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RESUMO

Nem todas as espécies de peixes sdo capazes de reproduzir em cativeiro, tornando
necessdria a utilizacdo de técnicas artificiais para atingir este objetivo. Para tanto, a boa
qualidade dos espermatozdides a serem utilizados € muito importante. Diversos fatores podem
influenciar a morfologia dos espermatozdides de peixes, tais como: osmolalidade do meio de
ativacdo, nutri¢do, método de colorac@o para a andlise morfol6gica, idade do reprodutor e
indu¢do hormonal. O percentual de patologias encontradas pode comprometer a viabilidade,
apesar de ndo existirem estudos que comprovem tal afirmacdo. Esta revisdao tem o objetivo de
reunir informacdes sobre os fatores que interferem na morfologia dos espermatozéides de

peixes, assim como sobre as patologias espermadticas encontradas na andlise morfoldgica.



ABSTRACT

Not all species of fish are able to breed in captivity, requiring the use of artificial
techniques to achieve this purpouse. For this, is very important the quality of semen to be
used. Several factors may influence the morphology of spermatozoa in fish, such as activation
osmolality of the medium, nutrition, staining method for the morphological analysis,
reproductor age and hormonal induction. The percentage of pathologies found may
compromise the viability, although there are no studies to prove this assertion. This review
aims to gather information about factors that affect the morphology of spermatozoa in fish as

well as on the conditions found in the sperm morphological analysis.
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1 INTRODUCAO

A pesca desempenha, historicamente, um papel de extrema importancia na seguranca
alimentar mundial, porém, com a exploracdo indiscriminada dos recursos pesqueiros surge o
problema de esgotamento dos estoques e a estagnagdo da quantidade de peixe extraido do
ambiente natural. A alternativa natural e a solu¢do possivel para o suprimento desse mercado
passam a ser a aquicultura, tendo em vista o grande potencial de produzir organismos
aquéaticos em cativeiro. Porém, muitas espécies ndo sdo capazes de reproduzirem em cativeiro.
Em algumas espécies, como é o caso do dourado (Salminus maxillosus), a maturagao das
gbnadas nos dois sexos muitas vezes ndo € sincrona. Nestes casos, seria Util preservar os
gametas para uso em inseminacdo artificial como e quando necessério. (COSER; GODINHO;
RIBEIRO, 1984). Para isso € necessdrio utilizar métodos artificiais de reproducdo.

A manipulacdo artificial do ciclo reprodutivo constitui uma técnica para a inducao da
desova e espermiagdo, permitindo que ocorra a reproducdo destes individuos no momento
desejado e em condi¢des controladas de cativeiro. (MURGAS et al., 2011). Para tanto, €
importante estabelecer um critério para identificacio de peixes aptos a indu¢ao.(NARAHARA
et al., 2002), tendo em vista que a viabilidade dos espermatozéides € essencial para que o
processo reprodutivo seja eficiente em peixes (STREIT JR. et al., 2008a).

A qualidade do sémen é de fundamental importancia no processo de reproducio
natural e artificial, refletindo no sucesso da fertilizacdo. A eficiéncia deste processo estd
diretamente ligada a qualidade dos gametas, tanto masculinos quanto femininos. (SOARES et
al., 2010).

O conhecimento do nimero de patologias totais, bem como das propor¢cdes ideais de
espermatozdéides vivos e mortos e de espermatozdides por odcito, representard um importante
avango rumo ao conhecimento e ao estabelecimento de doses minimas de amostras de sémen
capazes de produzir taxas de fertilizacao, eclodibilidade e sobrevivéncia de larvas satisfatérias
e com elevada repetibilidade. (MILLIORINI, 2006).

Nao existem estudos comprobatérios de que espermatozdides de peixes com
anormalidades ndao fecundem. A determinacdo de percentuais aceitdveis de patologias
primdrias e secunddrias com relagdo a prejuizos que possam provocar na taxa de fertiliza¢ao
pode, sem duvida, contribuir para a otimizacdo dos processos reprodutivos (STREIT JR. et
al., 2008). Nao se pode inferir medidas de aceitdveis ou nio para s€men de peixes, por nao

haver parametros estabelecidos (STREIT JR. et al., 2006)



Esta revisdo tem o objetivo de reunir informagdes sobre os fatores que interferem na
morfologia dos espermatozéides de peixes, assim como sobre as patologias espermdticas

encontradas na analise morfoldgica.



2 FATORES QUE INFLUENCIAM A MORFOLOGIA

Diversos fatores podem influenciar a morfologia dos espermatozdides de peixes, tais
como: osmolalidade do meio de ativacao, nutricdo dos reprodutores, método de coloragcao da
célula espermaética e idade do reprodutor.

Os espermatozoéides de Lucio (Esox lucius), quando ativados em meio hiposmotico
(<125 mOsmol kg'l), apresentam alteracdes semelhantes a bolhas ao longo do flagelo, as
quais impedem a correta e eficiente onda de propagacdo do flagelo espermético e causam
alteracdes na motilidade espermética (ALAVI et al., 2009b).

Alavi et al. (2009a), ao analisarem o sémen de barbo (Barbus barbus) alimentados
com dietas contendo trés concentragdes diferentes (0, 22 e 44%) de larvas de chironomideo
(Chironomus plumosus), congeladas observaram que houve um aumento significativo do
comprimento total, do comprimento da cabeca, da largura da cabeca, largura anterior e
posterior da peca intermedidria dos espermatozoéides coletados de reprodutores dos grupos que
receberam os chironomideos em relacao ao grupo que nao recebeu.

O método de coloragdo é um fator que pode interferir na andlise morfoldgica. Tuset et
al. (2008) avaliaram trés diferentes kits de coloracdo (Diff-Quick®, Hemacolor® e
Spermac®) e constatou que as cabecas de espermatozdides corados com Diff-Quick foram
mais facilmente avaliadas, em que as medi¢des puderam ser feitas em 98,8% dos
espermatozdides cabegas em comparacao com 90,7% para Hemacolor e 76,1% para Spermac.
Os autores consideraram o Diff-Quick como o mais adequado para andlise morfologica de
espermatozdides da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). O melhor contraste para a andlise
da cauda foi observado com o kit de coloracio Spermac e foi ainda possivel medir o
comprimento da peca final.

Streit Jr. et al. (2004) analisaram a morfologia de pacus (Piaractus mesopotamicus)
utilizando trés corantes (vermelho congo, rosa bengala e Williams-modificado) conbinados
com trés solugdes fixadoras (formol salino tamponado, citrato sddio diidratado a 3% e dgua
destilada. Observou-se que quando o s€men foi diluido em sitrato sédio diidratado a 3% e em
dgua destilada os espermatozodides sofreram deformacdes anatdmicas e aglutinagao,
inviabilizando a andlise. A melhor associa¢do foi encontrada ao utilizar rosa bengala e formol
salino tamponado, pois apresentou baixa sujidade e melhor eficicia do corante, quando
comparado com as outras associagdes.

Gasparini et al. (2010) ao compararem sémen de machos velhos e jovens da espécie

guppy (Poecilia reticulata), observaram que os jovens apresentaram menor comprimento de
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flagelo em relagdo aos machos velhos, sendo que o comprimento do flagelo foi de 44,65um +

2,52 € 45,99um =+ 1,76, respectivamente.
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3 PATOLOGIAS ESPERMATICAS
Na avaliacdo dos defeitos espermdticos do s€émen de peixes, autores como Miliorini

(2006), sugeriram algumas classificagdes e nomenclatura de defeitos, conforme se observa na

tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo e nomenclatura de defeitos de espermatozdides de peixes.

Classificacao do defeito

Caracteristicas observadas na célula

Patologias maiores

Macrocefalia

Espermatozéides que apresentam cabega gigante, com contorno e
forma anormais, sem aparente degeneragdo cromatinica ou

vacuolar.

Microcefalia

Espermatozéides com cabega de tamanho reduzido, com contorno
e forma anormais, sem degeneracdo cromatinica ou vacuolar

aparentes.

Cabeca degenerada

Espermatozéides com cabeca de tamanho e forma normais, mas
que
apresentavam contorno irregular e ou degeneragdes cromatinica

ou vacuolar aparentes.

Peca intermedidria

degenerada (PID)

Alteracdes em espessura (terco médio da peca intermedidria),
densidade, difracio e comprimento da peca intermedidria,

envolvendo seu contorno e sua insercao a cabega (colo).

Cauda fraturada

Células espermdticas com fratura e reten¢do da cauda.

Cauda fortemente

enrolada

Dobradura e enovelamento da cauda sobre si mesma ou sobre a
cabeca. Foram considerados somente os enovelamentos que
pudessem comprometer intensamente a motilidade espermatica
(sobre a cabegca ou com grande extensdo da cauda acometida),

sendo desconsiderados enovelamentos distais discretos.

Cauda degenerada

Espermatozéides que apresentaram descontinuidade da cauda a

partir da peca intermedidria.

Patologias menores

Cabeca isolada normal

Cabecas observadas sem cauda, porém sem qualquer alteracdo de

cabeca.

Cauda dobrada

Dobradura da cauda, em diversos graus, sem envolver a si mesma

ou a cabecga.

Fonte: adaptado de Miliorini (2006).
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Miliorini (2006), ao analisar a frequéncia de patologias com a utilizacdo de dois
crioprotetores diferentes (DMSO e metanol) no sémen de curimba (Prochilodus lineatus) in
natura e descongelado, ndo verificou diferenca significativa entre nenhum dos crioprotetores
ou entre as concentracdes destes sobre as patologias menores. Observou ainda, que, com o
aumento na concentragdo dos crioprotetores, houve uma reducio linear na ocorréncia de
patologias totais. A percentagem média de patologias totais observada no sémen in natura foi
de 3%. A porcentagem de patologias totais observada no sémen descongelado foi de 29,5%.
Amostras com DMSO apresentaram menor porcentagem de caudas fraturada e degenerada.
As patologias de microcefalia, cauda degenerada e PID ndo foram observadas no sémen in
natura, mas o congelamento provocou o desenvolvimento das patologias de cauda degenerada
e PID. O incremento na concentragdo de crioprotetor promoveu um efeito protetor sobre os
espermatozdides, tendo a concentragao de 12,5% permitido a ocorréncia de somente 25% de
patologias totais. O autor sugeriu que o porcentual critico de anormalidades espermaéticas de
peixes de fecundacdo externa oscile em torno de 50%, tendo em vista que a fecundagdo
artificial em curimba envolve a utilizacdo de uma elevada proporcao entre espermatozdides e
odcitos em um ambiente controlado.

Em estudo realizado por Streit Jr. et al. (2009), o sémen de pacu (Piaractus
mesopotamicus), pos congelacdo, apresentou redu¢do no percentual de espermatozdides
normais de 41,21 para 31,50% e, consequentemente, ocorreu um aumento de 46,73 para
54,60% no percentual de espermatozdides com patologias primdrias. Constatou-se que cauda
quebrada, macrocefalia (patologias primdrias), cauda dobrada e gota citoplasmatica distal
(patologias secunddrias), aumentaram no sémen avaliado pds congelacdo em relagdo ao in
natura. J4 a patologia de cauda solta foi observada em maior quantidade no s€men in natura.
O indice de espermatozdides com cauda enrolada foi superior a 20% do total das patologias
registradas, tanto no sémen in natura quanto no pos congelacdo. Segundo os autores, o
aumento da ocorréncia de espermatozdides com patologias primdrias, pos congelacdo, pode
estar relacionado com algum processo durante a criopreservagdo, como a exposi¢ao a solugdo
crioprotetora (choque osmético), com o crioprotetor utilizado no processo (DMSO), tempo
em que o espermatozdide ficou exposto a solugcdo crioprotetora antes de ser submetido
aoresfriamento (equilibrio tempo:solu¢cdo), com a curva de resfriamento e o processo de
congelacao.

Streit Jr. et al. (2006a) em experimento com diferentes diluidores utilizados em sémen
suino observaram que de um modo geral os tipos de patologias espermaticas secundarias mais

freqiientes foram cauda dobrada e, em menor nimero, cabeca e cauda solta. J4, para
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patologias primdrias, a soma das patologias de cauda dobrada foi a de maior incidéncia.
Entretanto, espermatozéides com cauda curta e corrugada apresentaram registros freqiientes.
Segundo o autor, as anormalidades encontradas neste estudo parecem ser as mais corriqueiras,
mesmo nos casos em que o sémen foi avaliado in natura. A elevada presenca de
espermatozodides com diferentes patologias pode ser atribuida a exposicdo destes a solucdo
crioprotetora e a congelacdo dos espermatozoides.

Kavamoto et al. (1999) verificaram a existéncia de anormalidades morfolégicas nos
espermatozdides de curimbatd (Prochilodus scrofa) antes e apés duas aplicagdes de hCG. O
percentual de espermatozdides com anormalidades na cabeca, peca intermedidria e cauda foi
igual a 9,54%. As anormalidades morfoldgicas da peca intermedidria e cauda causam
alteracdes progressivas na motilidade, aumentando o nimero de espermatozdides com
movimentos circulares ou oscilatérios e, conseqiientemente, diminuindo a taxa de fertilizagao.
Entre os defeitos observados, os mais comuns foram cauda dobrada e/ou enrolada e auséncia
de cauda. Houve aumento do nimero de espermatozdides com anormalidades com o aumento
no nimero de horas de acdo hormonal; que, segundo o autor, provavelmente estd ligado ao
processo de degeneracdo deste tipo celular.

Streit Jr. et al. (2006b) observaram que os animais induzidos e os ndo-induzidos, com
extrato de hipdfise de carpa, apresentarem elevado indice de anormalidades primdrias
(2891% e 25,33%, respectivamente), representando mais que o dobro em relacdo as
anormalidades secundarias (12,85% e 12,05%, respectivamente) encontradas no mesmo
experimento.

Streit Jr. et al. (2008b) avaliaram o sémen de piaparas (Leporinus elongatus) antes e
apo6s a indugdo com extrato de hipéfise de carpa. Nao foi encontrada diferenca estatistica na
porcentagem de espermatozdides normais ou com patologias leves, na pré-inducao (44,0 e
44,4%, respectivamente) e na pds-indu¢do hormonal (44,3 e 46,7%, respectivamente). Porém
as patologias graves foram mais frequentes no sémen de pré-inducido do que no pds-induzido
com 12,2 e 8%, respectivamente. A patologia mais frequente foi cabeca solta com 27,4 e
36,3% seguida por cauda solta com 10,1 e 3,9%, antes e apds a indu¢do hormonal
respectivamente. O sémen de piapara coletado na pré-indu¢do hormonal apresentou os
melhores parametros qualitativos.

Moraes et al. (2004) avaliaram os espermatozdides de 27 carpas comuns (Cyprinus
carpio), 55 piavugus (Leporinus macrocephalus) e 48 curimbatds (Prochilodus lineatus),
induzidos a reproduc¢do com extrato de hipdfise de carpa (EHC), frango (EHF) e coelho

(EHCo).. Em L. macrocephalus induzido com EHCo, o ndmero de espermatozdides normais
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(31,2%) foi menor em relacdo aquele dos peixes induzidos com EHC (51%) e EHF (46,5%).
Nao houve diferenca estatistica para a incidéncia de espermatozdides com anormalidade
primaria em nenhuma espécie e em nenhum dos tratamentos. Em L. macrocephalus a
ocorréncia de anormalidade secunddria foi maior nos animais induzidos com EHCo. J4d em C.
carpio, espermatozdides com anormalidade secunddria foram mais freqiientes nos exemplares
induzidos com EHCo em relacdo aos induzidos com EHC. Em P. lineatus ndao houve
diferenca entre as ocorréncias de espermatozdides com anormalidade secundaria, nos
diferentes tratamentos. As anormalidades mais freqiientes em todas as espécies e em todos os
tratamentos foram cabeca solta e cauda solta.

Em estudo realizado por Streit Jr et al. (2008a), com inducdo hormonal utilizando
extrado de hipdfise de carpa em dourados (S. maxillosus), os espermatozdides normais
estiveram presentes em 56,74% dos espermatozdides avaliados no s€émen antes da inducao
hormonal, enquanto que no avaliado apés a inducdo hormonal este percentual foi menor
48,01%. Nao houve diferenca entre as freqii€ncias de patologias, primdrias nos tratamentos
avaliados. Nas secunddrias, registrou-se um aumento do percentual, passando de 13,3%,
sémen antes da inducdo, para 19,02% no sémen apds a inducdo hormonal. Cauda quebrada
(primadria) e cauda dobrada (secundéria) foram as patologias verificadas com maior freqii€éncia
em ambos os tratamentos. No sémen avaliado antes da indug¢do hormonal, 56,74% dos
espermatozdides presentes ndo apresentavam anormalidades morfoldgicas. J4, nas amostras
analisadas apds a indu¢do hormonal o percentual de espermatozdides normais foi de 48,01%.
Com relacdo as patologias primdrias ndo houve diferenca com relacdo a origem de cada
sémen, antes da indu¢@o hormonal (30,05%) e apds a indu¢do hormonal (33,35%). Por outro
lado, no sémen analisado antes da indu¢ao hormonal, o percentual de espermatozéides com
patologias secunddrias foram observados em menor freqiiéncia (13,03%) do que nos
espermatozdides observados no s€men apds a indu¢do hormonal (19,02%).

Em experimento envolvendo a andlise de sémen de tilapias-do-nilo (Oreochromis
niloticus) alimentadas com diferentes niveis de vitamina C na racdo, Mataveli et al.(2007)
observaram que a mediada que se elevavam os niveis de suplementacdo de vitamina C, a
freqii€ncia de patologias primdrias aumentava, contrapondo-se a redugdo das patologias
secunddrias, ndo interferindo no percentual de espermatozdides normais. Segundo os autores,
a reducdo do porcentual de patologias secunddrias pode estar relacionada a melhoria do
plasma seminal, em razdo da suplementacdo gradual de vitamina C. Entretanto, a
suplementagdo de vitamina C até 300 mg/kg de racdo pode ter deixado os espermatozdides

mais sensiveis em sua formacgdo, durante a espermatogénese, ocasionando o aparecimento de
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patologias primdrias. Este fato sugere que teores superiores a 300 mg de vitamina C/kg de
racdo sejam o ideal. No entanto, neste estudo observou-se elevacdo do indice de patologias
primarias a medida que o teor de vitamina C na dieta aumenta, atingindo o valor de 44,10%,
com a adi¢do de 300 mg de vitamina C/kg de racdo, mas as patologias secunddrias foram
reduzidas com a crescente adi¢do de vitamina C na dieta, atingindo o indice de 34,31% com
300 mg de vitamina C/kg de ragdo. Os resultados obtidos neste tratamento indicam o menor

indice de patologias totais (78,41%) em relagdo aos demais tratamentos.

Em estudo semelhante, a concentragdo de vitamina C na ra¢do ndo influenciou o
percentual de espermatozdides normais e de espermatozdides com patologia leve ou grave

(MORAES et al., 2008).
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4 CONCLUSOES

Muitos fatores podem afetar a andlise morfoldgica dos espermatozdides de peixes,
portanto o estudo de técnicas ideais de andlise para cada espécie, assim como a padronizagao
das mesmas permitirdo a determinacdo de limites de alteragdes morfolégicas que podem ser
encontradas em um sémen de boa qualidade. A padronizacdo de patologias espermdticas €

outro fator que podera facilitar a pesquisa nesta drea.
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