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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil tem sua piscicultura constituida principalmente pelo cultivo de espécies
exOticas introduzidas, tais como a carpa comum (Ciprinus carpio) e a tilapia
(Oreochromis niloticus). Isso se deve as grandes vantagens competitivas em relagéo as
espécies nativas, ndo sO pela rusticidade que caracteriza tais espécies, como também
pelo fato de existir informagdes detalhadas sobre suas principais caracteristicas
bioldgicas e zootécnicas, que podem assim ser aproveitadas em condicdes de cultivo
(Boscardin, 2008). Ha, no Brasil, um imenso potencial natural para o uso de espécies
nativas na aquicultura, que poderdo atender os mais variados nichos de mercado.
Entretanto, 0 uso de um maior nimero de espécies em empreendimentos aquicolas
implica também na necessidade de maiores investimentos em pesquisas para 0
desenvolvimento de “pacotes tecnolgicos”. Surpreendentemente, dentre as espécies de
peixes dulciaquicolas, muitas vezes, 0s peixes migradores nativos sdo 0s que
apresentam maior preco de mercado (Ceccarelli et al., 2000; Zaniboni-Filho e
Weingartner, 2007). As espécies migradoras ou reofilicas sdo aquelas que durante um
determinado periodo realizam migracGes ao longo dos rios para reproduzir (Resende et
al., 1995; Alvarenga et al., 2006; Capeleti et al., 2006; Godinho et al., 2007; Honji
2007; e muitos outros).

Dentre as espécies reofilicas nativas, o curimbata, Prochilodus lineatus, se
destaca por ser uma das mais bem estudadas com relacdo a sua reproducdo (Fenerich-
Verani et al., 1984; Godinho et al., 1984; Godinho e Ribeiro, 1985), e larvicultura
(Cestarolli e Portella, 1994; Portella et al., 2000 a, b e c; Zaniboni-Filho et al., 2009).
Esta espécie apresenta-se como um bom modelo de estudo por apresentar: relativa

rusticidade; maturidade sexual aos dois anos, nas fémeas, e um ano, nos machos (em

Dissertacdo redigida conforme o acordo ortografico da lingua portuguesa aprovado pelo Decreto
Legislativo n° 54, de 18 de abril de 1995.



cativeiro) (Godinho e Ribeiro, 1985); além disso, apresenta bons resultados quando tem
sua reproducdo induzida por hormonios (Fenerich-Verani et al., 1984, Godinho et al.,
1984).

O curimbata € um peixe de ocorréncia na bacia dos rios Parana Grande, Pardo e
Mogi-guassu. Esta espécie caracteriza-se pela boca protactil que permite a exploracéo
de substratos diferenciados no sedimento (Furuya, 2001). Quanto ao hébito alimentar
esses peixes sdo ilibfagos ou detritivoros, ou seja, alimenta-se de organismos benténicos
(larvas de insetos; larvas e ovos de moluscos, crustaceos, entre outros organismos) e
detritos organicos comumente encontrados na agua (residuos plancténicos, fezes de
outros peixes, entre outros) (Castagnolli, 1992; Proenca e Bittencourt, 1994). O género
Prochilodus destaca-se por sua ampla distribuicdo na regido Neotropical, e possui 13

espécies descritas até 0 momento (Reis et al., 2003 e Castro e Vari, 2004).

A espécie curimbata, Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), apresenta a
seguinte posicao sistematica:

Reino: Animalia

Filo: Chordata / Subfilo: Vertebrata

Superclasse: Gnathostomata / Classe: Actinopterygii / Subclasse: Neopteryggi /
Infraclasse: Teleostei

Superordem: Ostariophysi / Ordem: Characiformes

Familia: Prochilodontidae

Género: Prochilodus

Espécie: Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836).

Nome popular: curimbata, curimba, curimatd, curimatd-pioa, curimata-pacu,

papa-terra e corimbata.



O curimbata é cultivado apenas na América do Sul, sendo o Brasil o lider
absoluto, com 98% da producado em 2004 (IBAMA, 2006). Essa espécie proporciona
elevada taxa de crescimento, carne com excelente palatabilidade e o habito alimentar
detritivoro permite o cultivo desses peixes como especie secundaria, se alimentando de
residuos da alimentacdo dos peixes criados como espécie principal (Proenca e
Bittencourt, 1994). O cultivo do curimbatd mostra-se viavel quando realizado em
viveiro ou tanques escavados, uma vez que a matéria organica que esta no fundo, que
Ihe serve como alimento, esta disponivel e facilmente acessivel (Borguetti, 2008).

Em sistemas de producdo de peixes, manipulacdes hormonais podem ser
utilizadas como ferramentas para aumentar a eficiéncia da producdo de ovos e
espermiacéo (revisdo em Mylonas et al., 2010). No entanto, um profundo conhecimento
do controle enddcrino da espermiogénese, maturacao e espermiacdo Sao essenciais para
a administracdo adequada da espécie a fim de desenvolver protocolos de procedimentos

para aquisicdo de gametas viaveis.

1.1 Inducéo hormonal

A reproducdo de peixes reofilicos em cativeiro so é alcancada mediante indugéo
por hormdnios (revisdo em Mylonas et al., 2010). Os primeiros trabalhos de indugdo a
desova de peixes reofilicos, conduzidos na Argentina e no Brasil (Houssay, 1930;
Ihering, 1935), conhecida como “hipofisacao”, resultou em maturacéo final e desova de
peixes migradores a partir da aplicacdo de hormonios naturais presentes na hipéfise de
peixes maduros (Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007).

Em geral, os machos apresentam um longo periodo de espermiacédo, que abrange
a época de desova das fémeas por alguns meses, e podem fertilizar ovos de varias
fémeas na natureza (revisdo em Mylonas et al., 2010). A reproducdo induzida vem

sendo muito estudada e existem varios relatos de diferentes indutores hormonais. Como



exemplo, Streit Jr. et al. (2004) testaram a qualidade seminal em P. lineatus por meio da
inducdo com extratos hipofisarios de carpa, frango e coelho. Os autores demonstraram
que o extrato hipofisario de frango apresentou eficiéncia semelhante ao tradicional
extrato hipofisario de carpa.

Devido a evidéncias de pouca liberagdo de hormoénio luteinizante (LH) pela
hipdfise ha registros de diversas falhas na inducdo a espermiacdo completa. As
disfungdes mais comuns incluem a produgdo de menor quantidade de sémen e volume
seminal. Com isso, a manipulacdo da reproducéo tem-se focado na preparacdo de LH
exogenos, que agem diretamente nas gonadas, e mais recentemente na utilizagdo de
GnRH, que libera das reservas da hipo6fise o LH enddgeno (revisto em Mylonas et al.,
2010).

As preparagdes do hormonio luteinizante para uso na hipofisagcdo basicamente
incluem: (a) extratos homogeneizados e purificados de hipdfise de peixes maduros,
durante a época reprodutiva, que contém altos niveis de LH (comumente Carpa e alguns
Salmonideos); e (b) purificacdo da gonadotropina coriénica humana que tem uma

atividade de LH muito forte (revisto em Mylonas et al., 2010).

1.2 Controle endocrino

A reproducdo de peixes teledsteos € controlada pelo eixo hipotdlamo-hipdfise-
gbnadas. Fatores ambientais, como fotoperiodo, temperatura e chuvas, sdo detectados
por receptores especificos, como a glandula pineal e receptores cutaneos; e transmitidos
via neurdnios sensoriais para o hipotdlamo. Esses fatores estimulam o hipotalamo a
sintetizar e liberar o hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH) e dopamina. O
GnRH estimula a secre¢cdo dos horménios gonadotrépicos: hormonio foliculo

estimulante (FSH) e LH, pelas células gonadotropicas da hipofise (Redding e Patifio,



1993; Nagahama, 1994; Vazzoler, 1996; Peter e Yu, 1997; Blazquez et al., 1998;
Baldisserotto, 2002; Weltzien et al., 2004).

As gonadotropinas, FSH e LH (anteriormente conhecido como GtH | e I,
respectivamente), sdo os hormoénios mais importantes da hipofise que regulam a
fisiologia testicular. A dopamina inibe a liberacdo dessas gonadotropinas, de modo
direto ou indireto (inibindo o efeito estimulador do GnRH). O FSH desempenha um
papel importante regulando estagios iniciais da espermatogénese, enquanto o LH é o
principal envolvido na fase final de maturacdo. No inicio da proliferacdo
espermatogonial, o FSH tem a funcdo de estimular a producéo de esteroides induzindo a
espermatogénese, como a 11-cetotestosterona (11-KT), ou seja, o FSH pode induzir a
producdo de 11-cetotestosterona (Miura et al., 1991; Kamei et al., 2005; Ohta et al.,
2007). Por sua vez, o LH induz a sintese de testosterona pelas células de Leydig, o qual
influencia negativamente (feedback negativo) na liberacdo de hormdnio no hipotalamo e
na hipofise.

Durante a época de reproducdo de peixes teledsteos, 0s niveis hormonais
plasméticos, em machos, mudam notavelmente comecando pelo aumento na secre¢édo de
LH. Esta mudanga induz um aumento na produgéo dos esteroides testiculares, tais como
11-KT. O LH e este esteroide estdo envolvidos na regulacdo da espermiagdo em peixes
(revis@o em Schulz et al., 2010).

A 11-KT foi identificado pela primeira vez em machos de salmao-vermelho
(Oncorhynchus nerka) por Idler et al. (1961) como um importante esteroide
androgénico. A funcdo deste homénio para espermatogénese ficou claro pela primeira
vez em enguia japonesa (Anguilla japonica), por meio de um sistema de cultura in vitro
de células do testiculo (Miura et al., 1991). Quando 11-KT foi adicionado a cultura, a

espermatogénese foi induzida a partir da proliferacdo das espermatogbnias a



espermiogénese. Essa acdo de 11-KT ndo se limita a enguia japonesa, pois foi
reconhecido também em goldfish e Huchen japonés (Kobayashi et al., 1991; Amer et
al., 2001). Esses achados indicam que 11-KT é um dos envolvidos na iniciacdo da

proliferacédo das espermatogdnias em direcdo a meiose.

1.3 Condig0es de cultivo inadequado

A densidade de estocagem e, portanto, o volume de agua por peixe é um fator
significativo na determinacdo de producdo de peixes. O aumento da densidade de
estocagem resulta em estresse (Leatherland e Cho, 1985) que tem como consequéncia
reducdo do crescimento e menor aproveitamento dos alimentos, por demandar maior
energia. A densidade de estocagem ideal para uma espécie pode ser um fator critico no
sistema de cultivo (Hengsawat, 1997). E bem aceito na literatura que a nutricio dos
reprodutores pode impactar significativamente no desempenho reprodutivo. As
exigéncias nutricionais dos reprodutores devem ser cumpridas a fim de amparar o
desempenho reprodutivo (revisdo em Bobe e Labbé, 2010), evitando depreciacdo ndo
apenas na fecundidade e na gametogénese, mas também na qualidade dos gametas e na
sobrevivéncia de embrides e larvas (Kjorsvik et al., 1990; Brooks et al., 1997;
Asturiano et al., 2001; Izquierdo et al., 2001). Estudos demostram que a composi¢éo
lipidica da dieta afeta a composicdo lipidica do esperma, mesmo quando as exigéncias
nutricionais essenciais estdo satisfeitas (Labbe et al., 1995; Bell et al., 1996; Pustowka
et al., 2000; Asturiano et al., 2001), resultando em baixa eficiéncia na motilidade dos
espermatozoides (revisdo em Bobe e Labbe, 2010). Neste contexto, o sistema de
producdo em tanques-rede é recomendado apenas para as fases de engorda, ndo sendo
apropriadas para reprodutores devido as elevadas densidades de estocagem utilizadas

para o alto rendimento do sistema (Ceccarelli et al., 2000).



Segundo Mallasen (2008) a criacdo de peixes em tanques-rede é uma
modalidade de criacdo intensiva que utiliza elevada densidade de estocagem e exige
constante renovacdo de agua. Os residuos gerados, constituidos por alimentos néo
ingeridos e produtos do metabolismo dos peixes, sdo liberados diretamente no ambiente,
aumentando principalmente a concentracdo de nitrogénio e de fosforo na agua, que
favorecem a proliferacdo de organismos vegetais como as algas e plantas aquéticas. Este
processo é chamado de eutrofizacdo artificial. De acordo com 0 mesmo autor, o aporte
de matéria organica proveniente de restos de racdo e excretas dos peixes, exige um
consumo do oxigénio dissolvido para degradacdo desta matéria organica na agua e, em
consequéncia desse processo, ha liberacdo de produtos que favorecem o processo de

eutrofizacdo.

1.4 Caracterizacgao testicular

Na maioria dos teledsteos os testiculos sdo Orgaos pares, alongados, fixados a
parede dorsal do corpo por meio do mesdrquio. Ambos os testiculos estdo aderidos
caudalmente, convergindo em um sistema de dutos eferentes central que é aberto ao
exterior através do poro urogenital (Grier e Uribe-Aranzabal, 2009). Os testiculos
mudam morfologicamente durante o ciclo reprodutivo anual, no entanto, suas funcoes
basicas de produzir e estocar espermatozoides sdo mantidas (Grier, 2002; Grier e Uribe-
Aranzabal, 2009).

De acordo com Grier e Uribe-Aranzabal (2009), os testiculos dos teledsteos
podem ser classificados em trés tipos, dependendo da organizacdo do compartimento
germinativo, sendo eles, lobular espermatogonial restrito, lobular espermatogonial
irrestrito e tubular anastomosado. Desta forma sdo classificados como (1) “lobular
espermatogonial restrito”, quando o compartimento germinativo termina em fundo cego

na periferia testicular, porém as espermatogonias ndo sdo distribuidas ao longo das



paredes lobulares e sim, restritas a extremidade dos Iobulos. Durante a
espermatogénese, os cistos de células germinativas em diferenciacdo sdo deslocados ao
longo dos lobulos e, ao final da espermiogénese, se abrem e liberam espermatozoides
nos ductos eferentes. Este tipo ocorre em especies de poecilideos; (2) “lobular
espermatogonial irrestrito” quando o compartimento germinativo, de formato
digitiforme, se estende até a periferia do testiculo terminando em fundo cego, formando
um lébulo. Caracteriza-se pela distribuicdo das espermatogbnias ao longo dos l6bulos.
Durante a espermiacdo, os espermatozoides sao liberados dentro do limen lobular. Este
tipo ocorre nos neoteleodsteos, exceto em Atherinomorpha; e (3) “tubular anastomosado”
quando o compartimento germinativo é formado por uma rede intercomunicada por toda
a extensdo do testiculo e apresenta um sistema de tabulos ramificados desde a periferia
até o ducto testicular principal (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004). Neste, as
espermatogonias encontram-se distribuidas ao longo dos tabulos seminiferos, tendo um
padrdo espermatogonial irrestrito. Este tipo é caracteristico dos teledsteos mais “basais’
na escala evolutiva (Grier, 1993; Pudney, 1995), no qual se inclui o P. lineatus.

No interior dos testiculos de peixes, assim como em todos 0s outros vertebrados,
podem ser encontrados dois tipos de compartimentos; compartimento germinativo e
compartimento intersticial, sendo ambos separados por uma membrana basal,
constituida por lamina basal e fibras reticulares. O epitélio germinativo do testiculo é
composto por dois tipos celulares: células germinativas e somaticas (Grier, 1993 e
2002). As celulas somaticas sdo as células de Sertoli, que tem a funcdo de nutricéo,
suporte e fagocitose; e as células germinativas sdo as que dardo origem aos
espermatozoides.

Ja o tecido intersticial testicular (intertubular) é constituido por fibroblastos,

fibras colagenas, células mioides, células de Leydig e células sanguineas (Grier et al.,
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1989; Reinboth e Bruslé-Sicard, 1997; Cinquetti e Dramis, 2003). As ceélulas
intersticiais de Leydig, no testiculo de muitas espécies de peixes, sdo as principais
fontes de esteroides gonadais (Hoar e Nagahama, 1978; Loir, 1990a,b; Cinquetti, 1994).

Segundo Weltzien et al. (2004), os testiculos tem a funcéo de produzir esteroides
sexuais (esteroidogénese) e fatores de crescimento, que Sdo importantes para a
regulacdo da reproducdo, além de produzir células germinativas em um processo

chamado espermatogénese.

1.5 Espermatogénese

Espermatogénese € um processo altamente organizado e coordenado, no qual
espermatogonias diploides proliferam e se diferenciam para formar os espermatozoides
maduros. A duracdo deste processo é geralmente mais curta em peixes do que em
mamiferos e também ¢é influenciada pela temperatura da agua (Nobrega et al., 2009;
Shulz et al., 2010).

Um importante aspecto a ser considerado é como o processo de producdo de
espermatozoides ocorre nos testiculos. Nos testiculos, os espermatozoides sao formados
dentro de estruturas conhecidas como tubulos seminiferos. Nestes tubulos os
espermatozoides sdo formados em unidades conhecidas como espermatocistos, que se
desenvolvem quando uma espermatogbnia (célula germinativa indiferenciada) é
envolvida por prolongamentos de células de Sertoli (células somaticas do testiculo). A
transformacdo celular, que produz células germinativas haploides masculinas
(espermatozoides), apresentam trés etapas: 1) fase proliferativa ou espermatogonial,
quando as espermatogdnias passam por sucessivas e rapidas divisdes celulares; 2)
meidtica ou espermatocitaria, quando o material genético € duplicado, recombinado, e
segregado; e 3) a diferenciacdo ou espermiogénese, quando as espermatides passam por

drésticas mudancas morfoldgicas e funcionais, tais como a condensacdo nuclear e o
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desenvolvimento do flagelo, dando origem ao espermatozoide o qual é estruturalmente
equipado para alcancar e fertilizar os ovocitos (revisao em Grier, 1993; Nobrega et al.,
2009). De acordo com as informacdes mais recentes (revisdo em Schulz et al., 2010), os
horménios desempenham um papel critico de regulacdo até a fase meidtica da
espermatogénese.

Os espermatozoides sdo langados nos dutos espermaticos durante a espermiacéo.
O fluido no qual os espermatozoides sao suspensos no lumen tubular, apds espermiacéo,
é produzido pelas células de Sertoli (revisdo em Schulz et al., 2010). O esperma é
ejaculado espontaneamente pelos peixes e, com exce¢do de alguns bagres (Viveiros et
al., 2002; Mansour et al., 2004), ele também pode ser expelido facilmente dos testiculos
apo6s uma suave pressao abdominal. Espermiacédo e ejaculacdo podem ser sincronizadas
com a reproducdo das fémeas por meio da comunicacao através de feromonios (Stacey,
2003). A obtencdo de uma elevada taxa de fecundacdo é limitada por dois fatores
primordiais, sendo eles a duracdo da motilidade espermatica e o tempo de abertura da
micropila (Rurangwa et al., 1998).

A maioria dos espermatozoides de peixes teledsteos com fecundacao externa ndo
apresenta acrossoma, e a auséncia desta estrutura € compensada pela presenca de uma
micrépila no ovdcito (Cosson et al., 1999), uma pequena abertura localizada no polo
animal da célula (Laale, 1980) por meio do qual o espermatozoide penetra (Riehl,
1993). A forma afunilada da micrdpila revela que a abertura interna do canal permite a
entrada de um Unico espermatozoide, de acordo com estudos realizados por Kobayashi e
Yamamoto (1981); Hart e Donovan (1983); Rizzo e Bazzoli (1993). Neste contexto,
alguns estudos foram direcionados para obter volumes adequados de solugédo que ativam
0s espermatozoides para a fecundacdo. Volumes elevados de solucdo ativadora podem

impedir o encontro do espermatozoide com a micrépila, devido a diluicdo excessiva do
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meio (Chereguini et al., 1999; Bombardelli et al., 2006). Em contrapartida, a adicao
insuficiente de solucdo ativadora reduz o sucesso na fertilizacdo artificial, pois pode
causar a obstrucdo da micrépila pelo muco ovariano ou até mesmo pelo contato entre
ovocitos, além de prejudicar a ativacdo dos espermatozoides (Woynarovich e Horvath,
1983; Ninhaus-Silveira et al., 2000; Shimoda et al., 2007; Zaniboni-Filho e

Weingartner, 2007).

1.6 Danos oxidativos em espermatozoides

A qualidade do sémen produzido por reprodutores de peixes € altamente variavel
e depende de inimeros fatores intrinsecos (espécie, idade e carga genética) (Bromage,
1995) e extrinsecos (qualidade do alimento, variacdes ambientais, higidez e periodo
reprodutivo). Para haver sucesso na fertilizagio é imprescindivel que o0s
espermatozoides, “in natura’ ou criopreservados, apresentem boa qualidade (Billard et
al., 1995; Johnson, 2000; Rurangwa et al., 2004).

Desde o inicio de 1990, estudos substanciais tém sido conduzidos para analisar a
integridade do DNA, no esperma humano, e para produzirem informag0es importantes
sobre a possivel relacdo do dano oxidativo do DNA de espermatozoides, com defeitos
na funcdo espermatica e infertilidade masculina. O dano oxidativo ao DNA se refere as
alteracOes funcionais ou estruturais do DNA resultante das injurias de espécies reativas
de oxigénio (EROs). As EROs sdo produtos do metabolismo celular normal, visto que
de 1 a 2% do oxigénio utilizado para a respiracdo mitocondrial sdo convertidos em
EROs (Kowaltowski et al., 2009). Modificacdo de base do DNA e das rupturas dos
filamentos de DNA sdo duas das principais formas de dano oxidativo ao DNA causados
por EROs (Shen, 2000).

Em geral, as EROs podem atacar uma variedade de macromoléculas bioldgicas

como o DNA, proteinas e lipidios, causando danos oxidativos. Exemplos de lesbes de
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DNA produzidos por agentes quimicos e fisicos incluem rupturas dos filamentos,
modificacdes de bases, ligacdes cruzadas DNA-DNA e ligacGes cruzadas DNA-proteina
(Kelly et al., 1998).

Uma série de produtos quimicos, associado com danos no DNA, tem sido
testada em animais aquaticos vivos, tecidos isolados ou diferentes tipos de células. Estes
produtos quimicos podem ser agrupados em quatro classes: (1) produtos quimicos que
agem diretamente no DNA; (2) produtos quimicos cujos metabdlitos causam danos ao
DNA,; (3) substancias quimicas que causam a producédo de EROs que podem danificar o
DNA; e (4) produtos quimicos que inibem a sintese de DNA e reparo. Além disso,
muitos contaminantes quimicos danificam o DNA por multiplos mecanismos (revisdo
em Lee e Steinert, 2003).

Em animais aquéticos, danos ao DNA tém sido associados com diminuicdo do
crescimento, desenvolvimento anormal e sobrevivéncia reduzida de embrides, larvas e
adultos (revisdo em Lee e Steinert, 2003). Estudos recentes tém mostrado que a baixa
qualidade de desova (baixa taxa de fecundacdo) em reprodutores de Solea senegalensis
pode estar relacionada a ma e altamente varidvel qualidade do sémen (Cabrita et al.,
2006; Beirdo et al., 2008; Martinez-Pastor et al., 2008). O monitoramento da qualidade
do esperma é um passo importante na selecdo de reprodutores masculino e pode
fornecer algumas pistas para problemas nos espermatozoides. Qualquer parametro
quantificavel que diretamente se correlaciona com a capacidade de fecundacdo dos
espermatozoides pode potencialmente ser usados como uma medida de qualidade

espermatica (Beirdo et al., 2009).

1.7 Ensaio cometa

Uma variedade de métodos foi desenvolvida para a deteccdo de danos em fita de

DNA, como os micronucleos e ensaios de troca de cromatides-irmd. Um método mais
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recente, chamado de eletroforese em gel de célula Unica ou teste do cometa, detecta
quebras de filamentos de DNA e sitios alcali-labeis atraves da mensuracdo da migracéo
do DNA a partir do DNA nuclear imobilizado (revisdo em Lee e Steinert, 2003).

As vantagens do ensaio cometa para avaliar danos no DNA dos animais
aquaticos incluem: (1) mensuracdo de danos ao DNA em células individuais; (2) apenas
um numero pequeno de celulas é necessario para a realizagdo do ensaio (<10.000); (3) o
ensaio pode ser executado em praticamente qualquer tipo de célula eucarittica; e (4) é
um método muito sensivel para a deteccao de danos no DNA (revisdo em Lee e Steinert,
2003).

Resumidamente, 0 ensaio cometa consiste na aplicacdo de células espalhadas
sobre uma superficie coberta com um gel de agarose, e estas sdo tratadas com uma
solucdo que lisa os componentes celulares deixando o DNA imobilizado na agarose. Em
seguida, sdo submetidos a um processo de desnaturagdo do DNA seguido de
eletroforese, induzindo a migracdo dos fragmentos de DNA nuclear. Apos a coloragdo
especifica do DNA, por fluorescéncia, as rupturas dos filamentos de DNA sdo
apresentadas em uma forma que lembra um cometa, com o DNA fragmentado dispersos
na cauda deste cometa. Anélises de imagem fornecem informacdes sobre a extensdo de
rupturas dos filamentos da molécula de DNA (Perez-Cerezales et al., 2009).

Neste contexto, o sistema de manejo aplicado aos reprodutores merece atengéo
especial, ja que feito de forma inadequada pode refletir na qualidade do sémen,
reduzindo a taxa de fertilizacdo de ovos, podendo ocasionar a indisponibilidade e
inconstancia na produgdo de larvas. Desta maneira, é possivel alavancar informagoes
basicas e essenciais para ajudar a consolidar a reproducdo bem sucedida de reprodutores

de espécies migradoras nativas, ja que a reproducdo em cativeiro € o alicerce do cultivo



15

de qualquer espécie, especialmente no caso das espécies de peixes nativas, que precisam

invariavelmente ser induzidas hormonalmente.
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Processo de formagédo de espermatozoides e qualidade do sémen de reprodutores
de Prochilodus lineatus em tanques-rede e viveiros escavados.

RESUMO

A reproducdo de peixes migradores nativos apesar de ja apresentar relativo sucesso, ainda
apresenta diversos obstaculos. Entre eles podemos destacar as variagfes nas taxas de fertilidade,
eclosdo e sobrevivéncia de larvas entre desovas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar de forma inédita se 0 manejo pode interferir neste processo em machos de P. lineatus.
Os resultados mostraram que 0s machos mantidos em tanques-rede (TR) com &gua de baixa
qualidade durante 18 meses apresentam encurtamento do ciclo reprodutivo; reducédo
significativa no IGS e no didmetro de tlbulos seminiferos (p<0,05) quando comparados com
machos mantidos em viveiros escavados (VE). A concentracdo espermatica e as taxas de
fertilidade obtidas com o sémen dos machos de TR foram inferiores as obtidas com o sémen dos
machos em VE (p<0,05). Além disso, os espermatozoides de TR apresentaram maior frequéncia
de danos de DNA, mesmo apresentando taxas similares de motilidade e sobrevivéncia que os de
VE (p<0,05). Os resultados mostraram de forma inédita que o manejo inadequado pode
interferir na gametogénese e na qualidade de gametas masculinos nesta espécie. Além disso,
demonstramos que praticas inadequadas de manejo podem prejudicar a fungdo testicular ainda
nos meses de inverno, muito antes dos meses de reproducao.

Palavras-chave: ciclo reprodutivo, sistema de producdo, desenvolvimento testicular,
reprodutores, caracteristicas seminais.
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Process of formation of sperm and semen quality of Prochilodus lineatus male
breeders in cages and earthen ponds.

ABSTRACT

The reproduction of native migratory fish still presents several obstacles. Among them we can
highlight the changes in fertility rates, hatching and survival of larvae among spawning. Thus,
the objective of this study was to evaluate in an unprecedented way if the reproductive
management can interfere in this process in males of P. lineatus. The results showed that males
kept in cages (C) for 18 months have their reproductive cycle shortened; significant reduction in
the GSI and in the diameter of seminiferous tubules (p<0.05) compared with males kept in
earths ponds (EP). The sperm concentration and fertility rates obtained with semen from males
of Cs were lower than those obtained with semen EP (p<0.05). In addition, the sperm of males
maintained in Cs had higher frequency of DNA damage, even with similar rates of survival and
motility of the EPs (p<0.05). The results showed by unprecedented manner that the improper
management can interfere with gametogenesis and quality of male gametes in this species.
Furthermore, we demonstrate inadequate management practices can affect the testicular

development even in the winter months, long before the breeding season.

Keywords: reproductive cycle, production system, testicular development, broodstocks, semen

characteristics.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de técnicas de inducdo a reproducdo de peixes migradores
permitiu um notavel incremento qualitativo na piscicultura destas espécies,
possibilitando a producdo em cativeiro de alevinos destinados ao cultivo (Zaniboni-
Filho e Weingartner, 2007). No entanto, observagfes a campo mostram claramente a
frequente ocorréncia de resultados inadequados e/ou insuficientes obtidos com a
reproducéo induzida por hormonios.

Com relacdo aos reprodutores machos das espécies migradoras nativas, nédo
foram encontrados relatos na literatura sobre o efeito do manejo na qualidade e
quantidade do sémen produzido, como também, sobre o efeito do uso deste sémen nas
taxas de fertilidade dos ovdcitos e eclosdo de larvas. Normalmente, no momento da
reproducdo induzida, utiliza-se 0 sémen disponivel, considerando-se que este é, sempre,
de boa qualidade. Em contrapartida, fortes evidéncias indicam que cuidados com o
sémen e com o0s espermatozoides podem elevar significativamente o sucesso da
reproducdo induzida de espécies nativas. Como exemplo, pode-se citar a piabanha,
Brycon insignis, espécie na qual foi demonstrado que apenas definindo-se a razdo
adequada entre numero de espermatozoides para cada ovocito, no momento da
fecundacdo, é possivel elevar a porcentagem de fecundacdo de 35,7 para 93,4%
(Shimoda et al., 2007).

Ainda neste contexto, um outro aspecto a ser considerado € a variacdo da
concentracdo espermatica no sémen, encontrada nos distintos machos de um mesmo
plantel, fator que raramente é considerado em estacGes de producdo de alevinos. No
suruvi, Steindachneridion scripta, apos hipofisacdo, a variacdo espermatica entre 0s
machos de um plantel foi de 19,5 e 120,1 x10° espermatozoides/ mL (Luz et al., 2001).

No entanto, o motivo de tal variacdo é desconhecido, podendo até ser uma caracteristica
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da espécie. Um outro importante fator é a presenca de uma consideravel proporcédo de
espermatozoides mortos no sémen (Andrade-Talmelli et al., 2001), ou com
anormalidades (Bombardelli et al., 2006), ou com distintas taxas de motilidade (Ferreira
et al., 2001). E importante ressaltar que estas caracteristicas s sdo detectadas
microscopicamente, com auxilio de técnicas especificas (Bombardelli et al., 2006), e
frequentemente passam totalmente despercebidas em estacdes de producédo de alevinos.

Estas flutuacBes das caracteristicas seminais, descritas na literatura para varias
espécies nativas, permitem inferir também que possivelmente as praticas de manejo
aplicadas aos reprodutores machos possam interferir nas caracteristicas seminais e nos
resultados da reproducéo induzida destas espécies. E sabido que fatores como estresse
podem induzir apoptose (morte celular) nos ovocitos em desenvolvimento nas fémeas
(Brooks et al., 1997), e que baixos niveis de oxigénio interferem negativamente nas
taxas de fertilidade, eclosdo e sobrevivéncia de larvas no pacu (Dabrowsky e Richard,
2003). Desta forma, o manejo aplicado aos reprodutores machos de espécies nativas
pode estar interferindo, de forma imperceptivel e até negativa, na qualidade do sémen e
no resultado da reproducdo induzida destas espécies.

O processo de formagdo de espermatozoides em peixes é relativamente rapido
guando comparado ao de mamiferos (Leal et al., 2009; Nébrega et al., 2009). No zebra
fish (Brachydanio rerio), espécie de peixe modelo mais bem estudada, a duragdo
combinada das fases espermiogénica e meiotica é apenas de seis dias (Leal et al., 2009),
similar ao tempo descrito para a Colisa fasciata (Sinha et al., 1979), enquanto que o
periodo mais longo descrito foi de trés semanas para a Poecelia sphenops (De Felice et
al., 1969). Em geral, em peixes, as células germinativas passam rapidamente pelas fases
espermiogénica e meiotica, o que torna muito rapido o tempo necessario para se

produzir um espermatozoide (NoObrega et al., 2009). Desta forma, nas espécies
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migradoras, 0s espermatozoides permanecem por longos periodos estocados no interior
das gonadas, uma vez que 0s mesmos comecam a ser produzidos ainda nos meses de
inverno (Grier e Taylor, 1998; Brown-Peterson et al., 2002; Batlouni et al., 2006), para
serem liberados apenas no fim do ano, na curta estacdo de desova. Desta forma é
razoavel supor que as condicdes de manejo aplicadas aos reprodutores ao longo do ano
(densidade de estocagem, nutricdo, vazdo, temperatura, niveis de oxigénio dissolvido, e
outros) também devem interferir na qualidade do sémen e dos espermatozoides (volume
do sémen, concentracdo espermatica, taxas de sobrevivéncia, mal-formagdes e outros), e
consequentemente na sua capacidade de fertilizar os ovocitos, principalmente com
relacdo aos espermatozoides estocados ha mais tempo nos testiculos.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente o
desempenho reprodutivo de reprodutores machos de curimbata (P. lineatus) mantidos
em tanques-rede e viveiros escavados. Os reprodutores foram avaliados quanto ao
processo anual de formacdo e estocagem de espermatozoides; como também sobre as
taxas de eclosdo de larvas e fertilidade de ovocitos fecundados com o sémen

proveniente dos dois tratamentos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Espécimes de curimbata, machos e fémeas, com 12 meses de idade, comprimento
total de 31,48 + 1,03 cm e peso corporal médio de 394,85 + 29,85 g, obtidos e estocados
no Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), foram distribuidos aleatoriamente
em viveiros escavados (VEs) (n=4) com 50m®e tanques-rede (TRs) (n=4) com 6m®. Em
cada VE e TR foram estocados cinquenta e cem espécimes, respectivamente, e destes
foram feitas biometrias e coletas bimestralmente. Os animais submetidos a reproducéo

induzida ndo foram manipulados durante todo o experimento, pois foram escolhidos
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aleatoriamente para os experimentos de analise de sémen e de reproducéo induzida. Nos
dois sistemas de criacdo, os peixes tinham acesso ao fundo do viveiro, a entrada de agua
situava-se a aproximadamente 1,0 m do nivel da &gua e a saida de &gua situava-se ao

fundo do viveiro, do lado oposto a entrada, garantindo renovagéo constante.

2.2 Condicoes de cultivo

Durante o experimento, os peixes foram arragoados seis (06) dias na semana, em
duas porgdes, as 8:00 e as 17:00 horas, com racdo comercial extrusada para peixes
onivoros (composicao: 10,0% de teor de umidade; 28,0% de proteina bruta, 5,0% de
extrato etéreo, 7,0% de fibra, 10,0% de cinzas, 1,2% de Calcio, 0,6% de fdsforo),
totalizando 3% de biomassa do plantel dia, calculado e reajustado a cada biometria. A
racdo administrada foi oferecida a lanco, possibilitando maior disperséo e,
consequentemente, maior utilizacdo da mesma. Os parametros da dgua foram medidos
semanalmente usando um oximetro YSI modelo 55 e uma sonda multipardmetro YSI
modelo 63 (Yellow Spring Instruments, Yellow Springs, OH, EUA) para determinar o
oxigénio dissolvido, pH e niveis de condutividade. Com o auxilio de um disco de
Secchi foi aferido, semanalmente as 09:00 horas, a transparéncia. A concentracdo de
amonia foi determinada de acordo com o método de Solorzano (1969), com auxilio de
um espectrofotdmetro, Hach DR 2000, determinando pelo método colorimétrico a

porcentagem de absorbancia.

2.3 Biometrias

Os peixes foram mantidos nestas condi¢des por um periodo de 440 dias, no qual
80 dias foram para aclimatacdo e 360 dias para o experimento. A alimentacdo dos
peixes foi suspensa por um periodo de 24h antes da captura dos exemplares de cada

sistema (VE e TR). As biometrias dos animais foram realizadas a cada 60 dias
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(bimestralmente) no mesmo dia da coleta das amostras. Para as biometrias foram
capturas 30 peixes do VE, por rede de arrasto, e 30 peixes do TR, por meio de puca.
Apenas um TR e um VE foram utilizados em cada amostragem para evitar o manejo
excessivo dos espécimes, de modo que os reprodutores fossem manipulados apenas a
cada seis meses. Posteriormente, os animais ficaram acondicionados em caixas de fibra
de vidro (1000 L) e, em seguida, foram anestesiados com benzocaina (etil-
aminobenzoato) na proporc¢do de 3,0 g (diluida em 150 mL de alcool 96,0°GL) em 20 L
de &gua para o registro de comprimento total (cm) e peso corporal (g). A cada biometria
foram sacrificados (ap6s anestesia letal) 5 machos dos 30 exemplares capturados em
cada sistema de criacdo. Estes animais tiveram o sangue coletado para analise de
esteroides e suas gbnadas foram coletadas para célculo de indices e para analises
histol6gicas. Os Protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité
de Etica e Bem-Estar de Animais (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e

Veterinarias (FCAV), UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil.

2.4 Parametros fisicos e quimicos da agua

Diariamente foram mensurados os valores de temperatura da agua (maxima e
minima); oxigénio dissolvido e pH. Uma vez por semana, foram obtidos os valores da
concentracdo do teor de amonia e transparéncia da dgua dos viveiros, através da imersdo

do Disco de Secchi. Nos tanques-rede foi aferido o teor de aménia interno do ambiente.

2.5 Determinacao do fator de condicéo

Foi fixado o coeficiente “b” da relacdo peso e comprimento do individuo, como
b=3, definido como o coeficiente de alometria e, portanto, associado ao tipo de

crescimento, aplicado na avaliagdo do “indice do bem-estar” também denominado de
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Fator de condicdo (K) (Le Cren, 1951). Esse fator foi calculado através da seguinte
formula:

peso do individuo (Kg)

Fator d digdo (K) =
ator de condigdo (K) comprimento do individuo (cm)b

., onde b=3.

2.6 Determinacéo do valor de IGS

Esses indices foram calculados através dos valores encontrados em cada
biometria bimestral, com os pesos obtidos das gdonadas e o peso corporal do reprodutor,
os indices foram calculados através da expressdo abaixo. Todos os pesos foram

registrados em gramas para calculo dos indices.

peso das gonadas (g)

1
peso do individuo (g) x 100

Indice gonadossomatico (IGS) =

2.7 Avaliacao histologica dos testiculos

Dos 5 reprodutores machos capturados a cada biometria para cada sistema, 0s
testiculos foram coletados, pesados e dos mesmos foram retiradas amostras transversais
das regides cranial, média e caudal; e entdo, foram fixadas em solugédo de Bouin por 24
horas. Em seguida, foram lavadas em alcool 70%, para prosseguir com as técnicas
histoldgicas de rotina para microscopia de luz com inclusdo em paraplast, obtendo
cortes com espessura de 5um, e corados com Hematoxilina-Eosina. Com as seccdes
histol6gicas foram feitas capturas de imagens utilizando objetiva de 40x, com o auxilio
de uma camera digital DP-11 (Olympus®) acoplados a um microscopio optico Olympus
BX-41 (Olympus®, Japéo), e para auxiliar na morfometria foi utilizado o software
Image Pro Plus 4.1.

Os testiculos dos peixes dos VEs e TRs foram comparativamente avaliados

quanto a evolugdo do processo espermatogénico ao longo das coletas. Para isso, 0sS
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parametros testiculares foram avaliados de acordo com a metodologia empregada por
De Alvarenga e Franca (2009), com algumas modificacdes. De cada testiculo (n=10)
foram computados o diametro médio dos tdbulos seminiferos (60 tabulos foram
medidos). Foi avaliada a cada coleta, a ocorréncia de cada tipo celular germinativo em
60 seccdes transversais de tabulos seminiferos por peixe (n=10). A partir desses dados
foi computada a ocorréncia de tubulos com apenas espermatogOnias, cisto de
espermatogonias, espermatdcitos primarios ou secundarios, cisto de espermaétides e
espermatozoides no lumen. A cada coleta foi registrada, em 60 secc¢des transversais de
tubulos seminiferos, a ocorréncia de epitélio germinativo continuo ou descontinuo
(n=10). Os animais com tubulos seminiferos apresentando o epitélio germinativo

descontinuo foram registrados para o calculo da frequéncia.

2.8 Analise de esteroides

A quantificacdo foi feita por meio de amostras de sangue, retiradas por pungéo
da veia caudal dos animais devidamente anestesiados com benzocaina, utilizando
agulhas e seringas previamente heparinizadas. Em seguida, separaram-se aliquotas de
plasma, por meio de centrifugacdo do sangue a 3000 rpm por 10 minutos, e a partir
destas, foi feita a dosagem dos andrdgenos por Elisaimunoensaio (ELISA), utilizando
“11-Keto Testosterone EIA Kit” da Cayman Chemicals® e “Testosterone Kit” da
InterKit® para dosar 11-KT e T, respectivamente. A leitura das placas foi realizada em
leitora de microplaca (Tecan — Sunrime™ - Absorbance Reader) a um comprimento de
onda de 450 nandmetros (nm) para o horménio testosterona e 405 (nm) para 11-
cetotestosterona. A validacdo dos ensaios hormonais do presente estudo foi realizada
através de ensaios de validacdo para coeficiente de variacdo intraensaio conforme

descrito por Moreira (1999).
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2.9 Analise de sémen

Ao final do primeiro estagio do estudo, dezoito e dezenove reprodutores de cada
tratamento (VE e TR, respectivamente), que apresentaram liberacdo de sémen por
pressdo abdominal no respectivo sistema de producdo, foram separados e levados ao
laboratorio, onde ficaram em caixas de agua de 1000 litros com aeracdo e renovagao
constante, a uma temperatura média de 27,2 °C. Com estes animais devidamente
aclimatados, foi realizada a inducdo hormonal, com 0,6 mg de extrato bruto de hipéfise
de carpa por kg de peso vivo. Decorridos aproximadamente 7 horas da aplicacdo do
hormonio, o desempenho dos machos criados nos dois distintos sistemas foi avaliado
através, primeiramente, do volume de sémen ap6s a inducdo hormonal, com auxilio de
um tubo falcon graduado.

O tempo de motilidade dos espermatozoides foi calculado com auxilio de um
crondmetro estimando o tempo de permanéncia da atividade de, aproximadamente, 50%
dos espermatozoides ativados. Para isso, 1 uL do sémen coletado foi aplicado em uma
lamina de vidro, posteriormente, foi adicionado 20 mL de &gua para a ativacdo dos
mesmos e, concomitantemente, o cronometro foi disparado. Com o auxilio de uma
objetiva de 40x foi possivel registrar os tempos para comparacao dos dois tratamentos.
Esse procedimento foi realizado para cada reprodutor pelo menos trés vezes. A
concentracdo espermaética foi calculada em camara hematimétrica de Neubauer. Para a
mensuracdo da concentracdo espermatica foi utilizada uma amostra conhecida de
sémen, diluido em um volume conhecido do fixador formol salino tamponado. As
amostras foram homogeneizadas para posterior preenchimento da camara. A contagem
foi realizada em objetiva de 40x, onde foi realizada contagem nos dois lados da camara
(10 quadrados por quadrante). A avaliacdo do indice de sobrevivéncia espermatica foi

realizada a partir do método de coloragdo com eosina-nigrosina. Foram utilizados cerca
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de 1 uL de sémen e 3 pL da mistura dos corantes (eosina 5% e nigrosina 10%) para a
realizacdo dos esfregacos em laminas de vidro. Apds o processamento das laminas, o
material foi analisado em microscépio de luz em objetiva de 40x, onde foram avaliados
200 espermatozoides por amostra. Nesta técnica, as células mortas se apresentaram
rosadas, devido a absorcdo dos corantes, e as vivas ficaram brancas, por serem

impermedveis aos corantes (Bombardelli et al., 2006).

2.10 Ensaio cometa

Para detectar rupturas de ligamentos de DNA foi utilizada a eletroforese em gel
de célula Gnica, comumente conhecida por ensaio cometa (Ostling e Johanson, 1984).
Amostras de sémen (n=4 machos por tratamento) foram coletadas com auxilio de tubos
falcon apds a aplicagdo de extrato bruto de hipdfise de carpa (0,6 mg/kg). Separados em
duas aliquotas: a primeira para estimar a concentracdo espermatica, j& que um ndmero
adequado de espermatozoides garante melhor visualizacdo, evitando sobreposicéo; e a
outra foi separada, refrigerada e protegida da luz e, entdo, foi utilizada para o ensaio
cometa. Amostras foram diluidas em solucéo salina tamponada (8,0 g/L NaCl, 0,2 g/L
KCI, 1,15 g/L Na;HPOQy,, 0,2 g/L KH,PO,4, pH 7,0, 1000 mL de agua destilada) a uma
concentracéo de 10,0 x 10° por mL. Todas as amostras foram avaliadas antes do ensaio
cometa para garantir que os espermatozoides ndo haviam sido ativados.

A metodologia aplicada foi semelhante a utilizada por Cabrita et al. (2005) com
modifica¢fes. Laminas foram preparadas com uma primeira camada fina de agarose
(100ul - agarose com ponto de fusdo normal - Sigma, USA), para isso, elas foram
submersas na solugdo de agarose e o excesso foi removido. A primeira solucdo de
agarose foi feita pela dissolucdo, por aquecimento, da agarose 0,5% em agua
deionizada. A segunda camada de agarose foi realizada utilizando 243 pL de uma

segunda solucdo de agarose com baixo ponto de fusdo (Sigma, USA), usando a mesma
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metodologia descrita para a primeira solucdo, adicionado a 27 pL de cada eluicdo dos
espermatozoides em um micro tubo (Eppendorf, livre de RNase e DNase). Desta
suspensdo espermatica 85 pL foi utilizado para cobrir a primeira camada de agarose e,
em seguida, foi aplicada uma laminula até a solidificacdo (a 4°C por 15 minutos) e,
entdo, foi removida. Todas as amostras de sémen foram feitas em triplicatas.

A solucdo de lise foi preparada, com antecedéncia, com agua destilada e
deionizada. As laminas, foram dispostas em cubeta vertical, cobertas com solucdo de
lise gelada (2,5 M NaCl, 100 mM Na,-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 e 1% N-
Lauroil-sarcosinato) e mantidas imersas por no minimo uma hora a 4°C. As laminas
foram imersas por mais uma hora a 4°C, na solucdo de lise com a adicdo de
“dithiothreitol” a uma concentragdo final de 10 mM, para descondensar o DNA.
Posteriormente, as laminas foram mantidas por mais 90 minutos, a 4°C, na solu¢do com
aadicao do “diiodosalicylate” a uma concentracao final de 4 mM.

Ao término, as ldminas foram retiradas da solucdo, e acomodadas em uma cuba
de eletroforese horizontal preenchida com solucdo de eletroforese (0,3 M NaOH, 1 mM
Na,-EDTA, pH >13), mantidas por 20 minutos a 4°C. A eletroforese foi conduzida por
20 minutos a 25 V e 300 mA a 4°C. Apos este processo as laminas foram cobertas com
solucéo de neutralizagdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5 minutos (3x) e, entdo, as laminas
foram secas e fixadas, por imersdo, em etanol absoluto gelado por 5 minutos, e
acondicionadas em caixas protegidas de luz e poeira.

Para o processo de coloragéo foi utilizado 50 pL de solugéo GelRed™ (Biotium,
Hayward, CA, USA) diluidos em 3000 mL de &gua Milli-Q. As imagens foram
adquiridas, com objetiva de 40x, com auxilio de um microscépio de fluorescéncia

(Leica DM 5000 B) acoplada a uma camera digital (Leica FX DFC300) e salvos como
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arquivos digitais para posterior analise, usando software Leica Application Suite (LAS
V2.7.1) para documentacao.

Um total de 100 células foi contado para cada amostra, as imagens capturadas
foram usadas para determinar o comprimento do cometa usando uma escala de 0-4
(Green et al., 1996). Com isso 100 cometas aleatorios, excetuando os das bordas das
laminas, analisados em duas laminas, foram classificados visualmente em cinco classes,
de acordo com a fragmentacdo de DNA, denominadas de Classe 0 a Classe 4, onde a
Classe 0 representava auséncia de danos e a Classe 4 0 maximo de danos.

A porcentagem de classes de dano foi calculada como a porcentagem de
ocorréncia de cada classe (classe 0 a 4) em relagéo ao total de cometas contados:

Classe de danos (%)=((n° da Classe) x 100)/(n° total ).

O indice de Danos (ID) foi calculado como o total de produtos da multiplicacdo
entre 0 nimero de cometas de cada classe e o digito denominador da classe (0, 1, 2, 3 e
4). Entdo, o indice de danos total de 100 cometas poderia variar de 0 (todos sem danos)
ao maximo de 400 (todos danificados).

ID total = 0.(n Classe 0) + 1.(n Classe 1) + 2.(n Classe 2) + 3.(n Classe 3) + 4.(n

Classe 4).

2.11 Reproducéo induzida e desenvolvimento embrionario

Machos dos dois tratamentos (n=4 em cada), que se mostraram aptos a inducdo
hormonal (liberagdo de sémen ante massagem abdominal), foram hormonalmente
induzidos com hipdfise de carpa seguindo protocolo de rotina de reproducdo induzida
(Cecarelli et al., 2000; Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007). Do sémen obtido dos
machos de cada tratamento foi obtido um “pool” que foi utilizado para fecundar um
“pool de ovécitos’ de fémeas de curimbatd mantidas em VE (n=4) extrusadas no

mesmo momento. Foram utilizadas apenas fémeas mantidas em VE para garantir
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ovocitos saudaveis resultando na variacao apenas entre os machos dos dois tratamentos.
Os ovocitos fecundados foram entdo colocados em 8 incubadoras (2 tratamentos x 4
repeticdes) com capacidade de 3 litros (50g de ovdcitos por incubadora). Foi contado o
numero total de ovos fecundados e hidratados em amostras de um grama de ovdcitos de
cada fémea, estimando assim, o nimero de ovos colocados em cada incubadora.

As taxas de fertilidade (cinco horas pos fertilizacdo) e de eclosdo (14 horas pos
fertilizacdo) foram comparadas entre os ovocitos fecundados com sémen obtido dos

machos mantidos nos dois sistemas de cria¢do (VE e TR).

2.12 Analise estatistica

Quando pertinente, os valores médios obtidos como, por exemplo, 0s parametros
seminais, as taxas de fertilizacdo de ovacitos e os indices reprodutivos foram calculados
através do teste “t”, para os tratamentos no mesmo bimestre; e andlise de variancia
(ANOVA) ao longo do tempo para 0 mesmo tratamento, sendo estimadas as médias,
desvios padr@es e erros padroes da média. O nivel de significancia considerado foi de
p<0,05. Testes de normalidade e homocedasticidade das variancias foram realizados,
assim como transformagdes, quando necessérias. As andlises estatisticas foram

efetuadas empregando-se o programa Statistica (Copyright© StatSoft, version 7.0).

3 RESULTADOS

3.1 Parametros fisicos e quimicos da agua

Os dados médios obtidos para VEs e TRs foram: pH (7,7 = 0,4; 7,6 £ 0,8),
oxigénio dissolvido (3,8 + 1,6; 2,0 + 1,2 mg.L™), condutividade (69,3 + 15,9; 76,2 + 9,4
uS.cm™), transparéncia (68,3 + 1,8 e 60,0 + 1,2 cm), aménia (129,8 + 80,8; 2485 +

119,0 pg.L™) e temperatura (23,2 + 3,1; 23,2 + 2,7 ° C) (Fig. 1).
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Figura 1. (a-f) Valores médios mensais com 0s respectivos erros padrdo (minimo
e maximo) das caracteristicas da agua nos viveiros escavados (VE) e tanques-rede (TR),
correspondentes ao periodo de mantenca dos animais representados por: (a) oxigénio
dissolvido (mg.L™Y), (b) condutividade (uS.cm™), (c) pH, (d) aménia (ng.L™), (e)

transparéncia (cm) e (f) temperatura (°C).

3.2 Caracteristicas gerais dos reprodutores

Com excecdo da primeira coleta, a média de peso foi significativamente maior

para os animais mantidos em VEs do que em TRs (p<0,05) (Fig. 2a). Ainda com relacdo

aos reprodutores mantidos nos VES, 0s pesos médios em todas as biometrias sempre

foram maiores que 400g, ou seja, a média de peso obtido na primeira coleta (398,67 +

18,569), ndo reduziu ao longo do tratamento. Por outro lado, nos animais mantidos em
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TRs, com excecdo a segunda coleta (382,00 £ 40,22), o peso das demais foi sempre
inferior ao peso inicial (343,00 + 23,23) (Fig. 2a). No periodo de Jan-Fev/10 foi
observado um apice da média dos pesos nos reprodutores dos VEs (496,20 + 35,68Q), se
confrontando com a média mais baixa dos animais em TRs (229,80 + 7,39) (Fig. 2a).

Os valores médios de K dos peixes dos VEs foram significativamente superiores
(p<0,05) aqueles dos de TRs durante todo o periodo experimental, exceto no inicio do
periodo reprodutivo (Nov-Dez/09) e apds o término (Mar-Abr/10). A diferenca se
acentuou no periodo reprodutivo (Jan-Fev/10), quando o K médio dos machos de TR
caiu de forma mais pronunciada (0,09 £ 0,02), porém néo significativa entre as coletas
do mesmo grupo, enquanto que nos animais mantidos em VEs o valor se manteve (0,13

+0,04) (Fig. 2b).
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Figura 2. (a-b) Valores médios de: (a) peso (g) e (b) fator de condicdo (%), de P.
lineatus, ao longo do ano, em viveiros escavados (VE) e tanques-rede (TR). Letras
sobrescritas mailsculas indicam as diferengas significativas entre 0s grupos na mesma
coleta (p<0,05), enquanto as minudsculas representam diferengas significativas do
mesmo grupo entre os bimestres (p<0,05).

3.3 Estrutura testicular

Os testiculos de P. lineatus sdo 6rgaos pares dispostos paralelamente a bexiga
natatoria, se fundem na regido posterior das gdnadas e ficam aderidos em toda sua
extensdo a cavidade pelo mesérquio, formado principalmente por gordura perigonadal
(Fig. 3). O testiculo apresenta uma regido voltada ao dorso do animal, onde € situado o

ducto testicular principal, e outra voltada ao ventre. Na regido dos testiculos voltada ao
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dorso ficam evidentes, quando estdo maduros, 0s vasos sanguineos, e na regido voltada

ao ventre o testiculo fica livre, ou seja, sem tecido de sustentacdo (Fig. 3).

Figura 3. Vista da disposicdo dos testiculos de machos de curimbata (P. lineatus).
Assinalados: mesorquio (seta); tecido adiposo de sustentacdo (ponta de seta); testiculo
direito (Td); testiculo esquerdo (Te); Bexiga natatdria (Bn).

3.4 Desenvolvimento testicular: valores de 1GS

Desde a segunda coleta (Set-Out/09), os valores de IGS, em animais mantidos
em VEs, apresentaram uma ligeira tendéncia a ser maior do que em animais mantidos
em TRs, o que foi confirmado na terceira coleta e mantido até o final do experimento
(p<0,05) (Fig. 4). A maior diferenca entre os tratamentos foi na época de reproducao
(Nov-Dez 09) quando os valores de VEs foram mais de 2,5 vezes maior do que os dos
TRs. Os valores de IGS em animais mantidos em VEs aumentaram progressivamente a
partir da primeira (Jul-Ago/09) a terceira coleta (Nov-Dez/09), quando atingiram um
pico (~ 1,3% do peso corporal) (Fig. 4). Na quinta coleta (Mar-Abr/10), os valores
diminuiram drasticamente para cerca de 0,4% (p<0,05), mostrando que entre a terceira e
quinta coleta (final do verdo/ inicio do outono), o periodo reprodutivo terminou para
animais em VEs, que entraram na fase de regressao (Fig. 4). Em contraste, os valores de
IGS dos animais em TRs s6 aumentaram entre a primeira e a segunda coleta (de Jul-
Ago/09 a Set-Out/09) (p<0,05), estabilizando perto de 0,5% em Nov-Dez/09 e

diminuindo a aproximadamente 0,05% na ultima coleta (Fig. 4).
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Figura 4. indice gonadossomatico dos animais mantidos em viveiros escavados
(VE) e tanques-rede (TR) ao longo do ano. Letras sobrescritas maiusculas indicam as
diferencas significativas entre os grupos na mesma coleta (p<0,05), enquanto as
minGsculas representam diferencas significativas do mesmo grupo entre os bimestres
(p<0,05).

3.5 Histomorfometria dos testiculos

Na primeira coleta (Jul-Ago/09 - inverno - inicio da fase de maturacdo), 80 dias
apos o inicio do periodo experimental, o perfil dos tabulos seminiferos dos animais em
VEs e TRs foi diferente (Figs. 5a e 5d; 6a-b). Durante este periodo, tais diferencas ainda
sutis, ndo refletiram em seus valores de IGS, que eram muito similares em ambos 0s
grupos neste periodo (Fig. 4). A andlise histomorfométrica revelou que ~75% dos
tubulos computados, baseados na presencga de células germinativas, de animais em TRs
continha apenas espermatogénias (sem fases meioticas e espermiogénica), enquanto em
VEs este tipo de tubulo correspondeu a ~16% (p<0,05) (Fig. 5a). Tubulos contendo
células germinativas, além das fases meilGticas e espermiogénicas, apresentaram
frequéncias semelhantes entre os tratamentos, exceto para a maior frequéncia de tabulos
contendo espermatides em VEs do que em TRs (Fig. 5b-e). Neste periodo, ndo foi
possivel determinar a frequéncia de EGD, por ndo haver presenca de limen nos tabulos

seminiferos dos animais mantidos em TRs (Figs. 5f e 6b). O didmetro médio dos
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tubulos seminiferos (~ 50 um) (Fig. 7) foi semelhante entre os tratamentos durante esse

periodo (p<0,05).

Figura 5. (a-f) Frequéncia dos distintos tipos de tabulos seminiferos, baseado na
presenca dos diferentes tipos celulares germinativos, nos testiculos de machos mantidos
em viveiros escavados (VE) e tanques-rede (TR). (a) Apenas espermatogdnias; (b) cisto
de espermatogdnias; (c) cisto de espermatocitos primarios ou secundarios; (d) cisto de
espermatides; (e) espermatozoides no lumen; e (f) frequéncia de tdbulos com epitélio
germinativo descontinuo. Asteriscos indicam as diferencas significativas entre o0s
grupos na mesma coleta (p<0,05).

Na segunda coleta (Set-Out/09 - inicio da primavera - fase de maturacao), as
frequéncias percentuais de diferentes tipos de tubulos seminiferos tornaram-se
semelhante entre os grupos (Figs. 5a-d). No entanto, durante este periodo os valores

medios de IGS (Fig. 4) e didmetro tubular (Figs. 6¢c-d e 7) aumentaram mais

intensamente em animais mantidos em VEs do que nos mantidos em TRs.
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Na terceira coleta (Nov-Dez/09 - verdo - época de reproducdo) tubulos
seminiferos contendo apenas espermatogbnias ndo eram mais vistos (Figs. 5a, 6e-f)
predominando cistos contendo células meidticas e espermiogénica, em ambos 0s grupos
(Fig. 5b-d). Durante este periodo, em ambos 0s grupos, o diametro dos tdbulos
seminiferos manteve-se estavel em comparacdo com a coleta anterior, mas foi ~ 1,3
vezes maior em VEs comparados aos animais em TRs (p<0,05) (Fig. 7). As
caracteristicas do revestimento do epitélio germinativo desses tubulos também foram
diferentes entre os grupos, a frequéncia dos tubulos revestidas por EGD em machos
mantidos em VEs (~ 82%) foi quase 7 vezes maior do que em machos nos TRs (~ 12%)
(Fig. 5f), mostrando que os testiculos foram mudando a sua funcéo principal de produzir
espermatozoides para armazenamento dos mesmos (Fig. 6e-f), que também pode ser
notado por uma menor frequéncia de tubulos contendo células germinativas em meiose
comparada com a de TRs (p<0,05 ) (Fig. 5¢). A maior quantidade de espermatozoides
armazenados em testiculos de machos mantidos em VEs (Fig. 6e) contribuiram com o
aumento ~ 2,5 vezes maior nos valores médios IGS neste grupo (Fig. 4), em

comparagao com os de TRs neste periodo.
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Figura 6. (a-) Fotomicrografia da caracteristica histolégica dos tabulos
seminiferos de P. lineatus, por meio de cortes transversais de testiculos (5um), em
animais mantidos em viveiros escavados (a; c; e; g; i; k) e tanques-rede (b; d; f; h; j; I),
ao longo do ano (Barra = 50 um). Hematoxilina-eosina.
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Na quarta coleta (Jan-Fev/2010 — inicio do verdo - final da época reprodutiva)
ambos o0s grupos entraram na fase de regressdo (Fig. 6g e 6h), apresentando 100% de
tubulos revestidos por um EGD (Fig. 5f). Desta vez a fase espermatogonial foi mais
intensa que a meidtica, como mostram as frequéncias de tabulos contendo apenas
espermatogonias e tubulos apresentando células meidticas, que, respectivamente,
aumentaram (~ 30%) (Fig. 5a) e diminuiram (~ 80%) (Fig. 5c) de forma semelhante nos
dois grupos. As médias de IGS e diametro de tdbulos seminiferos foram maiores em
machos mantidos em VEs do que em TRs (p<0,05), porém os valores de IGS
diminuiram acentuadamente no primeiro e mantiveram-se estavel no segundo,

comparando com a coleta anterior (Figs. 4 e 7).
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Figura 7. Diametro de tabulos seminiferos de testiculo de curimbaté (P. lineatus)
mantidos em viveiros escavados (VE) e tanques-rede (TR) ao longo do ano. Letras
sobrescritas mailsculas indicam as diferencas significativas entre 0s grupos na mesma
coleta (p<0,05), enquanto as mindsculas representam diferencas significativas do
mesmo grupo entre 0s bimestres (p<0,05).

Na quinta coleta (Mar-Abr/10 - Outono) o processo de regressdo foi mais
avancado nos machos mantidos em TRs do que nos mantidos em VEs. Os valores de
IGS foram maiores nos animais em VEs (~ 0,3) do que nos em TRs (0,05) (p<0,05)
(Fig. 4). Aproximadamente, 50% e 0,1% dos tubulos seminiferos foram preenchidos

apenas por espermatogdnias, em animais mantidos em TRs e VEs respectivamente
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(p<0,05) (Fig. 5a). Em ambos os grupos houve maior frequéncia de tabulos contendo
células germinativas imaturas, como espermatogonias secundarias (Fig. 5b), e menor
frequéncia de tdbulos contendo células germinativas maduras, como espermatides e
espermatozoides maduros (Fig. 5d-e), porém a frequéncia de tubulos ainda contendo
espermatozoides no lumen foi ~ 4,5 vezes maior em animais mantidos em VEs (~ 75%),
do que em TRs (~18%) (Fig. 5e). A frequéncia de tabulos com EGD foi maior em
machos mantidos em VEs (~ 60%), porque muitos dos tubulos de machos em TRs
apresentaram maior frequéncia de tubulos revestidos apenas por espermatogonias (Figs.
5a e 5f; 6i-j), que foram tubulos de pequeno diametro revestidos por um EGC (Figs. 6] e
7).

Na sexta coleta (Mai-Jun/10 - inicio do inverno), testiculos de animais em VEs
ainda estavam em fase de regressdo, enquanto os de animais em TRs ja estavam
completamente regredidas. Niveis de IGS eram muito reduzidos em ambos 0s grupos
(Fig. 4). A frequéncia média de tubulos revestidos apenas por espermatogonias foi ~8
vezes maior em machos mantidos em TRs (~ 80%) do que em VEs (~ 10%) (p<0,05)
(Fig. 5a). As frequéncias de tUbulos contendo espermatogdnias dentro de cistos e
espermatozoides foram maiores nos animais em VEs que nos em TRs (p<0,05) (Fig. 5b
e 5e). Em ambos os grupos praticamente ndo existia mais fase meidtica (Fig. 5c) e
espermiogénica (Fig. 5d). A frequéncia dos tubulos contendo apenas espermatogonias
(Figs. 5a e 6k-I) foi maior nos animais mantidos em TRs que nos mantidos em VEs
(p<0,05). Este tipo de tubulo apresentou um didmetro reduzido (~ 50 um) (Fig. 7),
revestidos pelo EGC (Fig. 6l), e foram a grande maioria dos tubulos em machos dos
TRs (Fig. 6l), consequentemente, a frequéncia de tubulos com EGD foi maior em

animais nos VEs que nos TRs (p<0,05) (Fig. 5f).
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3.6 Esteroides gonadais

O perfil da concentragdo plasmatica de testosterona diferiu numericamente entre
0s tratamentos, no entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas durante todo
o periodo experimental (Fig. 8a). Os niveis plasmaticos de testosterona nos animais
mantidos nos VEs comecam a reduzir de forma gradativa de Jul-Ago/09 até o periodo
de Mar-Abr/10. No entanto, nos animais mantidos em TRs a concentracdo média
aumenta de forma ténue até Nov-Dez/09, quando atingem valores maximos (Fig. 8a). A
partir dai, os valores reduzem de forma similar até o final do periodo experimental (Fig.
8a).

Os perfis dos niveis plasmaticos de 11-cetotestosterona também foram distintos
entre os tratamentos. Em animais mantidos nos VEs, os valores permanecem
praticamente estaveis durante todo o periodo, com uma pequena elevacdo (significativa
no mesmo tratamento) nos meses que antecedem (Set-Out/09), e quando ocorrem, a
espermiacgéo e desova (Nov-Dez/09). Os valores individuais dos machos dos TRs foram
muito distintos, o que pode ser evidenciado pela barra de erro (Fig. 8b). Neste grupo, as
médias dos valores bimestrais foram significativamente superiores as dos animais
mantidos nos VEs na época reprodutiva (Nov-Dez/09 e Jan-Fev/10). Nos machos
mantidos em TRs, a elevacdo nos niveis de testosterona é precoce, e ocorre um bimestre
antes comrparados aos animais em VESs, no periodo entre Jul-Ago/09 e Set/Out/09,
apresentando um aumento médio de 3,5 vezes no bimestre seguinte (Nov-Dez/09 -

época de desova).
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Figura 8. (a-b) Niveis plasmaticos de (a) Testosterona (ng/mL) e (b) 11-
Cetotestosterona (ng/mL), em P. lineatus, mantidos em viveiros escavados (VE) e
tanques-rede (TR). Letras sobrescritas maitsculas indicam as diferencas significativas
entre 0s grupos na mesma coleta (p<0,05), enquanto as minusculas representam
diferencas significativas do mesmo grupo entre os bimestres (p<0,05).

3.7 Caracteristicas seminais

A média do volume de sémen liberado pelos machos mantidos em VEs foi ~2
vezes maior do que nos animais em TRs (Tabela 1). A motilidade e a taxa de
sobrevivéncia foram similares entre os tratamentos (Tabela 1), no entanto, a
concentracéo espermatica foi maior nos machos dos VEs (6,76x10™ + 0,99x10'°/mL)
comparados aos machos dos TRs (3,93x10™ + 0,55x10'°/mL) (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise de sémen de curimbata, Prochilodus lineatus, mantidos em viveiros

escavados e tanques-rede.
Médias Volume  Motilidade Sobrevivéncia Concentragdo
(mL) (s) (%) (Spz/mL)

Viveiros escavados (n=18) 1,5+0,3* 442+44" 989+05”" 6,76x10" +0,99x10"°*
Tanques-rede (n=19)  0,8+0,1% 363+22" 989+0,6" 3,93x10" +0,55x10"®

Letras sobrescritas maiusculas indicam as diferengas significativas entre os grupos (p<0,05).

3.8 Ensaio cometa

Os dados (Fig. 9a) mostram que, nos animais mantidos em VES, a porcentagem
de células com grau de danos na classe 0 (~10%), 1 (~45%) e 2 (~27%) (Fig. 10) foram
significativamente maiores comparadas aos animais mantidos em TRs (~0%; 9% e 8%).

Consequentemente, 0s animais mantidos em TRs tiveram um nivel de dano superior, ja
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que cerca de 30% dos cometas analisados estavam na classe 3 e 50% na classe 4, contra,

17% e 2%, dos animais mantidos em VEs, respectivamente (Fig. 9a e 10).

Figura 9. (a-b) Analise de danos de DNA do sémen de reprodutores de P. lineatus
mantidos em viveiros escavados (VE) e tanques-rede (TR). (a) Frequéncia por classe de
danos (%) e (b) Indice de danos (%). Asteriscos indicam as diferencas significativas
entre os grupos (p<0,05).

Os resultados (Fig. 9b) com indices de danos variando de 0 a 400, representando
todos os espermatozoides sem danos ou todos danificados, respectivamente, mostra que
animais mantidos em VEs tiveram indices de danos significativamente menores
(~160%) comparados aos animais em TRs (~320%), representando, o dobro de danos
nos espermatozoides dos animais mantidos em TRs. No entanto, dos danos

representados pelos animais dos VEs, ~70% eram danos de classe 1-2, e ~80% dos

danos representados nos animais dos TRs eram de classe 3-4 (Figs. 9a e 10).

Classe 0 Classe 1 Classe 2

Classe 3 Classe 4

Figura 10. Classes de danos (0-4) de DNA de acordo com a intensidade de
fragmentagéo na cauda do cometa.
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3.9 Desempenho reprodutivo

Ovdcitos fertilizados com sémen dos peixes mantidos em TRs tiveram taxas de
fertilidade e eclosdo menores do que quando fertilizados com sémen dos machos de
VEs (68,4 £ 10,1 e 82,8 = 7,7%; 38,4 £ 5,3% e 51,0 £7,7%, respectivamente) (Tabela
2).

Tabela 2. Média e erro padrdo das taxas de fertilidade de ovos e eclosdo de larvas de

curimbata, Prochilodus lineatus, comparada em viveiros escavados (VE) e tanques-rede
(TR).

P. lineatus Fertilidade (%) Ecloséo (%)

Macho VE X Fémea VE 82,8 + 07,66 " 51,0+7,71 "

Macho TR X Fémea VE 68,4 + 10,14 ° 38,4 +5.27°
Letras sobrescritas maiusculas indicam as diferengas significativas entre os grupos (p<0,05).

4 DISCUSSAO

4.1 Estrutura testicular

A disposicdo dos testiculos dos exemplares de P. lineatus utilizados neste
experimento foi semelhante as descritas por Alexandrino et al. (1985) e Vicentini et al.
(2001) na mesma espécie. Estes autores referem-se aos testiculos como 6rgaos pares,
livres nas porc¢des anterior e média, unidos no terco final e formando um unico ducto
espermatico principal na regido superior. Durante o ciclo reprodutivo os testiculos dos
animais do presente estudo apresentaram algumas variagdes no tamanho, volume e
vascularizagéo, porém néo foram observadas mudancas de coloragdo destes nas mesmas
coletas.

Os testiculos de curimbata (P. lineatus) apresentam um sistema de tubulos
ramificados desde a periferia (Vicentini et al,. 2001). No entanto, aparentemente a
trajetoria dos tubulos seminiferos da periferia até o ducto principal é muito tortuosa
impedindo a obtencdo de cortes longitudinais com todas as extensdes dos tubulos

seminiferos. De acordo com a organizagdo do compartimento germinativo (Grier e
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Uribe-Aranzabal, 2009), o tipo do testiculo e o padrdo estrutural apresentado pelos
animais desse trabalho foi o tubular anastomosado com padrdo espermatogonial
irrestrito. Segundo Grier et al. (1980 e 1981), esse € 0 padréo encontrado em peixes das
familias Cyprinidontidae, Cryziatidae, Bellonidae e Exocoetidae. Segundo esses
autores, este tipo de testiculo € tipico dos teledsteos, Romagosa et al. (1999 e 2000) e
Vicentini et al. (2001) também encontraram 0 mesmo padrdo em Brycon cephalus e P.
scrofa, respectivamente. Assim como, em outras espécies de peixes, como 0 Piaractus
mesopotamicus (Cruz-Landim et al., 2005), a espermatogénese do P. lineatus ocorre
dentro de cistos, enquanto em outras espécies como as da classe Blennidae, Neoceratis
spinifer e Lepadogaster lepadogaster, a espermatogénese € semi-cistica, ja que parte do

processo ocorre fora de cistos.

4.2 Caracteristicas gerais

Os resultados mostraram que machos de P. lineatus mantidos nos TRs,
produziram espermatozoides de baixa qualidade. Os efeitos do manejo inadequado
foram observados durante todo o processo anual de espermatogénese, principalmente,
na época de reproducgdo, quando o valor médio do IGS dos animais mantidos em TRs
foi ~2,5 vezes menor do que nos de VEs. Um aumento gradual nos valores de IGS, apds
0 processo de maturacéo testicular, tem sido amplamente reportado para varias espécies
reofilicas, incluindo o Piaractus mesopotamicus (Gazola e Borella, 1997) e o
Pseudoplatystoma fasciatum (Batlouni et al., 2006). Assim, a auséncia de um pico de
IGS, para P. lineatus mantidos em TRs durante a época de espermiacdo e desova,
provavelmente esta associado em reflexo a um processo espermatogénico insuficiente,
com testiculos apresentando tdbulos seminiferos de diametro reduzido e

predominantemente revestidos por células espermatogénicas imaturas.
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Diversos trabalhos tém mostrado que condic¢des inadequadas podem impactar na
producédo e a qualidade dos espermatozoides em peixes. Neste contexto, destacam-se 0s
trabalhos que mostram os efeitos da exposic¢do cronica ou a curtos periodos a hipoxia
(Wu, 2009). Exposicdes cronicas a baixos niveis de oxigénio dissolvido podem reduzir
o tamanho dos testiculos, retardar a espermatogénese e o desenvolvimento testicular, em
peixes (Wu, 2009). Carpas (Cyprinus carpio) (Wu et al., 2003) e corvinas do Atlantico
(Micropogonias undulatus) (Thomas et al., 2006 e 2007) submetidas a hipdxia (1,0
02mg e 1,7mg de O,L™ por 8 e 10 semanas, respectivamente) apresentaram,
respectivamente, reducdo de 40% e 50% no IGS, retardo no desenvolvimento testicular
e na qualidade dos espermatozoides. Ainda neste contexto, devemos mencionar que nao
sO a hipoxia, mas outros agentes podem reduzir a qualidade dos espermatozoides em
peixes. Exemplares machos de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) periodicamente
retirados da &gua e expostos ao ar (exposicdo repetida ao estresse agudo) durante 9
meses, apresentaram reducéo significativa na qualidade dos espermatozoides (Campbell
et al., 1992). No caso do P. lineatus, os reflexos do sistema inadequado de manejo
foram similares aos descritos previamente, com retardo e encurtamento da estagédo
reprodutiva, redugdo de mais de 60% no IGS (na época reprodutiva), e na qualidade dos
gametas. Desta forma, serdo aqui discutidos de forma pioneira 0s mecanismos pelos os
quais 0 manejo inapropriado impacta a espermatogénese e a qualidade do sémen em

peixes reofilicos sul-americanos.

4.3 Sistemas de producéo

Com relacdo ao uso de TRs, a literatura é extremamente escassa para peixes
migradores nativos, e um Unico trabalho mostrou recentemente que machos de Rhamdia
quelen (peixe reofilico da América do Sul), mantidos em TRs, podem apresentar ciclo

reprodutivo normal e produzir espermatozoides (Reidel et al., 2010). No estudo com R.
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quelen, a densidade de estocagem foi maior do que a deste (6,8 kg.m™), variando de
~15-25 kg.m™; os TRs foram maiores (300 m®) que os de P. lineatus (6 m®); e o niimero
de P. lineatus (100/ TR) foi menor que o de R. quelen (350/TR). Finalmente, em relacéo
aos niveis de oxigénio dissolvido, os valores aqui obtidos foram 3,77 + 0,46 e 2,04 £
0,35 mg.L™, em animais mantidos em VEs e TRs, respectivamente; enquanto que 0
nivel para o estudo com R. quelen foi 7,40 + 0,1 mg.L™. Analisados de maneira
abrangente, estes dados sugerem que é possivel criar reprodutores, reofilicos, em TRs,
desde que consideremos as caracteristicas individuais de cada espécie e tendo especial
cuidado para fornecer agua de boa qualidade.

Neste contexto, o objetivo deste estudo ndo foi avaliar os efeitos de variaveis
isoladas, tais como densidade de estocagem, volume do tanque ou o numero de
individuos por tanque, sobre o desempenho reprodutivo de P. lineatus, mas avaliar o
efeito global do manejo inadequado e seus respectivos mecanismos de dano sobre a
espermatogénese e o desempenho reprodutivo da espécie. Alem disso, as diferencas
relacionadas com o comportamento natural de cada espécie devem ser consideradas. R.
quelen (Reidel et al., 2010) é um bagre onivoro com tendéncia carnivora, enquanto que
P. lineatus é um peixe ili6fago que se alimenta principalmente no fundo de lagoas/rios
(Rios et al., 2011). Neste caso, € possivel que os exemplares de P. lineatus sofreram um
maior impacto nutricional que os exemplares de R. quelen, ja que os TRs limitam o
acesso dos peixes ao fundo do viveiro. Sendo assim, a comparacdo dos dados ndo é
adequada e se torna ainda mais dificil quando as condi¢fes experimentais (ambiente,
densidade, qualidade da &gua e clima) variam entre os estudos. Assim, para definir os
efeitos dos sistemas de criacdo (tanques-rede ou viveiros escavados) sobre a
espermatogénese e o desempenho reprodutivo de qualquer espécie reofilica, é relevante

considerar tantas variaveis quanto possiveis relacionadas com cada espécie de peixe.
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4.4 Histomorfometria dos testiculos

Mudancas histologicas nos testiculos durante o ciclo reprodutivo foram
diferentes nos animais dos dois sistemas estudados. Nos meses de julho e agosto/09,
~70% e ~15% dos tdbulos seminiferos analisados, dos animais de TRs e VEs, eram
revestidos apenas por espermatogdnias. Em contrapartida, no mesmo periodo, nos
animais mantidos em VEs foi encontrado um percentual quase 6 vezes maior de tubulos
que ja apresentavam cistos de espermatides. Estes resultados indicam que o manejo
inadequado afetou a espermatogénese ainda nos meses de inverno, com reflexos diretos
sobre a performance reprodutiva dos peixes (reducdo da concentracdo e volume
espermatico seis meses depois, durante a época de reproducdo (Nov/09-Fev/10).

Neste contexto, € sabido que a disponibilidade reduzida de alimento, por si s0,
pode causar supressdo da gametogénese e reducdo da fertilidade em peixes (Campbell et
al., 1992). O problema maior é distinguir entre as consequéncias diretas de agentes
estressores na reproducdo e as consequéncias indiretas devido a fatores nutricionais
(Tyler et al., 1990). Em juvenis de Brycon insignis (uma espécie de peixe reofilico
nativo), elevadas densidade de estocagem (6 peixes.m™) reduziram a massa corporal, 0
comprimento final, o ganho de peso e a eficiéncia na conversdo alimentar em
comparacdo com o grupo mantido em densidade reduzida (3 peixes.m™) (Tolussi et al.,
2010). No entanto, ndo se pode excluir o efeito direto de agentes estressores diretamente
na reproducdo, uma vez que Campbell et al. (1992), demonstraram que peixes
submetidos ao estresse crénico ndo apresentaram diferencas nem de peso nem de
comprimento, mas sim uma reducdo significativa na concentracdo espermaética e
reducdo nas taxas de sobrevivéncia de larvas produzidas com estes gametas.

No nosso estudo ndo foi possivel estabelecer se o impacto sobre a

espermatogénese foi efeito direto das condi¢cBes de manejo aplicadas, ou se foram
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consequéncias indiretas do desenvolvimento, evidenciadas pelas reducbes dos valores
médios de K e massa corporal nos machos mantidos em TRs. No entanto, fica claro que
as condicdes propiciadas nos TRs, como alta densidade de estocagem e agua de baixa
qualidade, sdo muito proximas aquelas encontradas em viveiros de muitas pisciculturas.
Estes fatores, aliados a falta de manutencdo de viveiros, ndo retirada de materia
organica e baixa renovacao de dgua, criam um sistema complexo de variaveis negativas
sobre o crescimento e desempenho reprodutivo de reprodutores. Diversos trabalhos
abordaram variaveis isoladas sobre o desempenho reprodutivo dos peixes, tais como:
volume de tanque insuficiente (Buchet et al., 2008), fotoperiodo inadequado (Fontaine
et al., 2006), alimento de ma qualidade (Reidel et al., 2010), exposicao a fertilizantes
(Ram e Sathyanesan, 1986) e particularmente hipoxia (Wu et al., 2003; Shang et al.,
2006; Landry et al., 2007; Thomas et al., 2007; Wu, 2009). No entanto, em viveiros de
piscicultura estas varidveis estdo presentes todas ao mesmo tempo. N&o obstante,
devemos considerar também que as variacbes ambientais extremas que ocorrem em
regides tropicais ao longo dos dias, meses e anos, ndo podem ser simuladas,
considerando apenas variaveis isoladas.

Desta forma, nos proximos paragrafos vamos nos ater a discutir 0s possiveis
mecanismos pelos quais a espermatogénese foi impactada, e ndo sobre o efeito de

variaveis especificas em separado, uma vez que nao foi a proposta deste estudo.

4.5 Espermatogénese

De acordo com Grier (2002) o testiculo de peixes apresentam duas funcgdes
basicas: produzir e estocar espermatozoides. A medida que o ciclo reprodutivo avanca a
funcdo principal dos testiculos, que era de produzir espermatozoides, passa a ser 0
estoque de espermatozoides. Nesta mudanca, o epitélio germinativo continuo (com

funcdo de producdo de espermatozoides) passa a ser substituido por um epitélio
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germinativo descontinuo (com funcéo de estoque de sémen). Os dois tipos de epitélio
ocorrem simultaneamente na godnada, no entanto o EGC é predominantemente
encontrado em testiculos em maturagdo inicial e se caracteriza quando os tubulos
apresentam toda sua extensao revestida por células germinativas. Por outro lado, 0 EGD
ocorre predominantemente em testiculos em maturagédo final e em regressdo, onde os
tubulos apresentam areas sem revestimento de células germinativas (Grier, 2002). Neste
contexto, uma frequéncia significativamente maior de tdbulos com EGD, nos animais
dos VEs, em novembro (época reprodutiva), indica uma clara transicdo na funcgéo
testicular de produzir para estocar espermatozoides. Nos machos mantidos em VESs esta
transicdo coincide com pico de IGS e época de desova, quando os testiculos ja estdo
repletos de espermatozoides. Por outro lado, nos animais de TRs a frequéncia de tabulos
revestidos com EGD é 8 vezes menor do que em VES, na época reprodutiva ndo ha um
pico de IGS, e os testiculos apresentam uma frequéncia significativamente maior de
tibulos com proliferacdo de espermatogobnias e atividade meidtica, em plena estacdo de
desova.

Ainda neste contexto, devemos mencionar ndo s6 o atraso na espermatogénese,
mas também o encurtamento na época de espermiacdo dos machos de TRs. Ao final da
época de desova (Mar-Jun/10), a presenga de tubulos com EGC predominantemente
revestidos apenas por espermatogdnias e desprovidos de espermatozoides é muito mais
acentuada e surge de forma mais abrupta nos animais de TRs. Por outro lado, foi
constatada uma frequéncia 8 vezes maior de tObulos que ainda apresentavam
espermatozoides nos testiculos dos machos mantidos em VEs do que em TRs.

Nossos resultados revelaram, também, outra forma de impacto na
espermatogénese nos peixes de TRs, que foi a reducdo no diametro dos tabulos

seminiferos. O diametro dos tubulos esta ligado diretamente a uma frequéncia maior de
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proliferacédo de células de Sertoli (Schulz et al., 2005, Nobrega et al., 2009). Em peixes,
diferentemente dos mamiferos, as células de Sertoli continuam proliferando por toda a
vida do animal, sem cessar na puberdade, sendo o principal mecanismo responsavel
pelo crescimento do testiculo de peixes ao longo do ano, por meio do aumento do
didmetro e comprimento dos tubulos (Schulz et al., 2005). Desta forma, muito
provavelmente nos machos de TRs as células de Sertoli ndo proliferaram de forma
apropriada, o que pode estar ligado a reducdo significativa no diametro dos tabulos
seminiferos a partir de Set-Out/09, que perdurou por todo periodo experimental. Desta
forma, seria interessante em futuras abordagens avaliar este aspecto em reprodutores
submetidos ao estresse cronico, uma vez demonstrado recentemente, que a exposicao de
tildpias a temperaturas baixas ou elevadas, também pode alterar a taxa de proliferacdo
das células de Sertoli (Alvarenga e Franca, 2009).

Além disso, cada célula de Sertoli em peixes pode dar suporte a cerca de 100
espermatides, muito mais do que qualquer espécie de mamifero ja descrita (Matta et al.,
2002; Vilela et al., 2003; Schulz et al., 2005). Desta forma, obviamente quéo maior for
0 numero de células de Sertoli, maior serd a concentragdo final de espermatozoides
(Schulz et al., 2010). Neste estudo, as concentracfes espermaticas foram
significativamente menores nos machos de TRs, corroborando a ideia de que as células
de Sertoli destes peixes tiveram uma taxa de proliferacdo reduzida, contribuindo para a

uma menor concentragdo espermatica neste grupo.

4.6 Esteroides gonadais

As concentracfes plasmaticas de testosterona, de P. lineatus, foram similares
entre os tratamentos e ndo se associam com as diferencas encontradas ao longo do ciclo
reprodutivo entre os grupos. Além disso, em ambos os tratamentos, os valores foram

muito heterogéneos, dentro dos grupos, durante as fases de maturagéo e desova (Jul/09-
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Fev/10), impossibilitando o estabelecimento de alguma concluséo coletiva. Os valores
de testosterona, dos machos mantidos em VEs e TRs, apresentaram perfil similar aos
descritos para o pacu, outra espécie reofilica sul-americana, com valores maiores no
periodo de maturacdo e reducdo apds a época reprodutiva. No entanto, os valores
médios mais altos descritos para o pacu (2300 pg/ml) foram aproximadamente 10 vezes
superiores aos valores mais elevados obtidos com o P. lineatus (~250 pg/ml), podendo
ser esta uma caracteristica de cada espécie.

Com relacdo a 11-KT, os valores foram homogéneos durante todo periodo
experimental nos animais dos VES, que apresentaram um pico na estacdo de desova,
com perfil similar aos obtidos com pacu, Piaractus mesopotamicus (Gazola e Borella et
al., 1997). Em ambos os tratamentos (VE e TR) houve uma elevacdo de 11-KT na época
de maturacdo e reducdo apds a época de desova. No entanto, assim como para a
testosterona, no pacu os valores mais altos de 11-KT foram mais elevados (2300 pg/ml)
que no P. lineatus (700 e 100 pg/ml respectivamente para TR e VE). As principais
diferengas entre os machos de VEs e TRs foram encontradas na estacdo de desova
(Nov/09-Fev/10) onde os valores foram ~7 vezes maiores nos machos de TRs. Além
disso, nos machos de TR os niveis desta substancia comecaram a se elevar em Set-
Out/09, dois meses antes que em VE. A 11-cetotestorona € o hormdnio mais potente na
indugdo da espermatogénese em peixes (Nagahama e Yamashita, 2008), e relaciona-se
principalmente com as fases espermiogénicas (Nébrega et al., 2009). No entanto, nao
foi encontrada uma relagéo direta entre os maiores niveis médios desta substancia em
TR, com qualquer parametro de desenvolvimento testicular analisado. Além disso, 0s
niveis de 11-cetotestorona foram muito distintos entre os individuos de TR, podendo ser
uma resposta ao estabelecimento de dominancia entre os mesmos, ou refletir uma

condicdo seguramente de maior estresse nos TRs, ja que existe uma correlacdo positiva
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entre 11-KT e cortisol (Milla et al., 2009, Gupta e Kalbach, 2011). No entanto, torna-se
dificil a interpretacdo destes dados devido a enorme variacdo de valores entre animais
do mesmo grupo. Desta forma, os niveis de testosterona e 11-KT ndo explicam as

diferencas encontradas entre 0s grupos.

4.7 Parametros espermaticos

Com relacdo aos parametros espermaticos analisados, as principais diferencas
entre os grupos foram o volume e a concentracdo de espermatozoides, que foram
respectivamente 2 e ~ 1,7 vezes maior para 0s machos de VE em relagdo aos de TR.
Como dito anteriormente, as células de Sertoli estdo diretamente associadas com estas
duas fungdes, tanto por participar da producdo do liquido seminal quanto por dar
suporte para a formacéo de espermatozoides (Schulz et al., 2010). Desta forma, futuras
abordagens poderiam investigar os mecanismos pelos quais estas células séo alteradas
em condicdes inadequadas de manejo. Ainda neste contexto, os resultados obtidos com
a técnica do cometa trazem uma importante reflexdo sobre os métodos de anélise do
sémen. Neste estudo, a taxa de sobrevivéncia e motilidade espermética foram similares
entre 0s grupos, e sdo parametros amplamente utilizados para se falar sobre a qualidade
dos gametas masculinos (Lubtzens et al., 2010). No entanto, o nivel de fragmentacéo do
DNA dos espermatozoides medidos pela extensdo das caudas dos cometas (Green et al.,
1996) indica uma quantidade significativamente maior de danos nos animais de TRs,
justificando uma redugé&o significativa, nas taxas de fertilidade e eclosdo, obtidas com o
uso de sémen de machos deste grupo em relacdo as obtidas com uso de sémen de
machos de VEs. De acordo com Lubtzens et al. (2010), a principal forma de se avaliar a
qualidade dos gametas, € checar a sua capacidade de fecundar gametas do sexo oposto.

Desta forma, concluimos que as condicGes propiciadas nos TRs nao sé reduziram a
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quantidade de sémen e gametas produzidos nos animais de TRs, como também a

qualidade dos mesmos.

5 CONCLUSAO

De forma similar a outros peixes submetidos a condig¢des adversas (revisdo em
Wu, 2009), os peixes em TR tiveram sua espermatogénese prejudicada, mas ndo
interrompida. Estes fatos ficam claros ao avaliar a dindmica do processo de aumento e
reducdo de IGS entre os tratamentos ao longo do ano, que apresentou perfil similar. No
entanto, mesmo com todas estas caracteristicas adversas, os machos em TRs foram
capazes de produzir quantidades razoaveis de espermatozoides. Este fato traz uma
importante reflexdo e preocupagdo com medidas tomadas empiricamente por
produtores, que ndo selecionam os doadores de sémen para fecundar a desova e
frequentemente usam qualquer macho disponivel, que libere alguma quantidade de
sémen em exames de palpacdo. Neste caso, nossos resultados mostraram
definitivamente que reprodutores de P. lineatus mantidos em condic¢Ges inadequadas
produzem gametas de baixa qualidade. Além disso, os resultados obtidos ao longo do
ano, em analises periddicas, mostram que mesmo no inverno, muito tempo antes da
desova (seis meses), 0os machos de P. lineatus ja sdo susceptiveis ao manejo

inapropriado.
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