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RESUMO

A conservacgao da ictiofauna tem sido um grande desafio diante de agbes
antropicas que sdo resultantes do elevado interesse econbmico atual, os quais
acarretam na superexploracado de recursos naturais. Uma destas ag¢des foi a Usina
Hidrelétrica de Belo Monte, que ocasionou a desestruturacdo da regido do Médio
Xingu, que possui um ambiente rico em corredeiras e diversidade de espécies.
Hypancistrus zebra € uma espécie endémica dessa regido e se encontra ameacgada
de extingéo, devido a sobrepesca destinada ao mercado aquarista e agravada com a
implementacdo da UHE Belo Monte, que desestruturou a qualidade ambiental e o
curso do rio. Diante disso, € notéria a importancia de estudos que visem a
conservacao de espécies que sdo ameacgadas em decorréncia da construgao destes
empreendimentos e uma das alternativas é a reproducao ex situ. Dessa forma, é
importante se avaliar a qualidade espermatica destas, sendo crucial para
determinacao do sucesso de fertilizagao. Tal analise € baseada no estudo qualitativo
de alguns parametros seminais e espermaticos como volume do sémen coletado,
concentragao espermatica, taxa de motilidade espermatica, duragédo da motilidade,
vigor espermatico, integridade de membrana e morfologia espermatica. Para tanto, se
€ utilizado indutores hormonais, entre eles o extrato bruto de hipdéfise de carpa
(EBHC), o qual foi utilizado neste estudo e se mostrou eficaz nos parametros de vigor
espermatico, aumentando a qualidade do espermatozoide, para morfologia
espermatica normal, sendo diminuido a quantidade de anomalias espermaticas em
peixes induzidos e, no volume seminal, com o aumento na producgao de fluido seminal
que permite uma maturagéao final dos gametas mais eficaz. Logo, se observou que o
EBHC permite uma maior qualidade seminal e ndo tem acdo direta na

espermatogénese.

Palavras-chaves: Aquicultura, reproducao animal, hipofizagdo, conservacao.



ABSTRACT

Ichthyofauna conservation has been a major challenge in the face of anthropic
actions resulting from the current high economic interest, which result in the
overexploitation of natural resources. One of these actions was the Belo Monte
Hydroelectric Power Plant, which caused the disruption of the Middle Xingu region,
which has an environment rich in rapids and species diversity. Hypancistrus zebra is
an endemic species of this region and is threatened with extinction due to overfishing
for the aquarium market and aggravated by the implementation of Belo Monte HPP,
which has disrupted the environmental quality and the course of the river. Given this,
the importance of studies aimed at the conservation of species that are threatened as
a result of the construction of these enterprises is notorious and one of the alternatives
is ex situ reproduction. Thus, it is important to evaluate their sperm quality, being
crucial to determine the success of fertilization. Such analysis is based on the
qualitative study of some seminal and sperm parameters such as collected semen
volume, sperm concentration, sperm motility rate, motility duration, sperm vigor,
membrane integrity and sperm morphology. Therefore, if hormonal inducers are used,
among them crude carp pituitary extract (EBHC), which was used in this study and
was effective in the parameters of sperm vigor, increasing the quality of sperm for
normal sperm morphology. decreased sperm anomalies in induced fish and seminal
volume, with increased seminal fluid production allowing more effective final gamete
maturation. Therefore, it was observed that EBHC allows a higher seminal quality and

has no direct action on spermatogenesis.

Keywords: Aquaculture, animal reproduction, hypophization, conservation.
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1. INTRODUGAO
Hypancistrus zebra, conhecido popularmente como “acari-zebra”, “zebra-
imperial”, pertence a subfamilia Ancistrini da ordem Siluriformes e é caracterizada pelo
seu pequeno porte, atingindo em média 8 cm quando adulto, corpo com listras
obliquas brancas e pretas dispostas horizontalmente ao longo do corpo e lateralmente
na regido da cabega, formando um “E” no focinho (ARMBRUSTER; LUJAN;

TAPHORN, 2007). (Figura 1)

Figura 1. Hypancistrus zebra adulto em toca feita com barro, contida em aquario. Foto: arquivo pessoal.

Esta espécie € endémica da regidao denominada Volta Grande, na bacia
hidrografica do Xingu, ocorrendo em uma area com aproximadamente 100 Km
(CARDOSO et al., 2016). Esta regiao se caracteriza pela abrangéncia de aguas
I6ticas, as quais determinam condi¢des cruciais para a sobrevivéncia da espécie, bem
como a elevada presencga de oxigénio dissolvido, existéncia de sedimentos, as quais
conferem abrigo e protecdo, e as poucas fontes de matéria organica (MAGALHAES,

2018).

O Rio Xingu, com sua extensido de 520.000 Km?*(SOUSA, 2015) é uma bacia

com rica histéria geomorfoldgica que resultou em uma diversidade de micro-habitats,



principalmente os de corredeira, que consequentemente acarretam em uma ampla
diversidade de espécies(SAWAKUCHI et al., 2015). Dentre os peixes ocorrentes neste
rio e especificamente em corredeiras se destacam as espécies da familia Loricariidae
da ordem Siluriformes, conhecidos popularmente como cascudos, plecos, acaris
(CAMARGO; GIARRIZZO; ISAAC, 2004). Essa bacia possui cerca de 60 espécies de
loricarideos, agrupadas em 25 géneros, sendo que 18 espécies sao endémicas e

cerca de 15 ainda n&o séo descritas (CRAMER; SOUSA, 2016)

Dentre as espécies da familia Loricariidae, H. zebra é considerada uma das
espécies de maior importancia ornamental, 0 que ocasionou sua demasiada pesca
para o mercado aquarista desde o fim da década de 1980, o que acarretou na
diminuicao da populacao desta espécie (PEREIRA, 2018). E devido a sua sobrepesca
e caracteristica de espécie K estrategista (ADAMS, 1980; WINEMILLER, 1989)
baseado em um conjunto de caracteristicas (VAZZOLER, 1996), como por exemplo
ter poucas reproducdes ao longo do ano e, ainda, baixa fecundidade, (média de 13
ovos por reproducédo) (RAMOS, 2016), levou-se sua classificagdo no Livro Vermelho

como Espécie Ameacada de Extingdo (ICMBIO, 2018).

Hypancistrus zebra, possui uma elevada importancia no mercado aquarista por
suas caracteristicas como padrao de coloracéo, pequeno porte, formato corporal e por
ser considerado um animal de deslocamento lento, além do seu elevado valor
(PEREIRA, 2018). Como sua captura é proibida, sua criagdo em cativeiro € um
importante mecanismo para a conservacao e preservacgao de espécies ameacgadas de

extingéo.

Dentre os estudos ja realizados com a espécie alguns tratam sobre os

diferentes fenotipos da espécie (CARDOSO et al., 2016), sobre o0 genoma mitocondrial



(MAGALHAES et al., 2017), como a temperatura influencia no comportamento do
animal (CRUZ, 2017), a biodiversidade molecular desta espécie (MAGALHAES, 2018)
e sobre os tipos de abrigos mais eficientes para a criagcao destes em aquarios

(FUJIMOTO et al., 2014).

Entretanto, mesmo o Brasil possuindo a biodiversidade aquatica mais rica do
mundo, ainda ndo se ha mecanismos de reprodugédo em larga escala dessas
espécies. Muitas tentativas de reprodugcao sao realizadas, mas a lacuna sobre a
ecologia e reprodugédo das espécies, principalmente ornamentais, ainda € grande e
isso ocasiona uma grande perda de espécimes (RAMOS, 2016). Segundo o mesmo
autor, a aquariofilia nos demais paises apresenta um elevado conhecimento sobre as
espécies e na aplicagdo de tecnologias, que resultam na reproducao eficaz de

Hypancistrus zebra em cativeiro.

Diante disso, torna-se necessario o desenvolvimento de estudos que fornecam
conhecimentos sobre espécies com risco de extingao para que se estabeleca medidas
para conservagcao das mesmas, frente a grandes impactos ambientais causados por

agdes antropicas, como € o caso da construcdo de Usinas Hidrelétricas.

A reproducgao ex situ € uma alternativa para mitigar estes impactos a espécies
ameacadas de extingdo. Entretanto, a reproducao de peixes é dependente de fatores
ambientais, tais como: parametros fisico-quimicos da &agua; disponibilidade de
recursos; idade de maturagdo e migracao, sendo este ultimo, uma caracteristica

primordial para uma representatividade de peixes da bacia amazénica (LIMA, 2015).

Para que ocorra a reproducdo ex situ de espécies que dependem de
determinadas variaveis ambientais, utiliza-se indutores hormonais para induzir esta

acao, tais como: o extrato bruto de hipofise de carpa (LENZ et al., 2018; RICARDO;



GUERREIRO, 2015), ovopel (CARVALHO, 2016); acetato de buserelina (PAULINO et
al., 2011), gonadorelina (JUNIOR; BOMBARDELLI; NUNER, 2017). Esses horménios
agem no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (ALMEIDA, 2013), estimulando a
maturacao final de gametas (SOUSA, 2015) através da sua agcdo nos processos
endocrinos relacionados a funcionamento gonadal dos peixes (ALMEIDA, 2013),

resultando em reprodugéo.

Entre esses, o extrato bruto de hipéfise de carpa é comumente utilizado na
aquicultura (ARIKI, 2019; EMBRAPA, 2012; LOPES et al., 2015; PASSINI et al., 2013;
PINHEIRO et al., 2016; STREIT JUNIOR et al., 2003), por sua facil aplicabilidade e
processo de armazenamento, nao dependendo de refrigeragdo, sua dosagem pode
ser obtida facilmente baseada no peso do animal que sera induzido, além de nao
interferir no processo de gametogénese (LENZ et al., 2018). Entretanto, hipdfises
podem conter quantidades distintas de horménios, podendo influenciar no resultado
de inducado (CARVALHO, 2016). O mesmo autor também relata que outra dificuldade

encontrada é a disponibilidade de espécies adequadas para obtengao desta glandula.

Além disso, o efeito destes hormonios sobre a maturacao final de gametas sofre
influéncia da dosagem aplicada e da temperatura em que o0s animais sao
acondicionados apdés o processo de indugdo (CARVALHO, 2016; DA SILVA
OLIVEIRA, 2016). Sendo necessario o monitoramento da temperatura da agua a cada
hora apds a indugdo hormonal para obtencdo do somatério das unidades térmicas
acumuladas (UTAs) que, em conjunto ao acompanhamento da evolugdo do
comportamento reprodutivo, indicara a hora-grau estimada para a espécie, ou seja, 0
momento em que o0s peixes estardo prontos para a liberagéo de seus gametas (FILHO;

WEINGARTNER, 2007). Para a padronizagao de seu trabalho de coleta de sémen do



Hypancistrus zebra, Caldas e Godoy (2019), estimaram a hora-grau de 245 UTAs,

obtida 8:30h apds a hipofizacao, a uma temperatura de 28°C.

Como ja demonstrado em alguns estudos, o uso de indutores hormonais pode
influenciar a qualidade de alguns parametros seminais e espermaticos. Sabendo-se
que ja foi realizada a caracterizagao seminal de Hypancistrus zebra por Caldas e
Godoy (2019) através de indugdo hormonal com hipéfise de carpa, considera-se
importante avaliar o efeito deste indutor para que assim, a reproducio induzida da

espécie seja eficiente.

Diante disso, o presente estudo visa analisar o efeito da indugdo hormonal na

qualidade espermatica do sémen de Hypancistrus zebra.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Analisar a influéncia da indugao hormonal com uso de hipdéfise de carpa na

qualidade espermatica de Hypancistrus zebra.

2.20bjetivos Especificos
e Comparar as caracteristicas espermaticas entre os tratamentos induzidos
por EBHC e nao induzidos;
o Avaliar caracteristicas espermaticas: taxa de motilidade, vigor espermatico,

duracao da motilidade e integridade de membrana.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento amostral

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Aquicultura de Peixes
Ornamentais do Xingu (LAQUAX), na Universidade Federal do Para, campus de
Altamira, no periodo de 25 a 30 setembro de 2019 sob autorizagdo do comité de ética
para uso animal em pesquisa (CEUA) n® 274188368-80/UFPA. Os individuos da
espécie Hypancistrus zebra utilizados nos experimentos foram adquiridos sob
autorizacao do SISBIO (licenga n°47941-5).

A qualidade da agua do aquario em que os peixes estavam acondicionados, foi
constantemente monitorada, mantendo os padrdes naturais do rio Xingu, sendo pH
entre 6,5 e 7,0, temperatura de 28 a 32° C e condutividade elétrica abaixo de 100
mS/cm?® (ARIKI, 2019). Os individuos foram originalmente alocados em aquarios de
60 L, com densidade de estocagem de 0,5 cm/L (peixe/agua), sendo estes
pertencentes ao laboratério e permanecem sob cuidados ha mais de seis meses.

Para a alimentacao dos peixes foram utilizadas ragao seca comercial da marca
Dr. Bassler Biofish Food, sendo composta de 54 % de proteina, 16 % de 6leo e
gordura bruta, 4 % de fibra e 10 % de calcio, e tendo alimentagao fornecida uma vez

ao dia.

3.2 Procedimentos experimentais
3.2.1 Indugao hormonal

Neste estudo foram utilizados 48 espécimes de Hypancistrus zebra com peso
médio de aproximadamente 5 g. Os animais foram divididos em dois grupos, com 24

peixes cada, para realizacdo de dois tratamentos: um de indugdo hormonal com



extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), na concentragao de 3 mg.kg™' por peixe; e,
outro sem indug¢do hormonal.

A solucao indutora de EBHC foi previamente preparada, a partir da maceragao
com gral e pistilo, de uma hipéfise de 3 mg, acrescida de uma gota de glicerina (para
aglutinar as particulas) e 1 mL de solugao salina fisiolégica (0,9% NaCl) para diluigao
da solugdo hormonal (ZANIBONI-FILHO; WEINGAETNER, 2007). Aliquotas dessa
solucao foram utilizadas proporcionalmente a massa de cada peixe.

3.2.2. Anestesia

Tanto para o procedimento de indugdo hormonal, quanto para o procedimento
de coleta seminal, os peixes foram anestesiados individualmente, previamente, em
banho de solugdo de Eugenol, na concentragdo de 30 mg/ L, adequada para espécie
conforme testes pilotos de anestesia. Quando acondicionados a solugao foi observado
o efeito da sedacdo até o momento que o peixe ndo respondesse aos estimulos e
perdesse o equilibrio, permanecendo com a parte ventral do corpo voltada para cima

(PINHEIRO et al., 2016).

3.2.3 Coleta seminal

Apds o procedimento de anestesia individual, cada peixe foi avaliado quanto a
sua biometria, para o lote de peixes do tratamento de indu¢do hormonal, a
mensuracdo da massa possibilitou o preparo da injegcdo, a qual foi aplicada
intraperitonialmente, na base da nadadeira peitoral direita, no sentido caudal-cranial,
em seguida, o peixe foi introduzido em aquario de recuperacao de anestesia.

Apods induzidos hormonalmente e recuperados da anestesia, os peixes foram
acondicionados em aquarios de 30 L de capacidade, dotados de equipamentos de

oxigenacgao, filtragem e aquecimento. A temperatura da agua foi monitorada a cada



hora, para a verificagcdo de 245 unidades térmicas acumuladas (UTA), conforme
procedimentos de Caldas e Godoy (2019).

Apods aproximadamente 8:30 h do processo de indugao, a temperatura de 28°
C, atingindo-se 245 UTA, os mesmos peixes induzidos anteriormente, tiveram seu
sémen coletado segundo método mostrado em Caldas (2018) e Caldas e Godoy
(2019). Ambos os lotes de peixes dos dois tratamentos tiveram o seu sémen coletado
individualmente apds novo procedimento de anestesia individual, realizado conforme
mencionado anteriormente.

O volume de sémen coletado foi estimado a partir da relagéo (volume = massa
/ densidade), onde: a massa de sémen foi mensurada a partir da diferenca de massa
entre as ponteiras com sémen e ponteira vazia; a densidade, obtida por meio da
mesma relacgéo, utilizando ponteira com volume conhecido e massa da mesma.

O sémen coletado foi avaliado quanto a auséncia de ativagao prévia por contato
com agua, fezes ou urina (CRBA, 1998; FILHO et al., 2015; EMBRAPA, 2012), quando
nao ativo, foi ativado com solugéo salina de 0,29% de NaCl (LOPES et al., 2015),
sendo avaliada imediatamente apds a ativacao, a taxa de motilidade (percentual de
espermatozoides com movimentacao progressiva) (ARRUDA et al., 2015); o vigor
espermatico (pontuacao de 0 a 5, sendo o maior vigor para o 5) (TSUNEDA et al.,
2015); duracao da motilidade (tempo em que os espermatozoides permanecem em
movimentagao)(ANDRADE-TALMELLI; KAVAMOTO; FENERICH-VERANI, 2001).

O sémen fresco também foi avaliado quanto a Integridade de membrana
plasmatica (percentual de espermatozoides com membrana integra), a partir de
contagem de 100 espermatozoides de esfregaco celular confeccionado com 2 uL de
sémen e 2 pL de cada dos corantes Eosina Y 5% e Nigrosina 10% (espermatozoides

pouco corados sao considerados integros e fortemente corados de rosa ou vermelho,
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apresentando tamanho alterado, sdo considerados com membrana nao integra)
(AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2016; VIVEIROS et al., 2012).

Uma aliquota de sémen de 1uL foi fixada em 1000 uL de Formol Salina
tamponado para a avaliagdo de concentracdo espermatica em Camara de Neubauer
(CALDAS, 2018). A solugéo fixadora tamponada foi preparada dissolvendo 1,8% de
NaCl (150 mL), 4,3% Na2HPO4 (71,4 mL), 4,5% KH2PO4 (28,6 mL) e 37% de solugéo
comercial de formaldeido (62,5 mL) em 500 mL de agua destilada (HANCOCK, 1957).

O sémen remanescente foi fixado em 500 uL de Formol Salina Tamponado
para a avaliagdo da morfologia espermatica a partir da confecgéo de esfregaco celular
de cada amostra com corante Rosa de Bengala, na proporgéao (3:1/ sémen: corante),
ou seja, 15 yL de sémen e 5 pL de corante, sendo contabilizadas 100
espermatozoides em cada esfregaco de amostra e observado em microscopia Optica
(Leica, na magnificacéo 400x) (MARIA et al., 2011).

O percentual de espermatozoides normais e anormais foi avaliado (SOARES
et al., 2010), bem como, a frequéncia de ocorréncia das anomalias: macrocefalia
(Macro), microcefalia (Micro), cabeca degenerada (CD), cabeca isolada (Cl), flagelo
quebrado (FQ), flagelo enrolado (FE), pecga intermediaria degenerada (PID), sendo as
mesmas, classificadas em anomalias maiores e menores (BLOM, 1973). Esses dados

foram apresentados em graficos, os quais foram elaborados no programa Excel 2016.

3.3 Andlise estatistica
Todos os dados foram expressos em média * desvio padrao, com excecao das
anomalias espermaticas, que foram expressas em percentuais de frequéncia de

ocorréncia relativa.
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A distribuicdo normal dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homocedascidade pelo teste de Levene. As médias dos dados paramétricos
(motilidade espermatica, duracdo da motilidade, integridade de membrana,
concentracdo espermatica, morfologia espermatica, volume coletado) foram
analisadas pelo teste t de Student. Quando nao paramétricos, os dados foram
analisados pelo teste Mann-Whitney (vigor espermatico e concentragdo de
espermatozoides pelo volume de sémen coletado). Em todas as comparacgdes, P <
0,05 foi considerado para indicar significancia estatistica. Para esta avaliagdo, o

software Ambiente R Studio, versao 1.2.1335 (2009) foi utilizado.
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RESULTADOS

No presente estudo, observou-se que o extrato bruto de hipoéfise de carpa
melhorou a qualidade do sémen de Hypancistrus zebra, nos parametros: vigor
espermatico, morfologia espermatica normal e volume seminal, (3,30 £ 0,47 pontos;
93,24 + 4,37%; 48,25 + 27,61 pL), respectivamente, diferindo significativamente (p <
0,05) do sémen de Hypancistrus zebra nao induzidos hormonalmente (2,88+0,50

pontos; 87,82+6,48%; 31,68+13,98 L), respectivamente.

Os peixes induzidos hormonalmente mantiveram a qualidade do sémen, quanto
aos parametros taxa de motilidade espermatica, duracdo de motilidade espermatica e
integridade de membrana plasmatica (93,50 + 15,65%; 9,79 + 4.09 minutos; 98,95 +
3,69 %) respectivamente, sem diferir significativamente do sémen de peixes nao
induzidos hormonalmente (p > 0,05), (91,25 + 17,08%; 8,49 + 4,12 minutos; 98,57 +

2,34 %) respectivamente, como pode ser observado na Tabela 1.



13

Tabela 1. Espermograma da espécie Hypancistrus zebra com indu¢ado hormonal de 3
mg.kg™' de Extrato Bruto de Hipofise de Carpa (EBHC) (n=24, 4,60 + 1,22 g) e sem
inducao hormonal (n=24, 4,88 + 1,23 qg).

Tratamentos Significancia
Parametros Sem Indugio Valor de
espermaticos Com EBHC
hormonal P
Vigor (0-5) ** 3,30 £ 0,47 2,88 0,50 0,0231
Morfologia Normal
(%) * 93,24 + 4,37 87,82 + 6,48 0,0134
Volume (uL) * 48,25 * 27,61 31,68 + 13,98 0,0496
Motilidade (%) * 93,50 + 15,65 91,25 + 17,08 0,6832
Duracdo da Motilidade 0,3574
. . 9,79 +4,09 8,49+412
(minutos)
Integridade de
Membrana (%) * 98,95 + 3,69 98,57 + 2,34 0,7375
Concentragao
n° espermatozoides. 0,333 + 6
(n°esp 0.206x106 0,536 * 0,269x10 0,0268
mL'1) *
Concentracao
o .
(n° espermatozoides 0,019121 + 0,019403 + 0,9274
no volume de sémen 0,013685x108 0,013475x108
coletado) **

Valores destacados em negrito, representam as diferengas significativas.

Dados expressos em Média + Desvio Padrao. (*) As Médias dos dados paramétricos diferem (p <
0,05) pelo teste t Studant (**) Os dados ndo paramétricos diferem (p < 0,05) pelo teste Mann-
Whitney.

O parametro de concentracao espermatica nos espécimes induzidos, obtidas
através da analise de uma amostra em camera de Neubauer foi diferente (0,333 +
0,206x108 mL) em relagdo ao do observado nos espécimes ndo induzidos (0,536 +
0,269x108 mL) (P < 0,05). A concentragdo de espermatozoides no volume total de

sémen coletado nao possui diferenga significativa (P > 0,05), sendo de 0,019403 +
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0,013475x10 pL e 0,019121 + 0,013685x10 uL, nos experimentos induzidos e nao
induzidos respectivamente.

Para os parédmetros que atenderam os preceitos de normalidade e
homocedasticidade, foi aplicado o teste t Student, sendo estes parametros:
motilidade espermatica (t=0.41, GL=34, P=0.6832), duracdo da motilidade (
t=0.93346, GL=33, P=0.3574) e integridade de membrana (t=0.33811, GL=32,
P=0.7375), mas n&o foi significativo, indicando que n&do ha diferenca entre médias
dos tratamentos de indugao e nao indugao.

Ja os pardmetros que atenderam aos preceitos de normalidade e
homocedasticidade e tiveram significancia no teste t indicam que houve diferenca
entre os dois tratamentos, os quais sdo concentragcao espermatica / mL(t=-2,334,
GL=28, P=0.0268) (Figura 2), volume de sémen (t=2.0459, GL=30, P=0.0496 )
(Figura 3) e a diferenca das médias de morfologia normal (t=2,6517, GL=26,
P=0.0134) (Figura 4).

Para os parametros que ndo atenderam os preceitos de normalidade e
homocedasticidade, utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Witney, sendo
significativo para parametro de vigor espermatico e indicando que ha diferenga
entre médias dos tratamentos (P=0.0231, w=195) (Figura 5) e para a concentragao
espermatica por volume coletada nao foi significativo para este teste (P=0.9274,
w=77)., indicando que ndo houve diferenga entre os individuos induzidos e nao
induzidos.

O sémen dos peixes induzidos e nao induzidos com EBHC apresentaram 6,76
14,64 % e 12,18 £ 6,48% de espermatozoides anormais, respectivamente (Figuras 2

e 3). Nenhuma anomalia espermatica foi superior a 5% no sémen apods o tratamento
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com EBHC (Figura 2) e 5,5% no sémen sem tratamento de indugao hormonal (Figura

3).
C1 0,06%
EBHC MACRO
0.18% FQ 0,24%
CD 0% FE 2,76%

NORMAL
93,24%

Figura 2. Morfologia espermatica de Hypancistrus zebra apés tratamento com indugdo hormonal com
Extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC). Percentuais de espermatozoides normais e
espermatozoides com anomalias espermaticas. Anomalias: Macrocefalia (MACRO); Cabeca isolada
(Cl); Cabeca degenerada (CD); Pega intermediaria degenerada (PID); Flagelo quebrado (FQ); Flagelo
enrolado (FE);

SEM INDUGAO HORMONAL

clo,18%_ (CD 1.82%
MACRO 0,09%

4

FQ 0,45%
e FE 5,55%

NORMAL
87,82%

Figura 3. Morfologia espermatica de Hypancistrus zebra sem indugdo hormonal. Percentuais de
espermatozoides normais e espermatozoides com anomalias espermaticas. Anomalias: Macrocefalia
(MACRO); Cabeca isolada (Cl); Cabegca degenerada (CD); Pecga intermediaria degenerada (PID);
Flagelo quebrado (FQ); Flagelo enrolado (FE);

As anomalias de maior frequéncia de ocorréncia entre o total de anomalias

observadas no sémen apos o tratamento com EBHC foram peca intermediaria
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degenerada 52% e flagelo enrolado 41% (Figura 4). Demais anomalias nao

ultrapassaram 3% em todos os espermatozoides observados.

EBHC

= MACRO
uCl
mCD

PID
mFQ
mFE

Figura 4. Morfologia espermatica de Hypancistrus zebra apds tratamento com indugdo hormonal com
Extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC). Percentuais de anomalias espermaticas no total de
espermatozoides observados. Anomalias: Macrocefalia (MACRO); Cabeca isolada (Cl); Cabeca
degenerada (CD); Pecga intermediaria degenerada (PID); Flagelo quebrado (FQ); Flagelo enrolado (FE);

As anomalias de maior frequéncia de ocorréncia no total de anomalias
observadas no sémen dos peixes sem inducdo hormonal foram flagelo enrolado
(45%), peca intermediaria degenerada (34%) e cabecga degenerada (15%) (Figura 5).
Demais anomalias nao ultrapassaram 4% em todos os espermatozoides observados.
Nao foram observadas cabecas degeneradas no sémen de peixes induzidos

hormonalmente.
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SEM INDUGAO HORMONAL

m MACRO
uCl

uCD

= PID
5FQ
mFE

Figura 5. Morfologia espermatica de Hypancistrus zebra sem indugdo hormonal. Percentuais de
anomalias espermaticas no total de espermatozoides observados. Anomalias: Macrocefalia (MACRO);
Cabeca isolada (Cl); Cabeca degenerada (CD); Peca intermediaria degenerada (PID); Flagelo
quebrado (FQ); Flagelo enrolado (FE);
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4. DISCUSSAO

A qualidade espermatica é o fator determinante para o sucesso reprodutivo das
espécies, podendo variar por diversos fatores como a alimentacdo, a espécie,
doencas, variaveis ambientais, condigbes em que estdo confinados ou até mesmo os

efeitos recorrentes do uso de indutores hormonais (STREIT JR et al., 2006).

No presente estudo, observou-se que o indutor hormonal melhorou a qualidade do
sémen de Hypancistrus zebra, nos parametros: vigor espermatico, morfologia
espermatica normal e volume seminal. O aumento do vigor espermatico pode ter sido
influenciado pela acao indireta que a hipdfise de carpa exerce sob o ducto
espermatico, permitindo maior sucesso na reproducéo artificial ( STREIT JUNIOR et

al., 2003; STREIT JR et al., 2006).

Os percentuais de morfologia espermatica normal em ambos os tratamentos
foram superiores ao encontrado no trabalho de Caldas e Godoy (2019), sendo que no
tratamento de indugdo hormonal ha uma quantidade ainda maior de células normais,
0 que pode ser esclarecido pelo fato da acdo deste horménio no ducto espermatico e
gue por sua vez, auxilia na maturagao final do espermatozoide e maior hidratagdo com
maior producao de fluido seminal e conseguinte, permite uma maior integridade na
estrutura destes gametas (MYLONAS; DUNCAN; ASTURIANO, 2017). Dessa forma,

o percentual de anomalias espermaticas foi proporcionalmente menor.

Entre as anomalias encontradas no sémen de H. zebra nao induzidos
hormonalmente, cabega degenerada (CD), peca intermediaria degenerada (PID) e
flagelo enrolado (FE), obtiveram a maior frequéncia de ocorréncia. As anomalias CD

e PID sao consideradas defeitos maiores e FE defeito menor (BLOM,1973), mas
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considera-se um percentual baixo, n&o inviabilizando o uso desse sémen para a

reproducao induzida.

No sémen dos peixes induzidos, as anomalias com maior frequéncia de
ocorréncia foram peca intermediaria degenerada, considerada defeito maior e flagelo
enrolado (defeito menor) (BLOM, 1973). Nao sendo observada a ocorréncia de cabeca
degenerada neste tratamento. Dessa forma, pode se supor que o indutor hormonal
possa ter contribuido para a melhora na qualidade das células espermaticas. Embora
nao influenciando diretamente na gametogénese, como observado neste estudo por

meio de concentracdo espermatica semelhante entre os tratamentos.

O volume seminal aumentou significativamente com indug&o hormonal como ja
visto em diversos estudos (MACIEL, 2015; PINHEIRO et al., 2016; TSUNEDA et al.,
2015), porém isso nao resulta também no aumento da quantidade de células
espermaticas (CARVALHO, 2016). Além da maturacdo tardia dos gametas, isso
ocorre pela estimulacdo promovida pelo horménio para uma maior hidratacdo
testicular o que acarreta em uma maior produgao de fluido seminal (PINHEIRO et al.,
2016), como ja visto em alguns estudos (ALMEIDA, 2013; JUNIOR, 2017; RICARDO;

GUERREIRO, 2015) .

No presente estudo, foi confirmado o mencionado na literatura (STREITJR et
al., 2008) a relagao da concentragdo espermatica no sémen coletado atestou que o
aumento de volume do sémen ocorre apenas pelo aumento do plasma seminal, devido
a inducdo a espermiacdo que esse hormdnio realiza, nado influenciando na

espermatogénese, sendo um processo mais tardio (LENZ et al., 2018).

Além disso, a indugdo hormonal nao prejudicou os demais parametros, sendo

mantida a boa qualidade do sémen de peixes induzidos assim como a dos nao
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induzidos, quanto aos parametros taxa de motilidade espermatica, duracdo de
motilidade e integridade de membrana plasmatica. O uso de indutor hormonal nao
apenas contribui como estimulo para a reproducdo dos peixes que criados ex situ
(CARVALHO, 2016), possibilitando a maturacéo final do ovdcito (SILVA, 2015); a
sincronizagéo da reprodugédo ex situ (ARIKI, 2019) como, o aumento do plasma

seminal (SOUZA et al., 2018).

Este é o primeiro estudo a quantificar a concentragcao espermatica e o volume
do sémen de Hypancistrus zebra sob a influéncia da agéo de indutor hormonal.
Podendo servir de base para a melhoria de estudos de reproducdo ex situ e
aprimoramento em tecnologias para reproducéao artificial e posteriormente, para a

contribuicdo no processo de conservagao desta espécie.
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5. CONCLUSAO
O indutor hormonal pode melhorar alguns parametros da qualidade do sémen de
Hypancistrus zebra, tais como vigor espermatico, morfologia normal e volume seminal,

aumentando o mesmo sem alterar a concentragcao espermatica.
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