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CARACTERISTICAS QUALITATIVAS DO SEMEN DE JUNDIA
(Rhamdia quelen) CONTAMINADO COM SANGUE!

Autora: Raquel Santos dos Santos
Orientador: Prof. Dr. Danilo Pedro Streit Jr.

Resumo: No manejo da reproducdo artificial de peixes ¢ comum haver contaminacdo dos
gametas devido a liberacdo de sangue, e o risco de declinio na qualidade das amostras leva ao
descarta do material. O objetivo deste estudo, foi avaliar as caracteristicas qualitativas do s€émen
de R. quelen contaminado com 5% e 10% de sangue. Para isso, um poo/ de sémen obtido de 13
machos (378 £ 0,31 g) foi distribuido em dois tratamentos contaminados (5% e 10% de sangue)
e controle. Os parametros cinéticos do sémen foram avaliados utilizando o Sistema de Analise
Espermatica Computadorizada. A Morfologia espermatica e a Integridade da membrana foram
avaliadas pelos métodos de coloragdo Rosa de Bengala, e Eosina-Nigrosina, respectivamente.
Para a fertilizacdo foi utilizada dose inseminante minima de 70 mil espermatozoides moéveis
por odcito, e as taxas de Fertilizagdo, Eclosdo e Morfologia larval, foram obtidas com auxilio
de contador manual. Foram realizadas sete réplicas em um delineamento inteiramente
casualizado, e os dados foram analisados estatisticamente considerando 5% de significancia
entre os grupos. A porcentagem de espermatozoides moveis observada no grupo controle foi
maior (78,64 + 6,90%), quando comparada aos grupos com 5% de sangue (67,83 +7,95) e 10%
de sangue (68,87 + 3,40%), porém, ndo houve diferenca nos pardmetros de motilidade (LCV,
VAP, VSL, STR, WOB, PROG e BCF = p > 0,05). A porcentagem de espermatozoides com
morfologia normal foi maior no grupo controle (81 = 3,32%), quando comparado ao grupo com
10% de sangue (72,07 + 5,04%), enquanto o grupo com 5% de sangue ndo diferiu dos demais,
com 76 = 3,19% de espermatozoides normais. Ndo houve diferenca entre os grupos
experimentais para integridade de membrana (p=0,2547). Também nao houve diferenga entre
0s grupos experimentais para taxa de fertilizagdo (p=0,2808), taxa de eclosdo (p=0,3451) e
larvas normais (p=0,4262). Esses resultados sugerem que a contamina¢do com 5 ou 10% de
sangue nao afeta os parametros de qualidade e a capacidade de fertilizagdao de R. quelen, sendo
necessario atencao quanto a dose inseminante.

Palavras-chave: sémen de peixes, qualidade seminal, hemospermia, motilidade espermatica,

dose inseminante.
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QUALITATIVE CHARACTERISTICS OF JUNDIA SEMEN (Rhamdia quelen)
CONTAMINATED WITH BLOOD?

Author: Raquel Santos dos Santos
Advisor: Prof. Dr. Danilo Pedro Streit Jr.

Abstract: In the process of artificial reproduction of fish, during the collection of gametes
blood may be released, causing the contaminated samples to be discarded. The aim of this study
was to evaluate the qualitative characteristics of R. quelen semen contaminated with 5% and
10% blood. For this, a pool of semen obtained from 13 males (378 = 0.31 g) was distributed in
two contaminated treatments (5% and 10% blood) and control. Semen kinetic parameters were
evaluated using the Computerized Sperm Analysis System. Rose Bengal and Eosin-Nigrosin
staining methods, respectively evaluated sperm Morphology and Membrane Integrity. For
fertilization, a minimum inseminating dose of 70,000 mobile sperm per oocyte was used, and
the rates of fertilization, hatching and larval morphology were obtained with the aid of a manual
counter. Seven replicates were performed in a completely randomized design, and the data
were statistically analyzed considering a 5% significance level between the groups. The
percentage of motile spermatozoa observed in the control group was higher (78.64 + 6.90%)),
when compared to the groups with 5% blood (67.83 + 7.95) and 10% blood (68.87 + 7.95).
3.40%), however, there was no difference in the motility parameters (LCV, VAP, VSL, STR,
WOB, PROG and BCF = p > 0.05). The percentage of sperm with normal morphology was
higher in the control group (81 + 3.32%), when compared to the group with 10% blood (72.07
+ 5.04%), while the group with 5% blood did not differed from the others, with 76 + 3.19% of
normal sperm. There was no difference between the experimental groups for membrane
integrity (p=0.2547). There was also no difference between the experimental groups for
fertilization rate (p=0.2808), hatching rate (p=0.3451) and normal larvae (p=0.4262). These
results suggest that contamination with 5 or 10% of blood does not affect the quality parameters
in order to nullify the fertilization capacity and reproductive efficiency of fresh semen of R.
quelen, and it also alert to the trend of lower mobile cell rates, requiring attention to the motile
sperm:oocyte ratio.

Keywords: Fish semen; hemospermia, spermatozoa motility, sperm quality, sperm:oocyte

ratio.
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1. INTRODUCAO

Em peixes a qualidade do sémen ¢ um fator determinante para o sucesso reprodutivo, € no
Brasil a produgdo pesqueira ¢ atualmente a maior entre todos os paises da América do sul. A
reprodugdo artificial de peixes ¢ uma atividade frequente tanto em laboratdrios de pesquisas,
quanto no setor produtivo, e as técnicas utilizadas no manejo reprodutivo podem ser divididas
em duas: indu¢do ambiental, consiste na simulacdo dos fatores abidticos em criadouros, e
inducdo hormonal, consiste na administracdo de hormonios estimulantes da maturacdo final e
espermiagdo/ovulagdo dos peixes.

A indugdo hormonal permite a coleta dos gametas pela papila urogenital através do
procedimento chamado extrusdao, massagem abdominal de baixa pressdao ao longo dos ductos
seminiferos, no sentido céfalo-caudal do peixe. Durante a extrusdo do sémen, ¢ comum ocorrer
contaminagdo dos espermatozoides através da eliminagdo de urina, fezes, ou sangue, e pode
afetar negativamente a qualidade seminal, comprometendo, portanto, a utilizagdo do material
coletado, sendo entdo descartado (CIERESZKO et al., 2004; MARQUES et al., 2021).

Essa contaminag¢ao esta relacionada com a falta de padronizagdo na técnica de coleta para
espécies nativas (CAROLSFELD et al., 2003), com as distintas morfologias gonadais e até
mesmo com volume de s€émen produzido pela espécie. Espécies que produzem e liberam
maiores volumes de sémen, apresentam menores chances de liberar sangue no momento de
coleta, e caso acontega a amostra podera ser substituida com uma nova coleta, é o que ocorre
por exemplo com as espécies Rhamdia quelen e Brycon orbignyanus, pois liberam um volume
relativamente alto de sémen na extrusao (> 5 ml).

Por outro lado, ha espécies nativas que liberam um baixo volume de sémen, e para a
obteng¢ao dos espermatozoides evitando contaminagdo ¢ necessario o sacrificio dos peixes para
extragio dos testiculos. E o que ocorre com o Leporinus macrocephalus ¢ Zungaro jahu, ambas
ameacadas de extincdo em varios estados do Brasil (VIVEIROS e GODINHO, 2009;
MACHADO et al., 2008). O sacrificio desses peixes com status ameacado intensificam a
necessidade de medidas que mitiguem tal situagdo, visto que hd muitas outras espécies na
mesma condi¢do de risco em todo o mundo (PALACIOS-ABRANTES et al., 2020).

A influéncia da contaminagdo do sémen com sangue sobre a eficiéncia reprodutiva dos
peixes ainda ndo estd bem estabelecida. Pesquisadores mostraram que essa condig¢ao levou ao
declinio nos parametros de motilidade e fertilizagio (BOBE e LABBE, 2008). No entanto ha

também observacdes em que a contamina¢do com sangue nao influenciou nesses pardmetros,
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ou influenciou apenas em amostras que foram criopreservadas (MARQUES et al., 2021;
CIERESZKO et al., 2004). Tais resultados sugerem ainda que pode haver uma relacio
proporcional entre o nivel de contaminagdo e o declinio nas variaveis de producao, nesse
contexto, estudos pioneiros apontam que a contaminagdo com baixas concentracdes de sangue
ndo influenciam nos parametros de qualidade do sémen dos peixes (SATTERFIELD, 1995;
BOWEN et al., 1986).

Diante da inconsisténcia quanto a influéncia do sangue nos parametros de qualidade do
sémen e na prole, o material coletado ¢ imediatamente descartado sendo necessario uma nova
coleta, ou partindo-se para outros meios de obten¢do dos gametas, como sacrificio dos animais,
o que impacta de forma direta tanto na diversidade biologica, agravando a situagdo de espécies
em risco, quanto nos esforcos financeiros aplicados pelos piscicultores e institui¢des para
obtencao e manuten¢ao de matrizes.

Ademais, no presente estudo optamos por utilizar um animal nativo com status de
conserva¢do ndo ameacado para entdo subsidiar aspectos da reprodugdo artificial utilizando
sémen contaminado com sangue. O jundia-cinza (Rhamdia quelen) compoe um grupo de peixes
estabelecidos como modelos experimentais no pais e esta presente em varias linhas de pesquisa
(BRASIL, 2019), a espécie se destaca no setor comercial, possui facil manejo e reprodugdo
artificial bem estabelecida fora de seu hébitat natural. Nesse contexto, o objetivo do nosso
estudo ¢ fornecer respostas sobre a presenca do sangue no s€émen e suas consequéncias na
reprodugdo, através de avaliacdo das caracteristicas qualitativas do sémen de R. quelen

contaminado com 5% e 10% de sangue.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Situacao atual da piscicultura no Brasil

O consumo de peixe no mundo tem sido uma pauta importante, visto que a proteina do
pescado implementa uma dieta saudavel o consumo humano tem aumentado e nota-se o
aprimoramento das técnicas usadas neste manejo, tendo sido identificada uma rapida melhoria
da situagdo de certas populacdes de peixes, como resultado de uma melhor gestdo da pesca.

De acordo com os ultimos relatérios da FAO (2018, 2020) e levantamentos feitos pelo IBGE
e PeixeBR em 2022, o Brasil ¢ destaque mundial na producao de peixe. O pais produziu 841.005
toneladas de peixes em 2021, e mantém média de crescimento de 5,6% a cada ano, o que ndo ¢

observado em outro setor de producao de proteina animal (Fig.).

Figura 1. Producdo do pescado cresce 4,74% em 2021, acumulando

45% de aumento desde 2014.

841005t
802930t

758.006 t

722560t

691.700 t
640510 t
638.000 t

578.800t

Fonte: Anuario PeixeBR, 2022.

2.1. Reproducio de espécies nativas em cativeiro

Hé4 uma grande diversidade de espécies nativas da américa do sul, classificadas como
espécies neotropicais, que por sua vez, apresentam diferentes estratégias reprodutivas,

necessitando de condi¢des especificas para sua reproducao (GALO et al., 2015).
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Algumas dessas espécies ao identificar a chegada da estagdo reprodutiva fazem longas
jornadas, vencendo obstaculos naturais, tais como cachoeiras e corredeiras, enfrentam também
os obstaculos impostos pelo homem, tais como barragens hidrelétricas. Este fendmeno ¢
denominado migracao/piracema e ¢ biologicamente complexo e necessario para o
desenvolvimento e maturagdo dos gametas nesses peixes, possibilitando a desova, ou seja a
reproducdo, e se iniciam devido a sinalizadores ambientais naturais recebidos pelos peixes,
como chuvas, fotoperiodo e temperatura (GODINHO et al., 2007; BARBIERI et al., 2000).

Como exemplo de espécies neotropicais migradoras podemos citar dourados, pacus,
curimbatés, tambaquis, tabaranas, dentre outras. Entretanto, outras espécies como lambari,
trairas, pirarucus, tucunarés, cards e tilapias se reproduzem em aguas paradas (ambientes
lénticos). Essa diferenca no comportamento reprodutivo classifica os peixes em dois tipos,
espécies sedentarias e migradoras, ainda que algumas espécies possam apresentar padrao
intermediario.

Entretanto, as espécies migradoras ndo reproduzem naturalmente fora de seu ambiente
natural, pois em cativeiro ndo existe estimulo para a resposta enddcrina apropriada que leve a
maturacao final das gonadas, havendo apenas um desenvolvimento parcial destas (MURGAS
et al., 2011). Para concluir essa maturagdo, ¢ necessaria interven¢ao artificial, por meio da
simulacdo de condigdes ambientais favordveis a reproducdo, e utilizagdo de hormodnios
especificos (RIBEIRO, MOREIRA, 2014), como por exemplo, o extrato bruto de hipofise de
carpa, considerado o mais comum neste manejo.

A inducao hormonal permite a liberagdao e coleta dos gametas através do procedimento
chamado extrusdo, que consiste em uma massagem abdominal de baixa pressdo, no sentido
céfalo-caudal do peixe (VIVEIROS, GODINHO, 2009). Muito embora a técnica de reprodugao
induzida tenha sido descoberta desde a década de 30 no processo de desova artificial com o uso
de hipofisacao (IHERING, WRIGHT, 1935), a sua popularizagao ocorreu no pais no fim dos
anos 70. Todavia, o seu desenvolvimento continua em ritmo lento frente a outras atividades
relacionadas a piscicultura de espécies nativas.

No Brasil, o hormdnio mais utilizado para a inducao da reproducao pela maturagao final de
peixes ¢ o extrato bruto de hipofise de peixes maduros. A indugdo hormonal com extrato
hipofisario. Esse manejo também pode ser utilizado para aumentar a producdo seminal,
antecipar o periodo reprodutivo, restringi-lo ou mesmo sincronizar a reprodu¢do de um lote de
matrizes (ANDRADE, YASUI, 2003), permitindo a utilizacdo de um menor nimero de
machos, e uso racional do plantel de reprodutores (CARNEIRO, 2007). Na realizacdo da

reproducdo artificial, durante a coleta dos gametas nos machos pelo método de extrusdo, ¢
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comum ocorrer contaminacdo bioldgica do sémen através da eliminacdo de urina, fezes, ou

sangue (CIERESZKO et al., 2004).

2.2. Contaminacio bioldgica do sémen de peixes

A contaminagdo bioldgica do sémen do peixe pode diminuir o sucesso da fertilizagdo, e, se
tratando da presenca dos contaminantes recorrentes no manejo reprodutivo em cativeiro, fezes
e urina sao bem abordados na literatura, e ¢ comprovada a presenca de efeitos deletérios a
qualidade do sémen na presenca de ambos. Essa contaminacdo ocorre, em geral, sob as
condi¢des de coleta por compressao abdominal, pois o ducto espermatico e o urinario se juntam
no ducto eferente com uma abertura através da papila urogenital (NYNCA et al., 2012).

A contaminagdo do sémen de Sander vitreum com fezes, por exemplo, reduziu em 2 dias o
periodo de estocagem e o tempo de duragdo de motilidade de 51 s (controle) para 5,6 segundos
(SATTERFIELD, FLICKINGER, 1995). Estudos recomendam que a contaminagdo por fezes
deve ser evitada, para prevenir um significativo decréscimo do periodo de armazenamento do
sémen refrigerado e do tempo de duracao de motilidade, pois altas quantidades de micro-
organismos saprofitos tais como coliformes, enterobacteriaceae e enterococos podem competir
com espermatozoides pelos nutrientes presentes no plasma seminal ou nos diluidores, ou
ambos, reduzindo a qualidade do sémen e, consequentemente, a fertilidade (BOONE,
HUGHES, 1970). Os microorganismos podem causar um efeito deletério, diretamente, ao
causar danos a estrutura espermatica (DIEMER et al., 1996) ou, indiretamente, ao estimular a
produgdo de anticorpos que podem agir contra os espermatozoides (KURPISZ, ALEXANDER,
1995).

A contaminagdo com urina também possui grande influéncia sobre a qualidade dos
espermatozoides de peixes de agua doce. A motilidade espermatica pode ser ativada durante a
coleta liberacdo de urina e, desta forma, determinar alteracdes nos indices de fertilizagdo, pois
com a motilidade precocemente desencadeada, no momento da fertilizacdo os espermatozoides
ndo possuem mais energia suficiente para atravessar a micropila e fertilizar os odcitos
(BILLARD et al., 1995). A baixa osmolaridade da urina, possivelmente seja responsavel por
uma ativagdo precoce dos espermatozoides no trato urinario, o que induz uma reduc¢ao inicial
do armazenamento de energia intracelular (POUPARD et al., 1998) e, caso ocorra uma demora
para o sémen entrar em contato com os 0dcitos, os espermatozoides podem estar imdveis no
momento da fecundagdo (RURANGWA et al., 2004). No sémen de tenca (7inca tinca), por
exemplo, houve ativacdo precoce devido a contaminagdo com urina, ativando em até 100% dos

espermatozoides antes do momento da fertilizagdo (LINHART et al., 2003). Mas, de acordo
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com os autores, esta ativagao precoce pode ser prevenida no momento da coleta, utilizando mas
solucdo imobilizadora, que venha apresentar a mesma osmolaridade do sémen da espécie.

A contaminag¢do do sémen de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a partir de 0 a 30% de
urina, levou a redugdo da osmolaridade do plasma seminal, de 301 para 203 mOsm/kg de
solvente, respectivamente (NYNCA et al., 2012). Em tilapias (Oreochromis mossambicus) a
urina foi considerada uma boa ativadora da motilidade espermatica (LINHART et al., 1999). A
redu¢do da motilidade espermatica em amostras contaminadas por urina também foi observada
em pregado (Psetta maxima) (DREANNO et al., 1998) e em C. carpio (BILLARD et al., 1995;
POUPARD et al., 1998). Segundo Poupard et al. (1998), a contaminac¢do do s€émen por urina
em peixes, durante a coleta, pode ser evitada por uma leve compressao do abdomen antes de
iniciar-se o procedimento e, em seguida, pela introducao de um cateter na bexiga urinaria, para
recolher a urina remanescente.

Este método pode ser utilizado para coletar sémen livre de contaminagdo por urina, sangue
e fezes (CABRITA et al., 2001). Em contrapartida, Cierezsko et al. (2004) afirmam ser
impossivel evitar a contaminagdo com urina pela utilizacdo deste método, mesmo que seja
realizado com cuidado. Consideram que, apesar de ser um procedimento minimamente
traumatico e ndo causar hemorragia, ¢ possivel que ocorra introducdo de bactérias no ducto

espermatico ou ainda produza danos ao ducto espermatico do peixe.

2.4 Contaminacao bioldgica do sémen de peixes com sangue

Em mamiferos, a presenga de sangue visivel no sémen ¢ uma condi¢do diagnosticada como
hemospermia, e traz consigo o estigma de queda na fertilidade ou infertilidade, entretanto,
muitos estudos estdo mostrando que ndo ¢ mera presenca do sangue que afeta negativamente a
qualidade seminal dos mamiferos, mas sim o tempo de exposi¢do e a concentracao de sangue
presente, que mostram uma relagdo proporcional com declinio nos parametros de qualidade
seminal (Andrade Jr 2017; Turner et al., 2016).

Entretanto para os peixes, essa contaminacao ainda ¢ subjugada, pois ndo ativa a motilidade,
ndo causa crescimento bacteriano e nao ha resultados em relagdo a influéncia dessa
contaminagdo na prole dos animais. Ainda assim, diante do risco de declinio na qualidade da
reproducdo, o s€émen coletado quando contaminado com sangue, ¢ imediatamente descartado,

o que pode ser notado inclusive, em muitos relatos na literatura.



15

Esse tipo de contaminagdo ¢ facilitado devido a organizacao interna dos ductos seminiferos
dos peixes, que variam muito entre as espécies. Na figura abaixo (Fig.2), € possivel observar a
configuragdo dos ductos seminiferos e urinarios (Fig. 2a), e o momento da coleta do s€men pelo

método de extrusao (Fig. 2b).

Figura 2. Posicdo da papila urogenital em relagdo ao corpo do peixe: 1) abertura do ducto
Urogenital; 2) divisdo do ducto urogenital em ducto genital e urinario; 3) ducto genital; 4) ducto

urinario. b) Procedimento de coleta do sémen em R. quelen, método de extrusdo dos gametas.

Fonte: a) Siqueira-Sillva, 2015; b) Arquivo pessoal.

Essa contaminagdo esta relacionada com a falta de padronizagao na técnica de coleta para
espécies nativas (CAROLSFELD et al., 2003), com as distintas morfologias gonadais e até
mesmo com volume de sémen produzido pela espécie. Espécies que produzem e liberam
maiores volumes de s€men, apresentam menores chances de liberar sangue no momento de
coleta, e caso acontega a amostra podera ser substituida com uma nova coleta, € o que ocorre
por exemplo com as espécies Rhamdia quelen € Brycon orbignyanus, pois liberam um volume
relativamente alto de sémen na extrusao (> 5 ml).

Por outro lado, ha espécies nativas que liberam um baixo volume de sémen, e para a
obteng¢do dos espermatozoides evitando contaminac¢do ¢ necessario o sacrificio dos peixes para
extragdo dos testiculos. E o que ocorre com o Leporinus macrocephalus € Zungaro jahu, ambas
ameacadas de extingdo em varios estados do Brasil (VIVEIROS e GODINHO, 2009;
MACHADO et al., 2008). O sacrificio desses peixes com status ameacado intensificam a
necessidade de medidas que mitiguem tal situacdo, visto que ha muitas outras espécies na

mesma condi¢do de risco em todo o mundo (PALACIOS-ABRANTES et al., 2020).
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Estudos tém mostrado que a contamina¢do com sangue ndo causa a ativacdo dos
espermatozoides, como ocorre na presenga de urina no sémen (CIERESZKO et al., 2004;
MARQUES et al., 2021), ou proliferacao bacteriana, diminui¢ao da motilidade e danos ao DNA
dos espermatozoides (SATTERFIELD, 1995; CIERESZKO et al., 2004; MARQUES et al.,
2021).

Alguns estudos sugerem ainda, que a adi¢do de sangue ao s€émen de peixes pode aumentar
a duracao da motilidade em amostras armazenadas em resfriamento, (SATTERFIELD, 1995;
CIERESZKO et al., 2014) enquanto Marques et al. (2021) relata que amostras contaminadas
com sangue podem ndo comprometer a qualidade do sémen fresco, porém, ndo devem ser
usadas para criopreservacdo, pois possuem efeitos prejudiciais a qualidade do esperma.
Entretanto nao foram avaliadas analises na qualidade da prole, ou de diferentes concentragdes

de contaminagdo para peixes, como ocorre para mamiferos (Tab. 1).

Tabela 1. Principais estudos sobre a influéncia da contaminagao do s€émen com sangue

Autor Resultados Em estudo
Mamiferos

Janey et al., 2002 ~ Aumento dos niveis de estresse oxidativo.

Zalata O estresse oxidativo induzido por células brancas do Mamiferos
etal., 1998 sangue, com feito do envelhecimento ¢ diminui¢ao da
fluidez da membrana e afetando a motilidade.
Mamiferos
Rijsselaere Os efeitos prejudiciais do sangue nos espermatozoides
Et. al 2004 criopreservado sdo atribuidos a alta quantidade de
hemoglobina proveniente da hemolise de hemacias
observada ap6s o congelamento e descongelamento.
Voss A presenca de 20% de sangue afetou na fertilizagdo e Mamiferos
etal., 1976 na motilidade causando ainda efeitos deletérios ao
sémen.
Mamiferos
Bowen 5% de sangue nao apresentou influéncia nos
etal., 1986 parametros qualitativos do sémen.
Peixes
Ciereszko Contaminagao com sangue nao influenciou a Oncorhynchus
etal., 2004 motilidade espermatica, concentragdo de proteina e mykiss
atividade de LDH do sémen armazenado.
Marques Contaminag@o com 10% de sangue ndo afetou os Peixes
etal., 2021 pardmetros de qualidade no sémen fresco, porém teve Colossoma
efeitos prejudiciais na qualidade do esperma macropomum

criopreservado.

Bobe, Labbé , Peixes




17

2009 A presenca de células sanguineas no s€émen de peixes *
podem aumentou os niveis estresse oxidativo.

Satterfield, A contaminagdo com sangue aumentou Peixes
1995 significativamente o tempo de armazenamento Stizostedion
resfriado e a motilidade do s€men. vitreum
A motilidade e a duracdo da motilidade dos Peixes
Leetal, espermatozoides contaminados com sangue foram
2018 superiores aos espermatozoides contaminados com Stereolepis
agua do mar, e também ndo foram significativamente doederleini

diferentes dos espermatozoides do grupo controle.
* as espécies ndo foram especificadas

Em equinos observou-se que a presenga de 20% de sangue causou efeitos deletérios aos
espermatozoides comprometendo a motilidade das células e portando, a fertilizacao (VOSS et
al., 1976), enquanto concentragdes mais baixas dessa contaminacao ndo influenciaram ambas
as taxas (BOWEN, 1868). Um estudo em porcos elucidou recentemente que a presenca de até
5% de sangue nao foi prejudicial para a qualidade do sémen e da prole em suinos (LEROY,
1999).

A presenga de células sanguineas no s€émen de peixes também pode estar relacionada com
diferentes eventos, fisiologicos ou patoldgicos, no trato reprodutivo masculino (CIERESZKO

et al., 2004), tais como:

a) Pequenas quantidades destas células podem estar relacionadas com a fisiologia normal
do animal;

b) Uma pequena quantidade de sangue pode estar presente devido a lesdes causadas pelo
manuseio dos peixes, ou adquiridas durante a migragao reprodutiva.

¢) Hemorragias no trato reprodutivo podem, muitas vezes, ocorrer na piscicultura devido
a grande densidade de peixes, manejo dos reprodutores e a coleta de sémen por
compressao abdominal. A ocorréncia de hemorragia pode ser indicada pela presenga de
eritrocitos no sémen,;

d) Inflamagdes do trato reprodutivo;

e) Consequéncia de eventos relacionados com a involucao do sistema reprodutivo apos a

ejaculagao.

Um ntmero elevado de células sanguineas, eritrocitos e células linfoides pode ser
encontrado em algumas amostras de sémen, apesar de uma falta de quaisquer sinais visiveis
de contaminag¢ao com sangue. A contaminacao do s€men por pequena quantidade de sangue

parece ndo prejudicar gravemente a qualidade seminal (CIERESZKO et al., 2004).
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2.5 Aspectos da qualidade e métodos de avaliacdo seminal em peixes

Devido a particularidade de cada espécie e até mesmo entre a mesma espécie, O
conhecimentos das caracteristicas seminais ¢ extremamente importante para determinar a
qualidade reprodutiva destes animais, ¢ desta forma, aperfeicoar o uso destas técnicas para a
utilizagdo em sistemas de reproducgdo artificial em larga escala (MURGAS et al., 2011). O
conhecimento do perfil espermatico de uma espécie apresenta varias vantagens, entre elas o
melhor aproveitamento dos gametas e a producao de um maior numero de embrides viaveis.

O volume de sémen produzido pelas diferentes espécies, ou entre animais de uma mesma
espécie, ¢ muito variavel, e pode sofrer influéncia de varios fatores, como a estacdo do ano, o
periodo reprodutivo e o clima.

A concentragdo de espermatozoides, ¢ definida como o numero de espermatozoides/mL, ¢
altamente variavel nas espécies de peixes neotropicais (VIVEIROS e GODINHO, 2009), e
geralmente ¢ avaliada através da contagem de espermatozoides em camara hematimétrica de
Neubauer, sendo uma importante informagao para a otimiza¢ao do uso do sémen em processos
de desova induzida. A densidade pode variar de acordo com o peso ou idade do peixe, €época
do periodo reprodutivo, frequéncia de coleta e volume coletado (VIVEIROS e GODINHO,
2009).

A analise da motilidade espermatica ¢ apontada por diversos autores como uma importante
ferramenta para analise espermatica, consisti na determinac¢ao da porcentagem espermatozoides
moveis, e dos parametros pautados nos padroes com que essas células se movimentam, € o teste
mais utilizado para predizer a qualidade seminal (BILLARD, COSSON 1992). As estimativas
da taxa de motilidade sdo avaliadas observando-se a movimenta¢do dos espermatozoides
imediatamente apos a introducdo de uma solugdo ativadora, pois o tempo de motilidade
geralmente ¢ curto.

Atualmente o programa CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer) tem sido amplamente
utilizado na determinagdo da variabilidade de movimentagdo espermatica. Este sistema foi
usado pela primeira vez na pesquisa de esperma de mamiferos em 1974 e tornou-se uma
alternativa para analisas espermaticas em outros vertebrados (KOWALSKI e CEJKO, 2019).
A técnica comegou a ser aplicada em gametas de peixes em 1995, difundindo-se lentamente
desde entdo, sendo utilizado para avaliar parametros como por exemplo a velocidade média
percorrida pela célula espermatica (VAP, um s-1), velocidade média da célula em linha reta
(VSL, um s™), progressio no percurso realizado (PROG, um s-1), entre outros indicadores de

motilidade, pois permite que as células sejam contadas e analisadas com facilidade e rapidez.
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A avaliacdo subjetiva da qualidade motilidade espermatica pode ser afetada pela observagao
pessoal, e a porcentagem de espermatozoides moéveis e a duragdo do movimento podem ser
superestimadas ou subestimadas, o que levara a grandes erros quando diferentes pessoas
conduzirem os experimentos.

Os espermatozoides de peixes sdo morfologicamente divididos em cabeca, peca
intermediaria e cauda (COSSON et al., 1999). A morfologia espermatica tem sido utilizada
principalmente para identificar e quantificar deformidades ou anomalias. Essas alteragoes
podem ser relacionadas com resultados da espermatogénese, enfermidades, restricdo alimentar
ou estresse ambiental (flagelo dobrado, cabeca isolada, gotas citoplasmaticas proxima e distal)
ao procedimento de manejo durante a coleta do s€émen (flagelo quebrado, enrolado, degenerado,
macrocefalia e microcefalia) (COSTA et al., 2019). A avaliagdo ¢ feita através de esfregacos
corados, sendo o Rosa de Bengala, um dos meios de coloracdo mais relatado na literatura
(STREIT et al., 2004). De acordo com o Manual para Exame Andrologico e Avaliagcdo de
Sémen Animal, do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (2013), animais com indice de
anormalidades espermaticas acima de 30% em bovinos e equino e de 20% em ovinos € suinos
nao sao recomendados para procedimentos de inseminagao artificial ou monta natural, podendo
comprometer a fertilidade e eficiéncia reprodutiva. A inexisténcia de tais pardmetros para
peixes, a porcentagem aceitavel de patologias para peixes ainda ndo foi determinada.

A integridade de membrana ¢ um importante aspecto de qualidade espermatica, pois ela
confere ao espermatozoide a funcionalidade adequada e necessaria para a fertilizagdo. Danos a
membrana espermadtica resultam em queda na eficiéncia da reproducdo. As inimeras fungdes
da membrana citoplasmatica estdo relacionadas ao metabolismo celular ¢ manuten¢do da
motilidade, interagdes entre o espermatozoide e epitélio do trato genital da fémea e interagao
com o6cito, além de garantir a manutencdo da homeostase celular, atuando como barreira entre
os meios interno e externo (PENA et al., 2005). A anélise da integridade da membrana
plasmatica utilizando a coloragdo eosina-nigrosina classifica os espermatozoides como vidveis
inviaveis, e ¢ baseada na permeabilidade celular e, portanto espermatozoides vidveis (vivos)
permanecem incolores enquanto os nao vidveis (mortos) permitem a penetragdo do corante

corando a célula em rosa.
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2.6 Jundia (Rhamdia quelen)

Entre as espécies de peixes brasileiras que ocorrem exclusivamente em ambientes de agua
doce, a ordem Siluriforme constitui um grupo de peixes que se divide em 11 familias,
compostas por 1045 espécies (BUCKUP et al., 2007). Dentro dessa ordem, o Jundia cinza
(Rhamdia Quelen), apresentado na figura abaixo (Fig. 2) é um bagre carnivoro do género
Rhamdia, com grande popularidade entre os produtores de peixes devido ao seu apelo
comercial, pois apresenta carne saborosa e sem espinhos intramusculares, sendo bem aceito
pelo consumidor, e também pelo facil manejo em cativeiro, com alta producdo de alevinos

ocorrendo entre os meses de agosto a mar¢o (BALDISSEROTTO, NETO, 2004).

Figura 3. Exemplar macho de jundi4, Rhamdia quelen adulto.

SR D R :
Fonte: Thales Frahc;a (2020).

A criagdo de jundia ¢ uma importante atividade econémica, geradora de alimento e renda
nas pequenas comunidades agricolas da regido sul. Seu cultivo tanto em viveiro escavo como
em tanques-rede, vem crescendo nos ultimos anos e apresentando Otimos resultados, com
crescimento durante todas as estacdes do ano, inclusive no inverno, onde continua se

alimentando (GRAEFF, 2013).
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Por ser uma espécie nativa de ampla ocorréncia na América do Sul, fécil manejo e
reproducao artificial bem estabelecida em cativeiro, o Jundia vem sendo utilizado em diversos
estudos em diferentes areas, como por exemplo: controle e prevencao de patdogenos em peixes
(COACCI, 2017; NEGRELLI et al., 2019), uso de probiodticos no melhoramento da reproducao
em cativeiro (Rodrigues et al., 2020), parametros hematologicos diante de estresse agudo e
cronico em peixes (Barcellos et al., 2004), nutrigdo (BOMBARDELLI et al., 2020), toxicologia
(GOMES et al., 2021), reprodugao (HILBIG et al., 2019), conservacao de gametas de espécies
neotropicais (GOES et al., 2017) e procedimentos anestésicos (CORSO et al., 2019), entre
outros, pelo que a espécie atualmente compde um grupo de peixes que sdo utilizados no Brasil
como modelos experimentais (BRASIL, 2019).

A utilizagdo desse animal para obter respostas sobre a influéncia da contaminagao do s€émen
com sangue, ird ajudar a compreender pontos negativos e positivos até mesmo de se congelar
esse material e utiliza-lo no futuro, subsidiando estudos de produgdo em -cativeiro e
contribuindo com outras espécies sem comprometer a diversidade bioldgica de peixes nativos
em risco. Ademais, considerando que a qualidade dos espermatozoides dos peixes € a condigdo
primordial para uma boa fertilizacdo, ¢ consequentemente a producdo e perpetuagdo das
espécies (DADRAS et al., 2019), faz-se necessario compreender como a contaminagao
biologica com sangue pode afetara eficicia reprodutiva, facilitando a previsdo de problemas
relacionados ao uso desse material, aperfeicoamento do manejo em cativeiro e auxiliando na

tomada de decisoOes.



CAPITULO 2- Artigo redigido de acordo com as normas do periédico Aquaculture.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de sangue em concentragdes de 5 e 10% nao mostrou ser danosa ao sémen de
R. quelen, ndo ocasionando diminui¢cdo dos aspectos reprodutivos, podendo este material ser
utilizado para fertilizacdo, entretanto, maiores investigagoes sao necessarias para esclarecer o
nivel minimo de contaminacdo aceitavel, bem como os periodos e temperaturas de
armazenamento das amostras, pois a configuracdo sanguinea oferece riscos de estresse
oxidativo, em casos de altas concentragdes, ou at¢ mesmo o aspecto do sangue ao contaminar,
visto que a coloracdo amarronzada pode indicar células que j& sofreram hemolise, e portanto,

poderao causar maiores danos.



48

REFERENCIAS

ADAMES, M. S. et al. Optimization of the sperm: oocyte ratio and sperm economy in the
artificial reproduction of Rhamdia quelen using fructose as a sperm motility modulator.
Animal Reproduction Science, Amsterdam, v. 161, p. 119-128, 2015.

ANDRADE, D. R.; YASUI G. S. Manejo da reproducdo natural e artificial e sua importancia
na producdo de peixes no Brasil. Revista Brasileira de Reproducao Animal, Belo
Horizonte, v. 27, n. 2, p. 166-172, 2003.

BARCELLOS, L. J. G. et al. Hematological changes in jundid (Rhamdia quelen Quoy and
Gaimard Pimelodidae) after acute and chronic stress caused by usual aquacultural

management, with emphasis on immunosuppressive effects. Aquaculture, Amsterdam, v.
237, n. 1/4, p. 229-236, 2004.

BOBE, J.; LABBE, C. Chilled storage of sperm and eggs. In: CABRITA, E. et al. Methods
in reproductive aquaculture. Boca Raton: CRC Press, 2008. p. 241-258.

BOMBARDELLL R. A. et al. Silver catfish (Rhamdia quelen) breeders fed on crude
glycerin-containing diets exhibited metabolic alterations and increased sperm concentration.
Aquaculture, Amsterdam, v. 530, [art.] 735724, 2021.

BOWEN, J. M. Management of the breeding stallion. /n: WALL, R. (ed.). Current Therapy
in Theriogenology: diagnosis, treatment and prevention of reproductive diseases in small and
large animals. London: WB Saunders Company, 1986. p. 635-645.

BRASIL. Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes. Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Resolucao Normativa n® 44, de 1° de
agosto de 2019. Diario Oficial da Unido: Sec¢ao 1, Brasilia, DF, n. 149, p. 9, 5 ago. 2019.

BRASIL. Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes. Gabinete do
Ministro. Resolugdo Normativa n® 37, de 15 de fevereiro de 2018. Baixa a Diretriz da Pratica
de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA.
Diario Oficial da Unifo: Secdo 1, Brasilia, DF, n. 36, p. 5, 22 fev. 2018.

BRASIL. Ministério da Pesca e Aquicultura. Secretaria de Monitoramento e Controle da
Pesca e Aquicultura. Departamento de Monitoramento e Controle. Coordenagdo-Geral de
Sanidade Pesqueira. Manual de coleta e remessa de amostras para diagnostico de
enfermidades de animais aquaticos na Rede Nacional de Laboratorios do Ministério da
Pesca e Aquicultura - RENAQUA. Brasilia, DF: CGSAP/DEMOC/SEMOC/MPA, 2013.
Disponivel em: http://www.cidasc.sc.gov.br/defesasanitariaanimal/files/2012/09/Manual-de-
Coleta-e-Remessal.pdf. Acesso em: 24 nov. 2021.

CAROLSFELD, J. et al. Cryopreservation of sperm in Brazilian migratory fish
conservation. Journal of Fish Biology, Oxford, v. 63, n. 2, p. 472-489, 2003.

CIERESZKO, A. et al. Blood cells in rainbow trout Oncorhynchus mykiss milt: relation to

milt collection method and sampling period. Theriogenology, Amsterdam, v. 62, n. 7, p.
1353-1364, 2004.



49

CHARAN, J.; KANTHARIA, N. D. How to calculate sample size in animal studies? Journal
of Pharmacology & Pharmacotherapeutics, Mumbai, v. 4, n. 4, p. 303-306, 2013.

CORSO, M. N. Effects of different doses of eugenol on plasma cortisol levels and the quality
of fresh and frozen-thawed sperm in South American catfish (Rhamdia quelen).
Theriogenology, Amsterdam, v. 125, p. 135-139, 2019.

COSTA, B. B. et al. Cryopreservation-induced morphological changes in the sperm of South
American silver catfish (Rhamdia quelen). Journal of Applied Ichthyology, Hamburg, v. 35,
p- 987-993, 2019.

DADRAS, H. et al. Effect of water temperature on the physiology of fish spermatozoon
function: a brief review. Aquaculture Research, Oxford, v. 48, n. 3, p. 729-740, 2017.

FAO — FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS.
[Base de dados FAOSTAT]. Rome, 2018. Disponivel em:
www.fao.org/3/19540en/19540en.pdf. Acesso em: 5 dez. 2021.

FAO — FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS.
[Base de dados FAOSTAT]. Rome, 2016. Disponivel em:
https://www.fao.org/documents/card/en/c/ca9229en. Acesso em: 5 dez. 2021.

FEIDEN, Aldi et al. Desempenho de juvenis de jundias (Rhamdia voulezi) submetidos a
alimentagdo com racao organica certificada e comercial. Revista Académica Ciéncia
Animal, Curitiba, v. 8, n. 4, p. 381-387, 2010.

GALO, Juliana Minardi et al. Oocyte quality of tambaqui (Colossoma macropomum) during
the reproductive season. Brazilian Journal of Biology, Sao Carlos, v. 75, p. 279-284, 2015.

GOMES, D. P. et al. Water parameters affect anaesthesia induced by eugenol in silver
catfish, Rhamdia quelen. Aquaculture Research, Oxford, v. 42, n. 6, p. 878-886, 2011

GOES, M. D. et al. Natural and artificial spawning strategies with fresh and cryopreserved
semen in Rhamdia quelen: reproductive parameters and genetic variability of
offspring. Theriogenology, Amsterdam, v. 88, p. 254-263, 2017.

GRESSLER, L. T. et al. Histological and antioxidant responses in Rhamdia quelen
sedated with propofol. Aquaculture Research, Oxford, v. 47, n. 7, p. 2297-2306, 2016.

GRESSLER, L. T. et al. Silver catfish Rhamdia quelen immersion anaesthesia with essential
oil of Aloysia triphylla (L'Hérit) Britton or tricaine methanesulfonate: effect on stress
response and antioxidant status. Aquaculture Research, Oxford, v. 45, n. 6, p. 1061-1072,
2014.

HILBIG, C. C. et al. Effects of dietary fatty acids on the reproduction of South American
female catfish Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824). Latin American Journal of
Aquatic Research, Valparaiso, v. 47, n. 3, p. 456-466, 2019.



50

JENEY, V. et al. Pro-oxidant and cytotoxic effects of circulating heme. Blood, The Journal
of the American Society of Hematology, Washington, DC, v. 100 n. 3, p. 879-887, 2002.

LE, M. H.; CHANG, Y. J.; ARUKWE, A. Properties and activities of blood-or seawater-
contaminated wild-caught Striped Jewfish (Stereolepis doederleini) sperm. Aquaculture
Research, Oxford, v. 49, n. 2, p. 900-907, 2018.

LINS, R. M. et al. Reproductive physiology of Rhamdia quelen is improved by dietary
inclusion of probiotics. Aquaculture Research, Oxford, v. 52, n. 4, p. 1677-1687, 2021.

MAIOLINO, C. V. Desenvolvimento inicial do cranio-mandibula de Rhamdia quelen
(Siluriformes: Heptaridae). 2019. Dissertagdo (Mestrado) - Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncia Animal, Faculdade de Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2019.

MARQUES, L. S. et al. Urine, feces, and blood contamination of frozen and fresh tambaqui

(Colossoma macropomum Cuvier, 1818) sperm. Cryobiology, Cambridge, v. 102, p. 121-
126, 2021.

MILIORINI, A. B. et al. A morphological classification proposal for Curimba (Prochilodus

lineatus) sperm damages after cryopreservation. Aquaculture Research, Oxford, v. 42, p.
177-187, 2011.

NEGRELLI D. C. ef al. Molecular and morphological analysis of Henneguya jundiai n. sp.
(Cnidaria: Myxosporea), a new parasite of the gills of Rhamdia quelen in Brazil. Acta
Tropica, Amsterdam, v. 197, [art.] 105053, 2019.

NEUMANN, G.; SANCHES, P. V.; BOMBARDELLLI, R. A. Effects on fertility of motile
sperm to egg ratio with use of cryopreserved Rhamdia quelen semen at different post-
activation times. Animal Reproduction Science, Amsterdam, v. 201, p. 84-92, 2019.

PAIVA, M. J. T. R. et al. Métodos para analise hematologica em peixes. Maringa: EDUEM
- Universidade Estadual de Maringé, 2013.

PALACIOS-ABRANTES, J.; SUMAILA, U. R.; CHEUNG, W. The transboundary nature of
the world's exploited marine species. Scientific Reports, London, v. 10, [art.] 17668, 2020.

PEREIRA, C. R. et al. Embryonic and larval development of jundia (Rhamdia quelen, Quoy
& Gaimard, 1824, Pisces, Teleostei), a South American catfish. Brazilian Journal of
Biology, Sao Carlos, v. 66, p. 1057-1063, 2006.

RIJSSELAERE, T. et al. Effect of blood admixture on in vitro survival of chilled and frozen—
thawed canine spermatozoa. Theriogenology, Amsterdam, v. 61, n. 7/8, p. 1589-1602, 2004.

ROOM, D. M. Welfare assessment and relevant ethical decisions: key concepts. Annual
Review of Biomedical Sciences, Sao Paulo, v. 10, p. 79-90, 2008.

SANCHES, E. A. et al. Estimativa da concentragdao espermatica do sémen de peixe pelo
método de espermatdcrito. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 40, p. 1163-
1167, 2011.



51

STREIT JUNIOR, D. P. et al. Avaliacao de diferentes técnicas para coloragdo de sémen de
peixes. Arquivo Ciéncias Veterinarias e Zoologia Unipar, Umuarama, v. 7,n. 2, p. 157-
162, 2004.

STREIT JUNIOR, D. P. et al. Parametros qualitativos do s€émen de dourado (Sa/minus
maxillosus) em cativeiro. Boletim do Instituto de Pesca, Sao Paulo, v. 34, n. 3, p. 337-
344, 2018.

TEIXEIRA, N. S. et al. Effects of anesthetic MS-222 on stress and reproduction of South
American silver catfish (Rhamdia quelen) males. Animal Reproduction Science,
Amsterdam, v. 225, [art.] 106669, 2021.

VIVEIROS, A. T. M.; GODINHO, H. P. Sperm quality and cryopreservation of Brazilian
freshwater fish species: a review. Fish Physiology and Biochemistry, Dordrecht, v. 35, n. 1,
p. 137-150, 2009.

VOSS, J. L.; PICKETT, B. W.; SHIDELER, R. K. The effect of hemospermia on fertility in

horses. /n: INTERNATIONAL CONGRESS ON ANIMAL REPRODUCTION AND ARTIFICIAL
INSEMINATION, 8., 1976, Krakow. [Proceedings of the ...]. Krakow: The Congress, 1976.

p. 1093.

WHELTON, P. K. ef al. The effect of potassium supplementation in persons with a high-
normal blood pressure: results from Phase I of the Trials of Hypertension Prevention
(TOHP). Annals of Epidemiology, Atlanta, v. 5 n. 2, p. 5-95, 1995.

WILSON-LEEDY, J. G.; INGERMANN, R. L. Development of a novel CASA system based
on open-source software for characterization of zebrafish sperm motility parameters.
Theriogenology, Amsterdam, v. 67, p. 661-672, 2007.

ZALATA, A. A. et al. White blood cells cause oxidative damage to the fatty acid composition
of phospholipids of human spermatozoa. International Journal of Andrology, Madrid, v.
21,n. 3, p. 154-162, 1998.

ZANIBONI-FILHO, E.; NUNER, A. P. O. Fisiologia da reprodugio e propagacio artificial
dos peixes. In: CYRINO, J. E. P. et al. (org.). Topicos especiais em piscicultura de agua
doce tropical intensiva. Sdo Paulo: TecArt, 2004. p. 45-73.



52

VITA

Raquel Santos dos Santos Filha de José Francisco dos Santos e Maria da Silva Santos, ¢ natural
de Curionopolis no estado do Para, nascida em 13 de outubro de 1991.

Concluiu o ensino médio na escola Elza Maria Correa Dantas, em Sao Domingos do Araguaia,
e a graduacdo em Marabd Para, pela Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para-
UNIFESSPA, no curso de bacharel em Ciéncias Biologicas em 2019.

Iniciou a P6s graduagao em Zootecnia na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 2020,
na area de concentracdo de Producdo Animal, sendo bolsista CAPES. Nesse periodo realizou
atividades de pesquisa e ensino no Grupo de Pesquisa AQUAM (Producdo e Conservacao da
Biodiversidade das Espécies Aquaticas), com foco principal no desenvolvimento e
aprimoramentos de técnicas relacionadas as metodologias de reproducdo, avaliagdo de
qualidade e criopreservacao de gametas de peixes e bem-estar animal.



