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RESUMO

Para verificar a existéncia de anormalidades morfol6gicas nos espermatozoides de clindbala: (

dus scrofapntes e apds duas aplicacdes de hCG, foram coletadas amostras de sémen de 48 exemplares
com 3 anos de idade. As 384 amostras obtidas foram examinadas utilizando-se microscopio de contraste
de interferéncia diferencial, sendo 192 esfregacos corados pelo método de Williams e 192 preparagfes
Umidas de sémen fixadas em glutaraldeido a 0,2%. O exame da motilidade dos espermatozéides foi reali-
zado sob microscopia de contraste de fase. A analise de varidncia mostrou correlacdo altamente signifi-
cativa (P < 0,01) entre a porcentagem de espermatozéides com anormalidades na cabeca e o tempo
decorrido da aplicagdo hormonal. Quando foram considerados conjuntamente os defeitos morfolégicos
maiores e menores, a média total foi igual a 9,54%. A motilidade espermética apresentou valor médio de
94,17% e os tipos de anormalidades de maior incidéncia nos espermatozoides foram caudas dobradas ou
enroladas e auséncia de cauda.

Palavras-chave curimbataProchilodus scrofamorfologia do espermatozéide, indugéo hormonal

ABSTRACT

Semen was collected from 48 “curimbata” fiBtndchilodus scrofy 3 years old, prior and post two i.m.
injections of hCG, in order to verify possible abnormal morphology in spermatozoa. Under differential
interference contrast microscopy, 384 samples of semen were examined, being 192 smears stained by
Williams’s method and 192 wet preparations in 0.2% glutaraldeyde. Sperm motility was also evaluated
under differential interference contrast microscopy. Statistical analyses showed high significative corre-
lation (P<0.01) between sperm head abnormalities and time elapsed from hormonal treatment. The minor
defects plus major ones resulted in 9.54% in average while sperm motility resulted in a mean value of
94.17% Overall higher defects observed were bent tails and free sperm heads.

Key words: “ curimbatd” Prochilodus scrofaspermatozoa morphology, hormonal induction

Introducéo intermediéria e cauda. Todavia, 0 mesmo autor cons-
tatou, por métodos citolégicos, que os espermatozoi-
Os critérios utilizados para a avaliagdo do sémewes da maioria dos teledsteos ndo possuem acrosso-
de peixes, até o presente momento, tém-se baseanmw.
em exames da motilidade, concentragdo esperméati- O estudo morfolégico das células espermaticas e
ca e porcentagem de espermatozoides vivos e mosua relagdegom a infertilidade dos machos alcan-
tos (Kavamotcet al, 1985), sem levar em conside- ¢caram maior importancia com o advento da inse-
racdo a ocorréncia de defeitos morfoldgicos nas céninacao artificial em mamiferos, especialmente
lulas espermaticas. na espécie bovina. Assirffgram realizados estu-
Ginzburg (1972) descreveu os espermatozoéidedos a fim de se evitar a expansdo de doencas decor-
de algumas espécies de peixes como sendo estrutentes de anormalidades espermaticas, responsaveis
ras constituidas por cabeca com acrossomo, pegeelo baixo indice de fertilidade (Blom, 1973 ; Barth e
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Oko, 1989). com uma gota de sémen colocada sobre uma lami-
Gwo, Kurokura e Hirano (1993) pesquisaram ana, adicionando-se uma gota maior de quimiotripsina
capacidade de fertilizacdo e a motilidade, associae misturadas com o auxilio de outra lamina. Estes
das a mudancas morfoldgicas ap6s o congelamentsfregacos foram corados pelo método de Williams
dos espermatozdides da truta arco-idacorhyn- (1920), obedecendo a seguinte sequéncia: alcool ab-
chus mykissga carpaCyprinus carpio,e do bai-  soluto por 3 a 4 minutos; solucdo de cloramina (0,5%),
acu, Fugu niphaobles. por 1 a 2 minutos até a retirada do muco; lavagem
Diante da escassez de informacdes sobre a ocaem agua destilada; lavagem em alcosi®; colo-
réncia de anormalidades morfologicas nos espermaacdo em carbol-fucsina-eosina por 6 a 7 minutos;
tozéides de peixes autéctones e da grande contfiavagem em agua destilada e, por fim, secagem em
buicdo que um estudo deste porte traria, decidiu-sehapa quente.
realizar um experimento visando obter estas infor- Para a analise da morfologia dos espermatozoi-
magcdes. Para tanto, foram utilizadas amostras daes, as amostras de sémen foram colocadas, com o
sémen de exemplares Beochilodus scrofaantes  auxilio de tubo capilar em tubos de plastico munidos
e apos receberem duas aplicagdes hormonais conda tampas, medindo 5 cm de comprimento por 1,2
finalidade de registrar a ocorréncia de anormalidaecm de didmetro interno, previamente preenchidos
des e sua relacdo com as aplicacbes de hormoéniogem 2 ml de glutaraldeido a 0,2%, seguido de leve

0 tempo de acgéo. homogeneizacdo. Este material foi transportado re-
frigerado, para o laboratério do Departamento de
Material e Métodos Reproducéo Animal da Faculdade de Medicina Ve-

terinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
Para a analise morfologica dos espermatozéide®osteriormente, foram realizadas 192 preparacdes
nos meses de novembro e dezembro de 1991 e jamidas de sémen através da retirada de uma gota do
neiro de 1992, retiraram-se duas aliquotas de sémenaterial fixado, com auxilio de pipeta Pasteur, colo-
de 48 exemplares de curimbaf,scrofa,com 3  cada entre lamina e laminula e, em seguida, vedada
anos de idaderiados no Nucleo de Aquicultura de com esmalte para unhas. As leituras foram realiza-
Pindamonhangaba do Instituto de Pesca - Sdo Padas sob microscopia de contraste de interferéncia
lo. diferencial (aumento de 1.250x em objetiva de imer-
Os reprodutores foram transportados dos tanséo), observando-se cerca de 200 espermatozdides
ques de criacdo para o laboratério e em seguidde cada lamina, tanto dos esfregacos como das pre-
anestesiados com solucao de clorobutanol a 3%parac6es Umidas. O nimero de células normais e
sendo marcados individualmente. Os 48 peixesnormais foi expresso em porcentagem.
foram divididos em grupos de 8 individuos, para A partir dos dados obtidos, foram calculados os
cada tempo de acdo hormonal. O sémen de cadalores médios e seus respectivos desvios padrao.
reprodutor foi colhido por compresséao do abdd- A andlise de variancia da porcentagem de defei-
men no sentido antero-posterior, antes e apés 8ps morfoldgicos foi realizada seguindo o modelo
16, 24, 48, 72 e 96 horas da primeira aplicacdo dmatematico (Snedecor e Cochran, 1980):
hCG (gonadotropina coriénica humana) por via
intramuscular, na dose de 5 Ul/g . Decorridos 14Y,, =m + h +d, + g, + (da), + g, , onde:
dias, colheu-se novamente o sémen, antes da se-
gunda aplicagcdo hormonal e ap6s 16 horas, comy¥, = namero de defeitos morfolégicos.;
pletando-se 384 amostras. Todas estas amostras= média geral;
foram avaliadas quanto a motilidade dos esperh, = efeito das horas de a¢do hormonal (i = 8,16, 24,
matozoidesnisturando-se, sobre uma lamina, uma48, 72, 96 horas);
gota de sémen com gotas de solucdo de bicarbonaﬂgi) = efeito das doses dentro das horas de acéo hor-
de sodio a 1%. As leituras foram realizadas em mimonal (j =1 (uma) 2 -duas);
croscopio de contraste de fase, considerando a poa = efeito das aplicagdes (antes e depois*@adh
centagem de células espermaticas mdéveis no car2? dose ou seja,
po microscopico, utilizando a escala arbitraria de 0 gj= 1- antes e 2 - depois);
100%, segundo Salisbury e Vandemark (1964). (da]k = interacdo entre doses e aplica¢cdes hormo-
Para o estudo da morfologia da cabeca dos esais;
permatozoides, 192 esfregacos foram preparadag, = erro residual
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Tabela 1.Valores médios do numero de espermatozéides com anormalidades morfoldgicas na cabeca, peca intermediaria e
cauda observadas em 384 amostras de sémen de curimbata, antes e apds a agao hormonal, Pindamonhangaba, 1991/1992

Para- 12 dose 22 dose
metros  Antes apds Antes apds
8h 16 h 24 h 48 h 72 h 96 h 16 h
X+s Xxs X£s Xxs Xxs Xxs Xxs X*s X*s
A 2022061 1633052 1312059 113069 150:066 163%044 225%066 210£052 2,36%0,63
B 560+107 550+003 425+149 475+128 513+125 563+074 625+089 502+0,87 6,06+1,23

A - Anormalidades da cabeca B - Anormalidades da pecga intermediaria e cauda  x = s - média e desvio padrédo

Resultados ridos 14 dias da primeira, foi possivel observar que
houve influéncia dos diferentes intervalos de tempo
O valor médio da porcentagem de motilidade dosla primeira dose, no aparecimento de defeitos mor-
espermatozodides observada foi igual a 94,17% e fwldgicos nos espermatozoides.
de espermatozoéides com anormalidades na cabeca, A Tabela 2 apresenta a andlise de variancia do nu-
peca intermediaria e cauda, igual a 9,54%. mero de espermatozdides com defeitos morfolégicos
Os valores médios e respectivos desvios padrana cabeca, observado nos esfregacos de sémen cole-
do nimero de espermatozoéides com defeitos morfdados antes da primeira dose hormong); @m dife-
I6gicos da cabeca, peca intermediaria e cauda, olentes tempos (8,16,24,48,72 e 96 horas) de ac¢&o hor-
servados nas 384 amostras de sémeR derofa  monal apés a primeira dose JDantes da segunda
em diferentes tempos de acdo hormonal, antes e apdsse (A) e 16 horas apds a segunda dosg (D
a primeira e a segunda dose de hCG, estdo apresen-A Figura 1 apresenta os diferentes tipos de anor-
tados na Tabela 1. malidades morfolégicas observadas nos esperma-
O teste de Tukey foi aplicado para analise ddozdéides, durante o experimento, utilizando-se a
contraste entre as médias, em niveis de 1 e 5% dmalise microscépica de contraste de interferén-
probabilidade. cia diferencial. Na Figura 18bserva-se defeito
Com a aplicagdo da andlise de variancia obsema cabeca (irregularidade da membrana) e na peca
vou-se que houve diferenca altamente significativantermediaria; a Figura 1B mostra a peca inter-
(P <0,01), entre a porcentagem de espermatozéidesediaria em forma de saca-rolha; a Figura 1C
com defeitos morfoldgicos da cabeca, apds a seguapresenta a peca intermediaria e a cauda forte-
da dose de hCG, quando esta foi relacionada comraente enroladas ao redor da cabeca; Figura 1D
porcentagem observada ap6s a primeira dose, pamaostra a cauda fortemente dobrada; a Figura 1E
o fator tempo (24, 48 horas) e apenas diferenca sigevidencia defeito somente na cabeca; a Figura 1F
nificativa (P< 0,05), para 72 e 96 horas (Tabela 2). Anostra espermatozéide sem a cauda e outro com
interacdo entre as doses e aplica¢cdes hormonais faicauda contendo gota citoplasmatica; a Figura
altamente significativa (P < 0,01), sendo superior ante$G mostra peca intermediaria e cauda em forma
da primeira dose hormonal, ocorrendo o inverso apdde clave de sol e a Figura 1H evidencia o esper-
a segunda. Com relagéo a analise dos dados obtidosatozéide contendo peca intermediaria em posi-
16 horas ap6s a segunda aplica¢cdo hormonal, decayao retro-axial.

Tabela 2.Resumo da andlise de varidncia do nimero de espermatozdéides com defeitos morfolégicos da cabeca,
em amostras de sémenRIscrofg antes da primeira dose de hCG (Q.M).A.apos a primeira dose (Q.M,D.
antes da segunda dose (Q.M)A& apos a segunda dose (Q.N).D

CAUSAS DE VARIACAO GL QMA, Q.M.D, QMA, Q.M.D, Q.M.
REGRESSAO LINEAR 1 5241~ 20,82 32,21 13,48 43,13
REGRESSAO QUADRATICA 1 7,51* 8,47 ** 0,94+ 246 5,32%*
REGRESSAO CUBICA 1 0,73 0,04 1,99% 0,88 0,07
REGRESSAO DE 40 GRAU 1 515* 1,27 4,33 2,37 2,79
DESVIOS DE REGRESSAO 1 0,18 1,10 0,21 0,19 0,03
RESIDUO 173 1,15 1,15 1,15 1,15 1,15

** = P< 0,01 * = P< 0,05 G.L. = Graus de Liberdade Q.M. = Quadrado Médio
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Figura 1. Microscopia de contraste de interferéncia diferencial, apresentando os defeitos morfol6gicos mais comuns nos espermatozéides
deProchilodus scrofa Pindamonhangaba - 1991 e 1992 (125@\X}efeito na cabega (irregularidade da membrana) e na peca interme-
diaria com alteragéo na fornf®);peca intermediaria em forma de saca-r@)aeca intermediaria e cauda fortemente enroladas ao redor

da cabec¢d)) cauda fortemente dobrada) defeitos na cabech) espermatozéide sem cauda (seta) e outro com a cauda contendo gota
citoplasmaticais) peca intermediaria e cauda em forma de clave défyqea intermediaria em posicéo retro-axial
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Discusséao ¢do do sémen, provavelmente esta ligado ao proces-
so de degeneracao deste tipo celular. De acordo com
Trabalhos referentes as anormalidades dos ess pesquisas realizadas por Lahnsteiner, Patzner e
permatozéides de peixes autoctones sdo raros. Weismann (1993), em truta arco-iris e Lahnsteiner,
determinacgdo destes defeitos podera servir de par®atzner e Weismann (1994), em ciprinideos, durante
metro para alertar sobre fatores que possam prova- periodo reprodutivo alguns espermatozoides sao
car alterac6es na fertilidade, como foi discutido poreabsorvidos pelo epitélio do ducto espermatico.
Blom (1973) em bovinos, cuja classificacdo foi ado-Durante este processo 0s espermatozoides sado en-
tada neste estudo. volvidos por microvilos e transportados para o inte-
O espermatozdide do curimbaté é constituido porior das células dentro de vacuolos heterofagicos, onde
cabeca sem acrossomo (Borges Filho, 1987), pegsofrem lise e se transformam em corpos lamelares
intermediaria e cauda. Segundo Ginzburg (1972), osonstituidos de fosfolipides.
espermatozoides da maioria dos teledsteos ndo pos- O processo de absorgéo celular também foi ob-
suem acrossomo. A mesma constatacdo foi feitaervado em fémeas de vérias espécies de peixes,
por Scott e Baynes (1980), em Salmonideos, Najue ndo eliminam seus ovécitos no momento ideal
gahama (1983), em diversas espécies, e Romagoapoés a inducao hormonal. Estas fémeas, quando che-
et al. (1993) em Piaractus mesopotamicuQuan- gam a eliminar seus évulos, apresentam baixa taxa
to a forma da cabeca do espermatozoéide, Alexandride fertilizacdo ou, ainda, ndo ocorre a fertilizacéo
no, Phan e Pinheiro (1985) descreveram qu®rem dos gametas. Quando os ovdcitos ficam retidos nos
chilodus scrofaa cabeca apresenta forma arre-ovarios, sdo denominados de “over ripe” por Lam
dondada. De acordo com Billard (1970), Ginzburg(1985) e entrardo em processo de degeneracao e
(1972) e Grier (1985), a forma da cabeca dos espeposterior absorcao.
matozoides esta relacionada com o tipo de fertiliza-  Billard, Dupon e Barnabe (1977) mostraram que
cdo realizada pela espécie, afirmando existir relacdo sémen ndo apresenta caracteristicas constantes
entre cabeca arredondada e fertilizacdo externa @urante todo o periodo de espermiacdo, sendo sua
entre alongadas e fertilizag&o interna. qualidade afetada pelo processo de envelhecimento
No presente estudo, a leitura realizada em esfradas células, que se apresenta mais intenso no perio-
gacos de sémen ou em preparacdes Umidas mostrda posterior ao “pico” de reproducédo (Billard e
9,54% de espermatozdides com defeitos morfolégiTakashima, 1983).
cos na cabeca, peca intermediaria e cauda, quando As anormalidades morfolégicas da peca intermedi-
considerados os defeitos morfolégicos maiores @ria e cauda causam alteragdes progressivas na motili-
menores em conjunto. Segundo Blom (1973), endade, aumentando o nimero de espermatozoides com
bovinos a porcentagem de anormalidades esperm&iovimentos circulares ou oscilatérios e, consequente-
ticas chega a 15%, sendo, portanto, mais elevada doente, diminuindo a taxa de fertilizag&do. Entre os de-
gue aquela obtida neste estudo. Associando-se a rieitos observados, os mais comuns foram cauda do-
duzida porcentagem de defeitos nas células espénrada e/ou enrolada e auséncia de cauda.
maticas a 94,17% de motilidade, pode-se presumir a
ocorréncia de elevada taxa de fertilizacao. Conclusbes
Na primeira colheita, observou-se a presenca de
maior niumero de células esperméaticas apresentan- Os resultados obtidos neste trabalho permitem
do cabec¢a maior e cauda mais curta. Este fato pod®ncluir que:
ter possivelmente ocorrido porque, no momento da 1 - Houve aumento do nimero de espermatozoi-
colheita, estas células possivelmente encontravandes com anormalidades com 0 aumento no nimero
se em fase de transicdo de espermatide para espde horas de acao hormonal,
matozoide. J4, apoés o tratamento hormonal obser- 2 — As taxas de anormalidades morfolégicas das
vou-se que a cabeca e cauda dos espermatozdidadulas espermaticas observadas, encontram-se abai-
apresentavam tamanhos mais homogéneos, estanko dos limites considerados normais para os mami-
ausentes aqueles de cabeca maior e cauda curtaferos, fornecendo indicios de que com sua utilizagédo
A constatacdo da elevacdo do nimero de espepode-se obter elevada taxa de fertilizacao.
matozoides com anormalidades na cabega, pega in-
termediaria e cauda com o0 aumento no tempo apés Agradecimentos
a aplicacdo hormonal, quando nédo ocorre a elimina- Os autores agradecem a colaboracdo técnica de
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