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CARACTERISTICAS QUALITATIVAS DO SEMEN DE PACU (Piaractus
mesopotamicus) APOS INDUCAO HORMONAL

THE SEMEN QUALITATIVE CHARACTERISTICSAND SPERMATOZOA LIFE TIME OFO
PACU (Piaractus mesopotamicus) AFTER HORMONAL INDUCTION

Danilo Pedro STREIT JR.%; Ricardo Pereira RIBEIRO?, Gentil Vanini de MORAES?, Lauro Vargas MENDEZ?;
Juliana Minardi GALLO?, Melanie DIGMAYER?; Jayme Aparecido POVH*

RESUMO: Pardmetros qualitativos do sémen de 44 Piaractus mesopotamicus foram analisados com e sem
ainducgo reprodutivacom extrato de hipdfise de carpa. Nao ocorreu diferenca (P>0,05) paraamotilidade progressiva
e vigor espermético entre os tratamentos, muito emboratenha ocorrido umatendéncia de médias maior parao sémen
oriundo de animaisinduzidos, 79,5 % e 3,7 pontos contra 73,5 % e 3,5 pontos respectivamente. O tempo de vida dos
espermatozdides também n&o apresentou diferenca (P>0,05) para o sémen analisado com e sem indugdo hormonal
50,3 e 52,4 segundos, respectivamente. Ndo houve diferenca (P>0,05) no sémen analisado de pacusinduzidos e ndo
induzidos, para porcentagem de espermatozdides normais (58,2 e 62,6) com patologias leves (12,9 e 12,1) e graves
(28,9 e 25,3). Os tipos de patologias mais incidentes, tanto no sémen de animais induzidos e ndo induzidos, foram
cauda quebrada e enrolada, sendo os dois tipos graves. Através dos resultados conclui-se que a indugdo hormonal
com extrato de hipdfise de carpa, ndo causou alteractes significativas para os parametros qualitativos avaliados.
Porém, ficou constatado aincidéncia el evada de patol ogias graves no sémen de pacu, especia mente, cauda enrolada,
guebrada e corrugada.
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INTRODUGAO

A disponibilidade de espermatozéides de boa
gualidade e em quanti dade suficiente, no momento certo,
pode determinar o sucesso da reproducéo artificial
(BILLARD et al., 1995; RURANGWA et al., 2004).

Dentre os fatores bi6ti cos e abi 6ticos que af etam
aqualidade do sémen de peixes, Rurangwa et al. (2004)
mencionaram gue a induc&o hormonal para a liberacéo
de sémen pode comprometer a qualidade dos gametas.
Entretanto, inimeras espécies de grande val or econdmico
necessitam de induc&o hormonal, pois ndo sdo capazes
de liberar, espontaneamente, gametas (DONALDSON,;
HUNTER, 1983). A praticidade e a simplicidade do uso
de extrato de hipdfise como indutor gonadal de peixes
s80 algumas das vantagens destacadas por Donaldson e
Hunter (1983).
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O pacu (Piaractus mesopotamicus), por ser uma
espécie migradora, quando em cativeiro necessita de
intervencdo hormonal a fim de liberar gametas
(CASTAGNOLLI; DONALDSON, 1981). Alguns
paréametros quali-quantitativos do sémen de pacu obtidos
apos indugdo com: extrato de hipdéfise de carpa
(GODINHO; GODINHO, 1986; ZANIBONI FILHO,
1995); gonadotrofina coriénica humana (hCG)
(GODINHO et al., 1977; SILVEIRA et a., 1990) e
hormonio liberador do hormdnio luteinizante (LhRH)
(ZANIBONI FILHO, 1995) jaforam avaliados.

A qualidade do sémen pode ser determinadapela
avaliacdo de pardmetros como a motilidade espermética
progressiva, 0 vigor espermatico, pH, a concentracéo de
espermatozoides e morfologia espermética. Dentre os
parametrosavaliados, amotilidade espermaticaéum fator
preponderante para qualidade do sémen (BILLARD et
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al., 1995; COSSON et al., 1999; RURANGAWA et d.,
2004). O vigor espermatico, que se caracteriza pela
vel ocidade com que os espermatozdides se movimentam,
€ outro par@metro essencial para avaliacdo dos
espermatozoéides de peixes Cosson et al. (1999) e
Vermeirssen et al. (2003). Ja o tempo de vida dos
espermatozoides, para Stoss (1983) e Cosson et al. (1999),
apresentavariagdo entre as espécies de peixes e coincide,
geramente, com o periodo de fertilizagdo dos ovocitos,
estando diretamente relacionado com o tempo de
intensidade da motilidade. As anormalidades
morfol 6gicas das células esperméticas sdo responsaveis
pela diminuicdo namotilidade espermética, provocando
areducdo nafertilizacdo (COSSON et al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os
parametros qualitativos do sémen de pacu (P.
mesopotamicus), apos a indugdo hormonal com extrato
de hipofise de carpa, em relagcdo ao sémen obtido de
animais que ndo sofreram inducdo hormonal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Estagédo de
Piscicultura da Universidade Estadual de Maring&
Cooperativa de Desenvolvimento do Parana (UEM/
CODAPAR) e o Laboratério de Reproducdo Animal da
UEM.

Selecionou-se 44 machos de P. mesopotamicus,
com caracteristicas reprodutivas requeridas parainducdo
hormonal, como aliberacdo de sémen, ao ser comprimido
0 abdémen do animal no sentido antero-posterior. Apos
a captura dos animais que estavam estocados em um
tanque a uma densidade de um animal/m? eles foram
marcados na nadadeira dorsal (HARVEY;
CAROLSFELD, 1993) com um fio colorido para
monitoramento dos tratamentos. Os machos foram
colocados nos tangques de manipulacéo de 2000 L de
maneira aleatoria, sendo colocados dois animais por
tanque para receberem ou ndo o tratamento hormonal.

Paraapreparacao da solucéo de extrato hormonal,
macerou-se hipdfise de carpacom umagota de glicerina
e adicionou-se solucdo salina a 0,7 % na proporgdo de
1:4 (hipdfise: solugdo saling). Aplicou-se umaunicadose
intraperitonial de 2,5 mg de extrato de hipdfise de carpal
kg de peixe, utilizando-se seringas plésticas de 10 mL,
com agulhas de 25X8, sendo aplicada na base da
nadadeira peitoral.

Para a colheita do sémen dos P. mesopotamicus,
induzidos e ndo induzidos com hormonios, estabel eceu-
se 240 unidades térmicas acumuladas (UTA). Este valor
de 240 UTA baseou-se na recomendacéo de Ceccarelli,
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Senhorini e Volpato (2000) para extrusdo de fémeas de
P. mesopotamicus, momento este em que é colhido o
sémen para fertilizagdo dos évulos, além de ser essa a
UTA freglientemente utilizada em nosso laboratério. A
colheita do sémen de todos os animais seguiu as
recomendacOes de Billard et al. (1995), em que colocou-
seaseringade 10 mL junto ao orificio urogenital. Quando
houve suspeita de contaminagdo com agua, urinaou fezes,
descartou-se 0 sémen.

Os parametros da andlise qualitativa do sémen
do P. mesopotami cusforam motilidade progressiva, vigor
espermético e o tempo de vida dos espermatozoides
utilizando-se um microscépio 6tico com objetiva de 40.
Os procedi mentos adotados para andlise dos parametros
qualitativos sdo descritos a seguir:

Motilidade progressiva e vigor esper matico:
umagota do sémen coletado foi diluidaem oito gotas de
agua destilada em uma l&mina. Em seguida, colocou-se
uma gota desta diluicdo sobre outra lamina de
mi croscopia 6ticae cobriu-se com umalaminulalevando-
se a0 microscopio pré-gjustado. Ao analisar a lamina
foram atribuidos valores de 0 a 100 % para a motilidade
progressiva e de 0 a 5 pontos para o vigor espermético,
em funcdo da movimentagdo dos espermatozdides. Os
valoresde motilidade progressivae de vigor espermético
foram estabelecidos de acordo com os critérios de
Sorensen Janior (1979), adaptados paraandlise de sémen
de peixes.

Tempo devida do esper matozoides: ao colocar
a gota de sémen nas oito gotas de agua destilada, um
crondmetro foi acionado. Marcou-se o tempo decorrido
até que o Ultimo espermatoz6ide parou de mover-se no
campo 6tico observado nalamina.

Morfologia: para estd4 andlise produziu-se um
esfregaco com o sémen diluido em formol-salina
tamponada, na proporcdo de 1:2000 (sémen/solucéo
diluente, respectivamente) para cada animal. Os
esfregacos foram corados pelo método de Rosa Bengala
(CONN, 1920) e depoisde secos, levados ao microscopio
para contagem de 100 a 130 espermatozdides,
classificando-os em patologias leves e graves.

As patologias leves analisadas compreenderam:
cauda dobrada e solta; cabeca solta; gota citoplasmatica
proximal e distal. J4 as patologias graves foram cauda
quebrada, enrolada, degenerada, abaxial e bifurcada;
cabeca degenerada, microcefalia e macrocefalia.

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, no qual avaliou-se o sémen do pacu com ou sem
inducdo hormonal. Cada amostra de sémen analisadafoi
considerada uma unidade experimental .
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O modelo proposto foi:

Yij=pu+Ti +€j

Em que:

Yij = observacio doanimal (j) que recebeu o tratamento (i);
[ = constante geral;

Ti = tratamento (i);

eij = erro aeatdrio associado ao animal (j) que recebeu o
tratamento (i).

As varidveis motilidade progressiva, vigor
espermatico, tempo de vida dos espermatozoides,
espermatozoide normal, patologia leve e grave foram
comparadas por meio do teste de Tukey, com 5% de
significancia. As andlises foram realizadas utilizando-se
0 programa estatistico Statistical Analysis Support, SAS
(1992).
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RESULTADOS

N&o houve diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05) entre as médias dos parametros
qualitativos avaliados. Entretanto, os animais que foram
induzidos aespermiagdo com extrato de hipofise de carpa
apresentaram tendéncia amotilidade progressivae vigor
espermético mais el evados, respectivamente, em relacéo
aos animais ndo tratados com hormonio (Tabela1). Com
relacdo ao tempo de vidamédio dos espermatozoides dos
animais com e sem indugdo hormonal com extrato de
hipéfise, também apresentaram resultados médios
semelhantes (P>0,05), sendo no entanto mais elevado
para os ndo-induzidos (Tabela 1).

Tabela 1. Média e coeficiente de variagdo da motilidade progressiva, vigor espermético e tempo de vida dos
espermatozdides de Piaractus mesopotamicus induzidos ou ndo com extrato de hipofise de carpa.

PARAMETROS TRATAMENTO Cv?
Inducéo Sem inducdo

Motilidade progressiva (%) 79,5 (22) 73,1 (17) 9,9

Vigor espermatico (pontos) 3,7(22) 3,5(17) 14,5

Tempo de vida (segundos) 50,3 (22) 52,4 (17) 17,8

! Coeficiente de variagdo; valor entre parénteses, representa o nimero de observacoes.

O numero de espermatozoides normais nao
apresentou diferenca (P>0,05) entre os tratamentos, em
gue as médias foram de 58,2 % (induzidos) e de 62,6 %
(ndo-induzidos) (Figura 1). Muito embora o percentual
médio de espermatozdides anormais ndo tenha variado
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(P>0,05) entre os tratamentos, notou-se que 0s animais
induzidos produziram em média 6% a mais de
espermatozoides com patologias secundarias e 14% a
mai s de patologias primérias (Figura 1).

B Induzidos
[ Nao Induzidos

PP (ON)

Espermatozoéides

Figura 1. Porcentagem médiade espermatozdidesnormais(N), com patologias primarias (PP) e patol ogias secundérias
(PS), oriundos de P. mesopotamicus induzidos e ndo-induzidos com extrato de hipdfise de carpa. Valor
entre parénteses representa o nimero de amostras analisadas.
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Dentre as anormalidades verificadas no sémen
de P. mesopotamicus, as de maior incidéncia foram
espermatozdides com cauda quebrada e enrolada, sendo
as médias absolutas mais elevadas nos animais ndo-
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induzidos. Por outro lado, o edema de colo, cabeca
degenerada, microcefalia e macrocefalia foram de
incidéncia baixa (Figura 2).

B Induzido
B Nao Induzido

CdE CdCo CdC EC CbD  Mic Mac

Patologias

Figura 2. Freguéncia (%) de patologia verificada em espermatozoides de pacu (Piaractus mesopotamicus) induzidos
endo-induzidos com extrato de hipdfise de carpa. Asanormalidades sdo: caudadobrada(CdD), caudaquebrada
(CdQ), cauda solta (CdS), cabecasolta (CbS), cauda enrolada (CdE), cauda corrugada (CdCo) e caudacurta
(CdC), edemade colo (EC), cabeca de degenerada (CbD), microcefaia (Mic) e macrocefdia (Mac).

DISCUSSAO

A qualidade do sémen é altamente varidvel e
depende de inimeros fatores, como o regime alimentar,
a qualidade do alimento, o ambiente do confinamento,
entre outros, além do horménio utilizado para inducéo
hormonal (BILLARD et al., 1995; COSSON et al., 1999).

A motilidade progressiva obtida no sémen de
animais induzidos com extrato de hipéfise de carpa foi
semelhante aos 76,8 % encontrado por Streit Junior et
al. (2005) estudando a mesma espécie e 0 mesmo
horménio. Por outro lado, foi menor que os 90%
registrados por Silveiraet a. (1990), que induziram o P.
mesopotamicus com gonadotrofina coridnica humana
(hCG). Apesar de ndo haver um valor minimo
estabel ecido para a motilidade progressiva de sémen de
peixe gue garanta sua eficiéncia, como ja é conhecido
para sémen de mamiferos (30 %, em média) (Colégio
Brasileiro de Reproducéo Animal, CBRA, 1998), pode-
se supor que o valor encontrado neste trabal ho, ndo seria
comprometedor. A médiado vigor espermatico verificada
nestetrabal ho, tanto parao sémen provenientedeanimais
induzidos como os sem indugdo pode ser considerado
bom, pois com um vigor espermético de 2,7 pontos, Streit
Junior et al. (2005) obteve 57,2 % de fertilizacdo dos
ovocitos. Os parémetros de qualidade do sémen, para
Shangguan e Crim (1999) podem sofrer alteracdes quando

0s peixes sdo induzidos com hormdnios, devido a sua
acdo indiretano ducto espermético. Neste estudo, porém,
parece ndo ter ocorrido acdo negativa do extrato de
hipofise de carpa para as duas diferentes origens do
sémen.

Foi considerado tempo de vidao periodo em que
0 espermatozoide apresentou movimento flagelar
(COSSON et al., 1999). A reducéo do tempo da
movimentacdo flagelar pode representar insucesso na
efetiva penetracao do espermatozoide namicrépila. Como
nado ocorreu diferencaapds ainducdo hormonal, pode-se
atribuir que ndo houve perdade qualidade do sémen para
este parametro. Pode corroborar paraestefato aafirmagdo
deCosson et al. (1999) de que, paraamaioriadas espécies
de peixes de &guadoce, apo6s adiluicdo do sémen, ocorre
movimentacdo maxima dos espermatozoides, porém
morrem em menos de um minuto.

A porcentagem de espermatozéides normais,
mesmo apresentando média absoluta menor no sémen
de P. mesopotami cusinduzidos com hormdnio, presume-
se ndo ter causado perda de qualidade aos animais que
ndo foram induzidos. Todavia, do total de anormalidades
(primérias e secundérias) de 41,8 % para 0s animais
induzidos e de 37,4 % para os que ndo sofreram inducdo,
ndo se pode inferir medidas de aceitéveis ou ndo para
sémen de peixes, por ndo haver parmetros estabel ecidos.
Chama atencdo o fato de parecer comum 0s animais
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induzidos e os ndo-induzidos apresentarem elevado indice
de anormalidades primarias (28,91% e 25,33%,
respectivamente), que € mais que o dobro em relacéo as
anormalidades secundarias (12,85% e 12,05%,
respectivamente). Em mamiferos, as patologias
secundarias (menos comprometedoras) em meédia sdo
sempre mais elevadas que as primarias. Estes resultados
contrastam com os valores médio de 12,4% de
anormalidades primérias observadas por Streit Junior et
al. (2005) ao traba harem com P. mesopotamicus, também
induzido com extrato de hipdfise.

Em média, as anormalidades primarias para
outras espécies brasileiras como Prochilodus lineatus
(KAWAMOTO et al., 1999); Leporinus macrocephalus
(STREIT JUNIOR et al., 2003), apresentaram indices
menores que 15%. JA Murgas et al. (1999) encontraram
7,06%, em média, de alteracdes totais (cabega, peca
intermediéria e cauda) para L. obtusidens, mas nédo
especificaram quais os tipos de patologias e nem a
classificagdo em primarias ou secundarias. Nos
mamiferos, as anormalidades primarias originam-se
dentre outros fatores, da idade avancada, de doencas
infecciosas ou genéticos, da consangulinidade e do
estresse dosreprodutores (BART; OK O, 1989). Por outro
lado, o principal prejuizo causado pelas anormalidades
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dos espermatozoides de peixes € a diminui¢do da
motilidade e, por consequiéncia, a reducdo da taxa de
fertilizacdo (COSSON et al.,1999).

No sémen de curimbaté& (Prochilodus scrofa)
induzidos com hCG (Gonadotrofina Coridnicahumana),
Kawamoto et al. (1999) constataram maior incidéncia
de espermatozéides com cauda dobrada, enrolada e
auséncia de cauda. O surgimento de anormalidades
primérias, em espermatozoides de outras espécies
animais, pode estar relacionado com a deficiéncia
nutricional, idade dos machos, consanguiinidade, além de
doencas que possam acometer os reprodutores
(HERMAN; MITCHELL; DOAK, 1994).

CONCLUSAO

A partir dosresultados, conclui-se que aindugéo
hormonal com extrato de hipofise de carpa ndo causou
alteragOes significativas paraos parametros qualitativos,
motilidade progressiva, vigor espermético, tempo devida,
porcentagem de espermatozoides normais e para
anormalidades leves e graves no sémen de pacu
(Piaractus mesopotamicus). Porém, ficou constatada a
incidénciael evadade patol ogias graves no sémen de pacu,
especialmente, cauda enrolada, quebrada e corrugada.

ABSTRACT: Qualitative parameters of 44 Piaractus mesopotami cus semen were analyzed with and without

reproductive induction using hypophysis extract obtained from carp. There was no difference (P>0.05) in what
concerns both the progressive motility and the spermatic vigor between the treatments, although there was atendency
of greater mediansfor the semen of induced animal's, 79.5% and 3.7 pointsagainst 73.5% and 3.5 points, respectively.
The spermatozoa’s life time did not show any difference as well (P>0.05) for the semen analyzed with and without
hormonal induction during 50.3 and 52.3 seconds, respectively. There was no difference (P>0.05) in the analyzed
semen of either the induced or not induced pacu fish, considering the percentage of normal spermatozoa (58.2 and
62.6) with secondary pathologies (12.9 and 12.1) and with primary pathologies (28.9 and 25.3). The most incident
primary types of pathologiesin the semen of both the induced and not induced animals were broken and coiled tail.
Based on theresultsit can be concluded that the hormonal induction with hypophysis extract obtained from carp did
not cause any significant changes for the qualitative parameters evaluated. However, a high incidence of primary
pathol ogies was observed in the pacu’s semen, mainly crooked, bent and coiled tail.

KEYWORDS: Spermatozoa. Hormonal induction. Fish. Pathologic spermatic. Semen.
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