILHO et al., 2010).

Como a maior parte das espécies reofilicas, essas espécies
realizam curtos deslocamentos migratérios, porém nao completam o
ciclo de maturagdo gonadal quando mantidas em cativeiros, sendo
necessarios para isso 0s manejos de selecdo de reprodutores e de
inducdo hormonal (ZANIBONI-FILHO et al., 2010).

Nos estudos sobre a biologia reprodutiva de suruvi no alto rio
Uruguai, considerando-se 0s animais capturados na pesca cientifica e
por pescadores artesanais da regido, Meurer e Zaniboni-Filho (2000)
registraram um amplo periodo reprodutivo, embora tenham observado a
presenca de peixes em processo de regressdao gonadal no més de
dezembro, quando mantidos em cativeiro.

Estudos recentes, desenvolvidos no Laboratério de Biologia e
Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD), da Universidade Federal de
Santa Catarina, com intuito de aprofundar o conhecimento sobre a
espécie, indicaram que a mesma apresenta um periodo reprodutivo
restrito, que ocorre geralmente entre a segunda quinzena de setembro e a
primeira quinzena de novembro, sendo bastante influenciado pela
variacdo da temperatura da agua (ZANIBONI-FILHO et al., 2010).

Técnicas de fertilizacdo artificial de gametas de peixes
representam um avango importante em programas comerciais e de
repovoamento de rios, sendo que para 0 sucesso da reproducdo em
cativeiro sdo necessérias informagdes sobre a qualidade do sémen,
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visando garantir melhor a eficiéncia da fertilizacdo (BILLARD et al,
1995; RURANGWA et al.,, 2004). Neste sentido, a avaliacdo das
caracteristicas seminais como o volume, a taxa e a duracdo da
motilidade espermatica, a concentragdo e a morfologia dos
espermatozoides, € quesito importante para 0 processo de reproducao
artificial de peixes, que deve fazer parte da rotina de pisciculturas
(BILLARD, 1992; SOLIS-MURGA et al., 2011).

O conhecimento do perfil esperméatico de uma espécie apresenta
varias vantagens, entre elas o melhor aproveitamento dos gametas e a
producdo de um maior nimero de embrides vidveis. Com uma
metodologia adequada e padronizada, é possivel maximizar o uso do
sémen para a fertilizacdo das fémeas (BILLARD, 1990).

Através do estudo do sémen é possivel determinar o volume
produzido por cada animal, a concentragdo de espermatozoides e a sua
motilidade, informacfes que servem como base para diluicdo do
material fecundante, 0 que possibilita medir a capacidade de producéo
do sémen de cada reprodutor (SALISBURY e VANDERMARK, 1964).

O volume de sémen produzido pelas diferentes espécies, ou entre
animais de uma mesma espécie, é muito variavel, e pode sofrer
influéncia de varios fatores, como a estacdo do ano, o periodo
reprodutivo e o clima, sendo que algumas espécies, como Brycon
orbignyanus, podem liberar um volume relativamente grande de sémen
(>10 ml), quando comparadas a outras, como Leporinus macrocephalus
e Zungaro jahu, cujo sémen é muito dificil de ser obtido, sendo
necesséria a extragdo dos testiculos dos animais para a coleta do sémen
(VIVEIROS e GODINHO, 2009).

A concentragdo de espermatozoides, é definida como o nimero
de espermatozoides/ml, é altamente variavel nas espécies de peixes
neotropicais (VIVEIROS e GODINHO 2009), e geralmente é avaliada
através da contagem de espermatozoides em camara hematimétrica de
Neubauer (STREIT JUNIOR et al.,, 2003; WIRTZ e STEINMANN,
2006), sendo uma importante informacdo para a otimizagdo do uso do
sémen em processos de desova induzida (SHIMODA, 2007).

A andlise da motilidade e morfologia espermética sdo apontadas
por diversos autores como uma importante ferramenta na selecao de um
ejaculado, consistir na determinacdo da porcentagem espermatozoides
moveis, o teste mais utilizado para predizer a qualidade seminal
(VERSTEGEN et al., 2002).

Para esta analise programas de computador, como o Computer
Assisted Sperm Analysis (CASA), tém sido utilizados na determinacao
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dos padrBes de movimentacdo espermatica (SANCHES et al., 2010;
WILSON-LEEDY e INGERMANN 2007).

O CASA também tem sido utilizado para a determinacdo da
variabilidade espermatica entre machos (LAHNSTEINER et al., 1998),
na avaliacdo do efeito da criopreservacdo (RURANGWA et al., 2001) e
também para avaliar os efeitos de metais pesados sobre o sémen (KIME
et al., 1996).

A motilidade espermatica, que é influenciada por diversos fatores
como a temperatura, o estado nutricional, o estado sanitério, as
condicdes de andlise, as solucdes ativadoras empregadas e a espécie
utilizada (CAROLSFELD e HARVEY, 1999; GODINHO, 2000), é um
dos principais parametros a serem considerados na analise da qualidade
do sémen de peixes. As estimativas da taxa de motilidade s&o avaliadas
observando-se a movimentacdo dos espermatozoides imediatamente
apos a introducdo de uma solucdo ativadora, pois o tempo de motilidade
geralmente é curto, em torno de um minuto (BILLARD e COSSON,
1992). Outros métodos alternativos de mensuracdo indireta servem
como ferramenta para auxiliar na avaliacdo de sémen, que podem ser
aplicados em condicGes de campo, como por exemplo, o espermatécrito
(KAVAMOTO et al., 1986).

Os espermatozoides dos peixes estdo imoveis nos testiculos e no
plasma seminal de espécies de agua doce (COSSON et al., 1999), e
como na maioria dessas espécies a fecundacdo ocorre no meio externo, o
sémen ¢ ativado ao entrar em contato com a agua (BOBE e LABBE,
2010), uma solugdo hiposmética (POUPARD et al., 1998), que
apresenta caracteristicas propicias para servir como ativadora, pois
apresenta osmolaridade inferior a do plasma seminal que é préximo a
300 mOsm kg* (ALAVI e COSSON, 2006).

A qualidade do sémen, principalmente quando sdo realizados
trabalhos a campo ou em grande escala, pode sofrer graves prejuizos se
ocorrer a contaminacdo de amostras com sangue, urina e fezes
(SATTERFIELD e FLICKINGER, 1995; NYNCA et al., 2012).

A contaminacdo do sémen com sangue, que pode ocorrer durante
a reprodugdo artificial de peixes, pode causar impacto sobre a
motilidade e a qualidade do sémen, ainda que, geralmente o sangue ndo
seja considerado um contaminante fisiologicamente importante
(CIERESZKO, 2008), uma vez que a contaminagdo com pequenas
guantidades de sangue parece ndo alterar significativamente a qualidade
do sémen.
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O contato entre a urina € 0 sémen é praticamente inevitavel nas
condicdes da colheita do sémen por extracdo, devido ao fato do canal
urinario e do ducto espermatico se unirem ao ducto eferente com uma
abertura através da papila urogenital (DREANNO, 1998).

Como a urina dos peixes teledsteos apresenta baixa osmolaridade,
o0 seu efeito prejudicial esté relacionado a inducdo da ativacdo parcial da
motilidade dos espermatozoides no sémen colhido (LINHART et al.,
2003) acompanhado por uma reducdo de armazenamento de ATP
intracelular (POUPARD et al., 1998).

Como a urina e o plasma sanguineo podem ativar e/ou alterar a
qualidade e a motilidade do sémen de S. scriptum durante a reproducéo
induzida, o estudo do efeito desses contaminantes visa fornecer
informagfes que permitirdo aos piscicultores elaborar protocolos de
manuseio ideais para o0 sémen utilizado na fertilizaco artificial.

O Capitulo 1 desta dissertacdo foi redigido seguindo as normas da

Revista Brasileira de Zootecnia
OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar a influéncia de
contaminantes  biolégicos sobre a ativacio do sémen de
Steindachneridion scriptum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia da urina e do plasma sanguineo sobre os
pardmetros de movimentacao espermatica;

e Estabelecer os indices de contaminacdo com urina e plasma
sanguineo que inviabilizam o uso do sémen coletado.
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Capitulo 1

Contaminantes Bioldgicos e a Ativacao Do Sémen Do Suruvi,
Steindachneridion scriptum (Miranda Ribeiro, 1918)

RESUMO

A influéncia da urina e do plasma sanguineo sobre a ativagdo do sémen
do suruvi, Steindachneridion scriptum, foi avaliada utilizando o sistema
computadorizado de codigo aberto CASA. Dois experimentos foram
realizados, nos quais os animais foram induzidos com extrato pituitério
de carpa. Nos experimentos a qualidade do sémen foi analisada através
do volume, concentragdo espermatica, integridade da membrana celular,
motilidade espermatica, analisada com o auxilio do software CASA, e
morfologia dos espermatozoides. A concentragdo espermatica e o
espermatocrito apresentacdo forte relacdo em ambos 0s experimentos
(P<0,05), com alto coeficiente de determinacgdo (R?= 0,8058 e 0,8562),
sendo, portanto, possivel estimar a concentracdo espermatica a partir do
espermatdcrito. Para a motilidade espermatica os seguintes parametros
foram avaliados: motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL),
velocidade média do deslocamento (VAP), velocidade em linha reta
(VSL) e linearidade (LIN). No primeiro experimento o sémen foi
ativado com agua mineral, plasma sanguineo e urina, na proporcao de
1:1000 (sémen/solucédo), e avaliado durante 40 s. Apos a ativacdo foi
registrada diferenca na motilidade produzida pelos ativadores (P<0,05),
ndo tendo sido registrada ativagdo com o plasma sanguineo. A VCL
apresentou 0s maiores valores nos primeiros 30 s com diferencas
significativas (P<0,05) entre os ativadores, ocorrendo uma diminuicéo
de 136,6 a 48,0 um/s para a agua e de 158,0 para 58,0 um/s para a urina.
Para a VAP foram registradas tendéncias semelhantes as observadas
para a VCL, sendo que no decorrer do tempo houve diferencas
significativas nas velocidades a partir da ativacdo, que declinaram de
122,6 para 21,0 um/s e de 148,0 para 21,0 um/s para ativacdo com agua
e urina, respectivamente. A VSL apresentou diferencas significativas
(P<0,05) entre os ativadores no decorrer do tempo, variando de 1114
para 20,6 um/s para agua, e de 133,2 para 27,2 um/s para a urina,
respectivamente. Nos dois experimentos as amostras apresentaram
6timos percentuais de células vidveis, alta porcentagem de
espermatozoides com morfologia normal (>88%) e baixa porcentagem
com anormalidades (<12 %), entre as quais a mais frequente foi a
anormalidade secundaria sem cauda e cauda curvada. No segundo
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experimento o efeito da urina sobre a ativacdo do sémen e sobre os
pardmetro espermaticos foi avaliado nas concentracfes (10, 30, 50 e 70
%). A urina em baixa concentracdo (10 %) ndo produziu ativacdo do
sémen, entretanto o aumento das propor¢Ges de urina produziu
motilidade espermatica e aumentou as velocidades analisadas.

Os resultados demonstraram que a urina € um potencial ativador,
recomenda-se 0 descarte com amostras com niveis acima de 10% de
urina, para impedir a perda da qualidade do sémen, enquanto as
amostras ativadas com plasma sanguineo ndo precisam ser descartadas.

Palavras-chaves: motilidade espermatica, espermatozoide, reproducdo
de peixes.
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ABSTRACT

The influence of urine and blood plasma on suruvi, Steindachneridion
scriptum, semen activation was evaluated using the computerized open
source system CASA. Two experiments were performed in which the
animals were induced with carp pituitary extract. In the experiments the
semen quality was analyzed through volume, sperm concentration, cell
membrane integrity, sperm motility, analyzed with CASA software, and
sperm morphology. The values of sperm concentration and spermatocrit
in both experiments were significant (P<0.05), with a high coefficient of
determination (R? = 0.8058 and 0.8562), and therefore it was possible to
estimate the sperm concentration from the spermatocrit. The following
parameters were evaluated for the sperm motility: motility (MOT),
curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), straight line
velocity (VSL) and linearity (LIN). In the first experiment the semen
was activated with mineral water, blood plasma and urine, in a ratio of
1:1000 (semen/solution), and evaluated for 40 s. After activation, there
was a difference in the motility produced by the activators (P<0.05), and
no activation was produced with blood plasma. The VCL presented the
highest values in the first 30 s with significant differences (P<0.05)
between the activators, with a reduction of 136.6 to 48.0 pm/s for water
and 158.0 for 58.0 pum/s for urine. For VAP, trends similar to those
observed for the LVC were recorded, and in the course of time there
were significant differences in velocities from activation, which
declined from 122.6 to 21.0 um/s and from 148.0 to 21.0 pm/s for water
and urine, respectively. VSL showed significant differences (P<0.05)
between the activators over time, varying from 111.4 to 20.6 pm/s for
water, and from 133.2 to 27.2 um/s for urine, respectively. In both
experiments, the samples had a good percentage of viable cells, a high
percentage of spermatozoa with normal morphology (>88%) and low
percentage with abnormalities (<12%), among which the most frequent
was the secondary abnormality without tail and curved tail. In the
second experiment, the effect of urine on semen activation and sperm
parameters was evaluated at concentrations of 10, 30, 50 and 70%.
Urine in low concentration (10 %) did not produce semen activation
however, increased urine proportions produced sperm motility and
increased the velocities analyzed. The results showed that urine is a
potential activator, it is recommended to discard samples with levels
above 10 % urine, to prevent loss of semen quality, while blood plasma
activated samples need not be discarded.

Keywords: sperm motility, spermatozoa, fish reproduction.
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INTRODUCAO

O suruvi Steindachneridion scriptum (Miranda Ribeiro, 1918),
também conhecido como bocudo, é uma espécie de bagre nativa das
bacias do alto rio Uruguai e do rio Parana (GARAVELLO, 2005), que
apresenta habitos noturnos e dieta predominantemente piscivora, sendo
considerada uma espécie de grande porte (MEURER; ZANIBONI
FILHO, 2000), que pode atingir 90 cm e 7,0 kg (ZANIBONI-FILHO et
al., 2004). Essas caracteristicas fazem com que a espécie apresente
potencial para a aquicultura, embora seja pouco frequente na natureza e
tenha uma biologia pouco conhecida (VIVEIROS e GODINHO, 2009).

Como esta espécie ndo se reproduz naturalmente em cativeiro, se
faz necessario o uso da reproducéo induzida, para a qual sdo importantes
as informagdes sobre a qualidade do sémen, que visam melhorar a
eficiéncia da fertilizagdo (BILLARD, 1992; BILLARD et al., 1995;
RURANGWA et al.,, 2004). Essas informacGes incluem o perfil
espermatico, onde sdo analisadas as caracteristicas fisicas do sémen
(volume, taxa e duragdo da motilidade espermética, concentragdo e
morfologia). A analise da motilidade e morfologia espermatica sdo
apontadas por diversos autores como uma importante ferramenta na
selecdo de um ejaculado, sendo a determinacdo da porcentagem de
espermatozoides mdveis, o teste mais utilizado para demonstrar a
qualidade seminal (Verstegen et al., 2002).

Tem sido utilizados programas computadorizados tais como,
computer assisted sperm analysis (CASA), método que consiste na
determinacdo dos padres de movimentacdo espermatica (Sanches et al.,
2010; Wilson-Leedy e Ingermann, 2007). Ele também tem sido
utilizado, por exemplo, para a determinacdo da variedade espermatica
entre machos (LAHNSTEINER et al., 1998). Efeito criopreservador
(RURANGWA et al., 2001). E também avaliando os efeitos de metais
pesados (KIME et al., 1996).

A motilidade espermatica é um dos principais parametros a serem
considerados na analise da qualidade do sémen de peixes €, para tanto,
deve-se levar em conta que ela é influenciada por diversos fatores como
a temperatura, o estado nutricional, o estado sanitdrio e a espécie
estudada (CAROLSFELD e HARVEY, 1999; GODINHO, 2000).

E a preservacdo do sémen, principalmente quando sao realizados
trabalhos a campo ou em grande escala, pode sofrer graves prejuizos se
ocorrer a contaminacdo de amostras com sangue, urina e fezes
(SATTERFIELD e FLICKINGER, 1995; NYNCA et al., 2012)
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O contato entre a urina e 0 sémen é praticamente inevitavel nas
condicdes da colheita do sémen por extracdo, devido ao fato do canal
urinario e do ducto espermatico se unirem ao ducto eferente com uma
abertura através da papila urogenital (DREANNO, 1998). Como a urina
dos peixes teledsteos apresenta baixa osmolaridade, o seu efeito
prejudicial esta relacionado a indugéo da ativacdo parcial da motilidade
dos espermatozoides no sémen colhido (LINHART et al., 2003)
acompanhado por uma redugdo de armazenamento de ATP intracelular
(POUPARD et al., 1998).

Como a urina e o plasma sanguineo podem ativar e/ou alterar a
qualidade e a motilidade do sémen de S. scriptum durante a reproducéo
induzida, o estudo do efeito desses contaminantes visa fornecer
informagfes que permitirdo aos piscicultores elaborar protocolos de
manuseio ideais para o0 sémen utilizado na fertilizaco artificial.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia da urina
e do plasma sanguineo sobre a ativagdo do sémen do suruvi
Steindachneridion scriptum.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar a qualidade do sémen de S. scriptum foi conduzido
no més de agosto o experimento 1 no Laboratério de Biologia e Cultivo
de Peixes de Agua Doce, da Universidade Federal de Santa Catarina.

Todos os procedimentos destes experimentos foram realizados
atendendo as exigéncias do Protocolo CEUA (PP00788), aprovado pelo
Comité de Etica de Uso Animal/UFSC.

Os peixes utilizados tinham aproximadamente dois anos de idade,
eram mantidos em caixas d’ agua de 1000 litros, com a temperatura
controlada, sdo reprodutores F2 e descendentes de reprodutores
capturado na bacia do alto rio Uruguai foram alimentados com racédo
comercial balanceada comercial, com valor proteico de 36 % de proteina
bruta, oferecida duas vezes ao dia. Com base nos resultados obtidos foi
conduzido o experimento 2 na semana seguinte, no qual foi avaliado o
efeito da concentracdo de urina de machos desta espécie sobre a
ativacdo do sémen.

Experimento 1
Neste estudo a qualidade do sémen de S. scriptum foi avaliada

pelo volume de sémen produzido, pela concentragdo espermatica, pela
integridade da membrana dos espermatozoides, pela motilidade
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espermatica, analisada com auxilio do software CASA, e morfologia dos
espermatozoides.

O sémen utilizado foi obtido de oito machos (210,0 + 26,68 g),
gue eram mantidos em condicGes de laboratério, foram submetidos a
reproducdo induzida com duas doses de extrato pituitario de carpa
(EPC) aplicados na regido dorsal, na razdo de 0,5 e 5,0 mg EPC/kg,
aplicadas em intervalo de 12 h.

Volume

O volume do sémen foi mensurado utilizando-se uma seringa de
plastico para insulina, de acordo com KAVAMOTO e FOGLI da
SILVEIRA (1986). A seringa, sem agulha, foi colocada junto a papila
urogenital dos peixes, e com uma leve pressdo abdominal o sémen
liberado foi retirado pela seringa, com cuidado para evitar a
contaminagéo e ativagcdo com urina, muco, fezes ou agua. A medida do
volume foi realizada diretamente na seringa, e posteriormente as
seringas com o material colhido foram armazenadas em caixa de isopor
com gelo.

Concentragdo espermatica

A avaliacdo da concentracdo espermatica do sémen foi realizada
de forma individual a partir do sémen proveniente de cada animal,
utilizando-se o0os métodos de contagem de espermatozoides
(espermatozoides/mL) em camara hematimétrica de Neubauer (Wirtz e
Steinmann, 2006), e estabelecendo a relacdo desta medida com o
espermatécrito (RIDEOUT et al., 2004). Para a contagem de células na
camara de Neubauer foi utilizada uma amostra de 10 pL de sémen,
previamente diluido (1:1000) em solucdo de formol-citrato (2,9 g de
citrato de sodio, 4,0 mL de formaldeido 35% e 100 mL agua destilada),
e a concentracdo espermatica foi calculada conforme CBRA (1998). A
avaliacdo do espermatdcrito foi realizada utilizando-se tubos capilares
de micro-hematécrito, preenchidos com aproximadamente 70% de
sémen e vedados em uma das extremidades. Em seguida, os tubos foram
submetidos a centrifugacéo por 15 min a 12.000 rotagdes por minuto em
uma microcentrifuga. Apés a centrifugacdo o percentual de massa
celular presente no sémen foi quantificado com uma régua (SANCHES
etal, 2011).
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Integridade da membrana celular

O percentual de espermatozoides com membrana celular integra
foi quantificado pelo método de coloracdo (NASR-ESFAHANI et al.,
2002). Este método, quando o sémen é homogeneizado ao corante 0s
espermatozoides mortos coram-se em rosa, devido a permeabilidade ao
corante, enquanto que as células vivas permanecem incolores.

Uma aliquota de 10 pl de sémen foi homogeneizada com 90 pL
de soro fisiolégico, corada com 40 pl de nigrosina e 20 ul de eosina, e
posteriormente foi realizado um esfregaco com uma aliquota de 1,0 pl
da mistura (SANCHES et al, 2011). Apls este preparo 0s
espermatozoides foram analisados em microscépio de luz (Leica
DMLB, 100 X), considerando-se como ndo integros aqueles cujas
células apresentaram coloracdo rosada, ou seja, que absorveram
corantes, e como integros aqueles que ndo coraram, porque
apresentavam membranas integras, impermedveis aos corantes
(KAVAMOTO e FOGLI da SILVEIRA, 1986).

Preparacao e ativacdo dos espermatozoides

Para ativacdo do sémen dois contaminantes bioldgicos foram
utilizados: plasma sanguineo e urina. Para obtencdo do plasma
sanguineo, foi coletado sangue através da puncdo do vaso caudal com
seringa descartavel contendo EDTA. Os individuos foram anestesiados
com eugenol. O plasma sanguineo foi obtido pela centrifugagdo de
microtubo de 2,0 mL a 1400 g durante 10 min, que foi armazenado a -
4,0 °C. A urina foi obtida pela compressdo abdominal de cada animal
um pouco antes da liberacdo do sémen, sendo coletada com uma seringa
colocada junto a papila urogenital; a urina dos individuos foi recolhida e
misturada em um unico “pool’’> em tubos tipo Falcon de 20 mL, que
foram imediatamente armazenados a - 4,0 °C em um refrigerador.

A osmolaridade do plasma e da urina foram avaliadas em um
osmometro crioscopico (PLZ, modelo PLZ-1000), e o pH foi avaliado
com peagbmetro digital.

Motilidade espermatica

A motilidade espermética foi avaliada através da andlise
computacional assistida (CASA), método que consiste na determinacéo
dos padrGes de movimentagdo espermdtica (Sanches et al. 2010;
Wilson-Leedy e Ingermann 2007). A fim de assegurar a ativacdo
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sincronizada de todos os espermatozoides, uma amostra de sémen de
cada animal foi ativada com trés solucdes ativadoras distintas: agua
mineral, plasma sanguineo e wurina, na proporcdo de 1:1000
(sémen/solucdo) em temperatura ambiente (23-24 °C). Em seguida 10
pL da solugdo final foram colocados em cdmara de Neubauer, e a
motilidade espermatica foi gravada em videos com duracdo de 10, 20,
30 e 40 s, utilizando-se uma camera com objetiva de contraste de fase
com ampliacdo de dez vezes (taxa de 100 frames/s) acoplada a um
microcomputador. A gravacao dos videos, a compilacdo das imagens e a
andlise utilizando o aplicativo CASA do software Image J seguiu o
protocolo proposto por (KIME et al., 2001), previamente padronizado
para S. scriptum.

As variaveis avaliadas no aplicativo CASA foram: a velocidade
curvilinear (VCL; pum/s), que mostra o percurso real dos
espermatozoides; a velocidade média do deslocamento (VAP; um/s),
gue mostra o percurso irregular, e ndo linear; a velocidade em linha reta
(VSL; um/s), que é estabelecida entre o primeiro e o Gltimo ponto do
percurso do espermatozoide, e a linearidade (LIN), que é a relacdo
percentual entre a VSL/VAP (MORTIMER, 2000, VERSTEGEN et al.,
2002).

Morfologia dos espermatozoides

Uma amostra de 10 puL do sémen coletado foi diluida (1:1000)
em solucdo de formol-citrato (2,9 g de citrato de sédio, 4,0 pL de
formaldeido 35% e 100 mL de &gua destilada), e desta diluicdo foi
retirada uma aliquota de 1,0 pL, a qual foram adicionados 40 uL de
corante rosa de bengala (STREIT JR et al., 2004).

Posteriormente uma aliquota de 1,0 pL de sémen corado, foi
colocada sobre uma lamina, sendo o liquido espalhado com a ajuda de
outra lamina. Depois de seco o esfregaco foi observado em microscépio
de luz para contagem (n=200) e classificacdo dos espermatozoides em
normais ou com a presenca de anormalidades, conforme descrito por
STREIT JR (2008). As anormalidades foram classificadas em primérias,
guando os espermatozoides apresentavam cauda dobrada, cauda
enrolada, cauda curvada, cabeca pequena, cabeca grande ou cauda
dupla, enquanto espermatozoides com cauda tipo gancho, sem cabeca ou
sem cauda foram classificados como apresentando anormalidades
secundarias.
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Experimento 2

Neste experimento foi utilizado o sémen de oito machos
(260,0 = 70,2 g), que foram submetidos a tratamento hormonal
conforme descrito no Experimento 1.

A coleta, o armazenamento do sémen, a quantificacdo da
concentracdo de espermatozoides e da taxa de sobrevivéncia seguiram
0s procedimentos descritos no experimento 1.

Antes da ativacdo o sémen foi diluido na proporcdo de 1:500 pL
em soro fisiologico. O sémen foi ativado utilizando diferentes
porcentagens de urina equivalentes 10, 30, 50 e 70 %. A motilidade foi
analisada através de analise computacional assistida (CASA), conforme
realizada no experimento 1, com o0s videos avaliados aos 12 s.

Analise estatistica

No experimento 1, para cada tempo analisado, foi aplicada
ANOVA, seguida pelo teste de Tukey para comparacdo de médias,
guando necessario, ao nivel significancia de 5,0 %. As premissas de
normalidade e homogeneidade foram verificadas por meio dos testes de
Levene e Shapiro-Wilk. Antes da anlise, as varidveis analisadas que
apresentaram dados de distribuicio anormal foi aplicada a
transformagéo angular (arcsen/p). No experimento 2 foi aplicada a

andlise de regressdo linear ao nivel de significancia de 5,0 %.
RESULTADOS

Os parametros do sémen analisado estdo apresentados na
Tabela 1, onde se verifica que as amostras apresentaram elevados
percentuais de células viaveis (94,3 = 3,1%), valores de médio a baixo
para anormalidades (11,8 + 5,3 %) e elevados para a normalidade
morfolégica dos espermatozoides (88,1 = 5,3 %). A osmolaridade do
sémen e do plasma sanguineo foi muito semelhante, e treze vezes maior
que a da urina.

Uma alta relacdo foi registrada entre a concentragdo espermatica
e 0 espermatécrito, representada pela equagdo de regressdo
y= 1,0 E® - 9,0 E® (P<0,05; R?= 0,8058). E possivel, portanto,
estimar a concentragdo espermatica do suruvi a partir do espermatdcrito
(Figura 1), sendo este um método confidvel, que permite a otimizagdo
do tempo e de recursos para avaliar a concentracdo espermatica.
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Tabela 1: Pardmetros espermaticos do sémen de suruvi Steindachneridion
scriptum (média + desvio padrdo) durante o experimento 1.

Parametros espermaticos

Concentracdo (sptz/mL) 7,72 x 109+ 2,85 x 10°
Volume total ajustado (kg/mL) 8,14 £ 4,67
Espermatdcrito (%) 8,87 £ 2,63
Integridade de membranas (%) 94,33+ 3,10
Anormalidade morfolégica (%) 11,86 £5,35
Normalidade morfolégica (%) 88,14 + 5,35
Osmolaridade do sémen (mOsm) 261,67 £ 3,82
Osmolaridade da urina (mOsm) 20,83+ 1,44
Osmolaridade do plasma sanguineo (mOsm) 255,83+ 1,44
pH do sémen 7,87 £0,03
pH da urina 7,55+ 0,57
pH do plasma sanguineo 7,51+0,17

Para a motilidade espermatica foi registrada diferenca
significativa (P<0,05) entre os ativadores agua mineral e urina quando
comparados com o plasma sanguineo, que ndo ativou o sémen.

A motilidade espermatica do sémen ativado com agua e urina
(Figura 2) aos 10 s foi de 80,0 + 10,0 % e 70,0 + 16,0 %, apresentando
diminuicdo constante até os 40 s, quando foi inferior a 20 %. A partir
dos 30 s verificou-se que a motilidade do sémen ativado com urina foi
maior (58,0 + 15,0 %) que a registrada com agua (39,0 + 18,0 %).

1,2E+10 -
1IE+10 A
SE+09 -
6E+09

w 4E+09
y = 1E+09x - 9E+08

) i
‘E+°§ * R2 = 0,8058

0 2 4 6 8 10 12 14
Espermatocrito (%)

sptz/mL

Figura 1: Relagdo entre a concentracdo espermatica mensurada por contagem
em camara hematimétrica de Neubauer e o espermatocrito do sémen de
Steindachneridion scriptum.
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Figura 2: Motilidade espermatica (%) de Steindachneridion scriptum até 40 s
apoés a ativagdo com &gua mineral, urina e plasma sanguineo. Letras diferentes
indicam diferengas significativas (P<0,05) dentro de um determinado tempo
pelo teste de Tukey.

A velocidade curvilinear apresentou o0s maiores valores,
considerando-se as solucdes utilizadas (Figura 3). Entre 10 e 30 s pode-
se observar que houve diferengas significativas (P<0,05) entre elas, que
ndo foi registrada aos 40 s. Em geral a VCL diminuiu de forma
constante tanto no tratamento com urina, de 158,4 + 13,1 um/s para
58,0 £ 11,5 um/s, quanto no tratamento com agua de 136,6 + 15,7
pum/s para 48,0 + 20,4 um/s.

As mudangas da velocidade média do deslocamento (VAP) ao
longo do tempo (Figura 3) foram quantitativamente semelhantes as
tendéncias observadas para VCL. No decorrer do tempo houve
diferencas significativas na VAP a partir da ativagdo, quando houve
acentuado declinio, de 122,6 + 19,43 um/s, aos 10 s, para 21,0 + 8,56
um/s aos 40 s para agua, sendo que para a urina a velocidade diminuiu
de 148,0 £ 13,90 um/s para 21,0 = 2,37 pm/s.

A VSL apresentou diferencas significativas entre os ativadores a
partir dos 10 s, com uma alta reducdo na velocidade quando ativado com
agua, com média de 111,4 £+ 20,6 pm/s, enquanto aos 20s a velocidade
dos espermatozoides decresceu de 55,0 + 9,19 um/s para 30,6 + 2,58
pum/s chegando aos 40s com 20,6 + 8,46 um/s (Figura 3). Quando
ativados com urina declinou de 133,2 £+ 10,15 pm/s, aos 20 s para 73,3 +
8,91 um/s, finalizando com 20,6 + 8,46 pm/s.

A andlise da linearidade (Figura 3d), mostrou que ndo houve
diferencas significativas entre os ativadores, sendo que 0s
espermatozoides apresentaram um movimento linear, com movimentos
circulares poucos evidentes.
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A avaliacdo morfol6gica dos espermatozoides de S scriptum
(Figura 4) mostrou maior frequéncia da anormalidade secundaria sem
cauda no sémen (50,5 = 30,9 %), seguida pela anormalidade primaria
cauda curvada (36,8 £ 29,7 %), sem cabeca (6,6 £ 5,9 %), e pelas
anormalidades primarias cauda dobrada (5,2 + 6,5 %), cabeca pequena
(0,96 £ 2,7 %) e cauda dupla (0,27 + 0,75%).

Experimento 2

Assim como no experimento anterior, foi registrada relacdo
diretamente proporcional, entre a concentragdo espermatica e o
espermatocrito de S. scriptum (Figura 5).

Neste experimento foi observado que o aumento da concentragédo
de urina influenciou a motilidade do sémen (Figura 6; P<0,05;
R2=0,8524). A menor concentracdo de urina, 10 %, ndo ativou o sémen,
entretanto 0 aumento da proporcdo de urina produziu motilidade
espermaética, condi¢do corroborada pela velocidade curvilinear (VCL),
velocidade média do deslocamento (VAP) e velocidade em linha reta
(VSL), para as quais também foi registrado o mesmo padrdo
(Figura:7).

A linearidade mostrou que trajetéria dos espermatozoides foi
altamente linear para todas as concentra¢fes de urina que ativaram o
sémen (Figura 7d).
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Figura 4: Anormalidades primérias e secundarias dos espermatozoides de
Steindachneridion scriptum: Cd: cauda dobrada. Ce: cauda enrolada. Cc: cauda
curvada. Cabp: cabega pequena. Cabg: cabeca grande. Cd: cauda dupla (Cd); e
as secundarias Cg: cauda gancho, Scab: sem cabega. Sc: sem cauda (Sc).
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Figura 5: Relagdo entre a concentracdo espermética mensurada por contagem
em camara hematimétrica de Neubauer e pelo espermatocrito do sémen de
Steindachneridion scriptum.
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Figura 6: Motilidade espermatica do sémen de Steindachneridion scriptum
ativado com diferentes proporgdes de urina. A equacdo representa a relagéo
entre a motilidade e a porcentagem de contaminagéo com urina (P<0,05).



41

(60 0>d) BAIBOIJTUSIS TEUI] OBSSAITOI WO SIDABLIEA Wejuasaxdar saodenba sy *(940L 2 05
‘0€ ‘01) euln ap suadejuaolod Se)ULISJIP UI0O SOpeANR tndLLas tolpLiauyjoppulals ap seprozojetnzadse sop (NI (p) epeplLiesur]
2 ("TSA ‘9) BJOI BUUI| W2 9PEPIOORA (JVA ‘q) OJUSTIEIO[SIP OP BIPSW APEPINO[RA ‘("TDA ‘B) JEQUI[IAIND OPEPIOO[2A :/ eANSIY

(25) ULy (24) BULIN
08 oL 9 0 or 0g oz ot 0 08 oL 09 0% or of oz ol 0
0 \..0 0
6176'0 =14 oz
0z PIT'TI -XLEOL'T = £ ob
or — $ o M
5 8 g
02 001 =
ozl
08 orl
(p Ao 091
$ s L oot
(24) eunin) (25) wuL)
08 oL 09 0§ of 0f 0z o1 0 08 oL 09 05 o 0€ 07 o1 0
* 0 \0 0
—
- ~ 0z

SHS6'0 =N \\ 4 g
o oot ¢ ~ L§6'0=2Y
9'S1-xp68'1 = £ _~ fLex0d =l

s P or $00'ST -X8H00'T = & \Q\ -

\\\.‘..\\\ : L \ 4 09 g

el SR S

. 001 & . oor 2

$ ozl | = ozt =
¢ ﬁﬁ— otl * ﬁ.w 1]
091

091



42

O padrdo de morfologia dos espermatozoides (Figura 8) foi
semelhante ao encontrado no primeiro experimento, tendo sido
registrada maior frequéncia de anormalidades secundarias, com
individuos sem cauda (62,05 £ 22,70 %), seguida pelas anormalidades
primérias cauda curvada (18,55 * 23,49 %), sem cabeca (7,23 + 10,63
%), cauda dobrada (9,11 £ 13,80 %) e cauda dupla (2,72 £ 7,69 %).

Os parametros do sémen analisado estdo apresentados na
Tabela 2. Considerando-se a técnica empregada, as amostras
apresentaram alto percentual de células vidveis, e espermatozoides com
alto indice de normalidade morfoldgica.
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Figura 8: Anormalidades priméarias e secundarias dos espermatozoides de
Steindachneridion scriptum. Primérias: Cd: cauda dobrada. Ce: cauda enrolada.
Cc: cauda curvada. Cabp: cabega pequena. Cabg: cabega grande. Cd: cauda
dupla Cd: Secundarias: Cg: cauda gancho. Scab: sem cabeca. Sc: sem cauda.

Tabela 2: Pardmetros qualitativos do sémen de suruvi Steindachneridion
scriptum (média + desvio padréo) durante o experimento 2.

Parametros espermaticos

Concentragio (sptz/mL) 4,62 10° + 3,58 x 10°
Volume ajustado (kg/mL) 1,48 £0,91
Espermatdcrito (%) 5,08 +3,11
Integridade de membranas (%) 90,33 + 15,67
Anormalidade morfoldgica (%) 11,2+ 6,34

Normalidade morfoldgica (%) 88,75+ 6,34
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DISCUSSAO

O volume de sémen obtido nos experimentos foi semelhante aos
obtidos por (Luz et al., 2001) para o suruvi (1,60 a 9,09 mL/kg) que
utilizou o sémen de individuos adultos. De acordo com Viveiros e
Godinho (2009), o volume de sémen é muito varidvel em peixes
teledsteos. (Maria et al., 2010), em seu estudo sobre o sémen do
tambaqui Colossoma macropomum, encontraram valores de 10,2 £ 5,1
mL, enquanto (Sanches et al., 2010), em estudo com o jundia,
encontraram volumes de 4,9 + 1,4 mL. Corroborando com Canappele
(2011), que analisou o ciclo reprodutivo de S. parahybae, os volumes
somados por exemplar durante o periodo de seis coletas estiveram entre
8,2 e 67,0 mL, sendo que para esta mesma espécie Sanches (2012)
encontrou valores de 26,8 7,1 mL.

A concentragdo espermatica variou em ambos 0s experimentos
apresentando valores inferiores aos encontrados por (Luz et al., 2001)
(19,50 a 120,15 x 10° sptz/mL) para a mesma espécie deste estudo, onde
utilizaram-se cinco machos com peso entre 1,8 e 4,7 kg, submetidos ao
tratamento de hipofisagdo. Estudos com S. parahybae e jundia
mostraram variacdo de 3,50 x 10°a 11,5 x 10° € 9,24 + 0,88 x 10° e 8,75
+ 0,58 x 10° sptz/mL, conforme (Sanches et al., 2010) e Canappele
(2011) respectivamente. Sanches (2012) encontrou valor um pouco
menor para S. parahybae (1,70 x 10%), que pode estar relacionado a
guantidade de individuos analisados, desse modo, as variacGes dos
pardmetros espermaticos entre os individuos indica que a quantidade de
machos deve ser considerada em trabalhos com sémen de peixes. Esta
concentracdo geralmente é utilizada na avaliacdo do sémen de animais
gue possuem fecundagdo interna e externa, com intuito de obter um
melhor aproveitamento e melhores resultados na fertilizagdo (FOGLI Da
SILVEIRA et al., 1990).

Para S. scriptum foi encontrada relagcdo entre a concentracio
espermatica e 0 espermatdcrito (Shimoda et al., 2007) verificaram a
viabilidade do espermatocrito para estimar a concentracdo espermatica
do sémen da piabanha, Brycon insignis, e seus resultados foram
semelhantes ao deste estudo, onde a regresséo foi significativa (P<0,01)
mostrando alto coeficiente de determinacdo (R?= 0,75), portanto é
possivel avaliar a concentracdo espermatica a partir da obtencdo do
espermatocrito (Sanches et al., 2011) identificaram esta mesma condicéo
para curimba (Prochilodus lineatus), jundia (Rhamdia quelen) e tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus), em estudo que também envolveu as
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espécies dourado (Salminus brasiliensis) e cascudo-preto (Rhinelepis
aspera), para as quais esta condi¢do ndo foi encontrada.

A motilidade espermaética de S. scriptum neste estudo foi inferior
a 60 % até os 40s de ativacdo, quando ativados com agua e urina, €
guando ativados com agua a motilidade decresceu em 40 s. (Luz et al.
2001) observaram valores semelhantes a este, em que o tempo de
motilidade do sémen de suruvi variou de 46 a 75 s quando ativado com
agua do tanque, e de 37 a 56 s quando ativado com solugdo de
bicarbonato de sédio 1,0 %.

Os espermatozoides ndo apresentaram movimentagdo quando foi
quando foi utilizado plasma sanguineo, uma vez que a osmolaridade do
sémen e do plasma sanguineo sdo semelhantes, e devido a isso o plasma
sanguineo ndo foi capaz de ativar a motilidade espermatica dos animais
analisados. Como a urina do suruvi apresentou baixa osmolaridade, ela
propiciou a ativagdo da motilidade espermética.

Ciereszko et al., (2004) relataram que 0,2 % de contaminagédo do
sémen com sangue ndo produziu efeito sobre a motilidade no sémen de
truta (Oncorhynchus mykiss). Porém (Ingermann et al., 2010) relataram
gue se a contaminacdo sanguinea fosse induzir motilidade prematura,
mesmo localmente, tal contaminacdo poderia afetar negativamente a
qualidade do sémen em salmonideos, uma vez que seus espermatozoides
geralmente apresentam motilidade inferior a um minuto.

Ap6s a ativacdo, foi observada uma continua reducdo da
motilidade espermatica, de acordo com a analise do software CASA,
resultados semelhantes aos encontrados por (SANCHES et al., 2010)
para R. quelen, para a qual foi registrada reducdo continua da motilidade
e das velocidades espermaticas VCL, VAP e VSL logo apds a ativacdo
em 15, 25 e 35 s. Essa mesma condi¢do ocorreu para outra espéecie de
bagre endémica da bacia do rio Paraiba do Sul, Steindachneridion
parahybae, para a qual o comportamento dos espermatozoides, avaliado
entre 10 e 20 s e entre 10 e 50 s apds a ativacdo, também mostrou
continua reducdo da qualidade espermatica (SANCHES et al., 2012).

A reducdo da capacidade de natacdo dos espermatozoides deve-se
a diminuicdo do estoque de energia, que ocorre em funcdo da rapida
resposta de ativacdo pelo meio circundante. As mitocondrias sdo as
organelas responsaveis pela liberacdo de energia, e elas estdo
diretamente ligadas aos flagelos, que por sua vez sdo responsaveis por
dar movimento aos espermatozoides (BILLARD, 1999; COSSON,
2010). A VCL, VAP e VSL dos espermatozoides do suruvi ativados
com &gua, decorridos 40 s, foram semelhantes as registradas para



45

S. parahybae por Sanches (2012). O uso de &gua destilada para ativacdo
do sémen de S. parahybae mostrou que as velocidades demostraram
valores semelhantes aos deste estudo com valores de VCL, VAP e VSL
de 103,01 + 25,40 um/s, 85,76 £ 30,60 um/s e 81,95 + 29,97 um/s
respectivamente Sanches (2012).

Os espermatozoides de suruvi apresentaram predominantemente
uma trajetoria linear. Segundo Cosson (2010) a motilidade espermatica
e a linearidade sdo bons indicadores de qualidade e representam uma
descricdo extensa das caracteristicas do movimento do esperma.

Sanches et al., (2015), avaliando a motilidade S. parahybae,
encontraram correlacdes positivas com 0s pardmetros espermaticos
estudados, com exce¢do da linearidade, para a qual obteve correlacdo
negativa. Nesse caso, quando a motilidade é alta, mais espermatozoides
com movimentos aleatdrios ou circulares sdo observados, e quando a
motilidade é baixa, predominam os espermatozoides com movimento
reto. De acordo com (Sanches et al., 2010), pode-se supor que 0s
espermatozoides exibindo movimentos retos morrem eventualmente e
ndo participam na motilidade. Para R. quelen, esses autores mostraram
gue a motilidade espermatica observada no software CASA aos 15, 25 e
35 s ndo apresentou linearidade.

No presente estudo espermatozoides sem cauda e com cauda
curvada foram a anormalidade mais frequente (Kavamoto et al., 1999)
verificaram que para curimbata (Prochilodus scrofa) as anormalidades
morfoldgicas mais comuns nos espermatozoides foram a falta de cauda,
a cauda dobrada ou enrolada (Maria et al., 2010) em seu estudo
observaram que as anormalidades morfoldgicas variaram entre 9,7 e
23,4%. Frequentemente lesdes nos espermatozoides podem estar
relacionadas com o meio hiposmotico, no qual a osmolaridade do meio
diluidor produz injurias na cabeca e na cauda dos espermatozoides
(COSSON et al., 1999). Segundo (Rurangwa et al., 2004), as alteracdes
morfologicas da estrutura dos espermatozoides podem, de maneira
direta, ter grande influéncia na fertilidade dos reprodutores.

Para o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998),
reprodutores que apresentem sémen com anormalidades acima de 30 %
para bovinos, 40 % para equinos e 20 % para suinos, ovinos e caprinos,
apresentam capacidade reduzida de fertilizacdo e sdo invidveis em
programas de reprodugdo. Para peixes, entretanto, ainda ndo estdo
determinados os indices morfolégicos que possam indicar até o que
ponto os reprodutores sdo viaveis (SANCHES, 2009).

O sémen ativado com até 10% de urina ndo apresentou
motilidade, porém com o aumento das propor¢des houve aumento
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significativo (P<0,05) nas velocidades analisadas pelo software CASA.
(Poupard et al., 1998) constataram que ap6s adi¢do de 5,0 % de urina a
porcentagem de espermatozoides com elevada velocidade diminuiu
(de 90 + 3 para 30 * 3%) e aqueles com baixa velocidade aumentaram
(de 5 £ 2 para 65 £ 5%) conforme aumento da adi¢do de urina (Dreanno
et al.,1998) determinaram que a qualidade do sémen do Psetta maxima
foi influenciada pela porcentagem de contaminacdo com proporcéo de
urina maior que 30 % para um tempo de incubacédo de 15 min.

A ativagdo dos espermatozoides de Tinca tinca, no sémen
contaminado com 0,5-2,0 mL de urina continha altas concentracfes de
ions, como Na* (30,9 £ 8,9 mM), K* (4,3 £ 2,9 mM), Ca2* (0,9 £ 0,5
mM) e Mg2* (0,6 = 0,2 mM), sendo que a ativacdo foi de até 100%
(LINHART et., 2003). Ja em trutas arco-iris, Oncorhynchus mykiss, as
adicOes de urina ao sémen exposto a 10, 20 e 30 % de contaminacéo
resultaram em 44, 48 e 68 % de reducdo na porcentagem de
espermatozoides maéveis, respectivamente, levando a uma diminuicdo da
osmolaridade do plasma seminal, de 301 para 203 mOsm/kg (NYNCA
et al, 2012).

Os resultados deste estudo demonstraram que a urina é um
potencial ativador espermatico do sémen do suruvi Steindachneridion
scriptum, sendo recomendado o descarte de amostras contaminadas com
mais de 10% de urina, para evitar a progressiva perda da qualidade do
sémen durante 0 seu armazenamento e uso posterior. No entanto o
plasma sanguineo utilizado como ativador em sémen fresco ndo
produziu nenhum efeito sobre a motilidade dos espermatozoides de
suruvi, e deste modo as amostras contaminadas com sangue nao
precisam ser descartadas.
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APENDICES

Apéndice 1: Coleta de sémen de suruvi Steindachneridion scriptum.
Acervo pessoal.

Apéndice 2: Sémen de suruvi Steindachneridion scriptum apds a coleta.
Acervo pessoal.
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Apéndice 3: Agua mineral (a), Urina (b) e Plasma Sanguineo (c)
utilizados como ativadores do sémen de suruvi Steindachneridion
scriptum. Acervo pessoal.

Apéndice 4: Coleta de sangue de suruvi Steindachneridion scriptum.
Acervo pessoal.
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Apéndice 5:0btencdo de plasma sanguineo de suruvi Steindachneridion
scriptum, apos centrifugacdo. Acervo pessoal.

Apéndice 6: Imagem da analise de sobrevivencia dos espermatozoides
de suruvi Steindachneridion scriptum. Seta: espermatozéides com
membrana rompida. Seta vermelha: espermatozoides com membrana
integra. Acervo pessoal.
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Apéndice 7: Imagem da analise da concentrag
hematimétrica de Neubauer. Acervo pessoal.



