Archives of Veterinary Science ISSN 1517-784X
v.17,n.1, p.37-43, 2012 www.ser.ufpr.br/veterinary

QUALIDADE DE GAMETAS COM A TECNICA DE ENDOSCOPIA EM
CURIMBA (PROCHILODUS LINEATUS)

Estefania de Souza Andrade?!, Monica Rodrigues Ferreiral, Daniella Aparecida de
Jesus Paula?, Luis David Solis Murgas?, Viviane de Oliveira Felizardo?, Galileu
Crovatto Veras?

1 UFLA
Correspondéncia: Estefania Andrade: esandrade@bol.com.br

RESUMO: A endoscopia pode facilitar o manejo em piscicultura e possibilita a realizacdo da
sexagem de forma precisa, mesmo que seu uso ainda seja restrito. A curimba é uma espécie de
peixe reofilica, utilizada em experimentos como espécie modelo para peixes migradores. Este
trabalho teve como obijetivo viabilizar a utilizacdo do endoscopio rigido na sexagem de reprodutores
de curimba e determinar se a técnica altera os indices reprodutivos. Foram examinados 16 curimbas,
nos quais foi identificado o sexo através da introducdo do endoscépio pelo poro urogenital para
visualizagédo das gbnadas. O endoscépio rigido utilizado (modelo Multi-Purpose Rigid™, Karl Storz,
Germany) apresentava angulo de 30° com 2,7 mm de didmetro e 18 cm de comprimento. Foi
realizada a induc@o hormonal 20 dias apés a aplicacédo da técnica, as fémeas receberam duas doses
de extrato bruto de hip6fise de carpa (EBHC) de 0,4 e 4,0 mg/kg de peixe, com intervalo de 12 horas
e 0s machos receberam uma Unica dose de 4,0 mg/kg de peixe de EBHC, no momento da segunda
aplicacdo nas fémeas. Apds 12 horas, procedeu-se a extrusdo dos gametas, sendo retirada uma
amostra de sémen para avaliacdo da morfologia, taxa (%) e duragdo (segundos) da motilidade e
concentracdo espermética. Para as fémeas realizou-se a avaliacdo do peso da desova e coleta de
uma amostra dos ovAcitos para avaliar a posi¢do da vesicula germinativa e o didmetro dos ovécitos.
Pode-se observar que 100% dos machos espermiaram e 62% das fémeas desovaram. Além disso,
todos os indices reprodutivos foram considerados dentro dos padrdes esperados para a espécie.
Conclui-se que a endoscopia pode ser utilizada de maneira eficiente na sexagem e na avaliagdo do
grau de maturacao gonadal, antes da piracema, sem alterar a eficiéncia reprodutiva dos peixes.
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QUALITY OF GAMETES WITH ENDOSCOPY TECHNIQUE IN CURIMBA
(PROCHILODUS LINEATUS)

ABSTRACT: Endoscopy can facilitate for fish and allows the performance of sexed accurately, even
if its use is still restricted. The curimba is a rheophilic species of fish, used in experiments as a model
species for migratory fish. This study aimed to enable the use of the endoscope in sexing breeding
curimba and determine whether the technique alters the reproductive rates. Curimbas 16 were
examined, in which sex was identified by the introduction of the pore urogenital endoscope for
viewing the gonads. The endoscope used (model Multi-Purpose Rigid ™, Karl Storz, Germany) had a
30° angle with 2.7 mm diameter and 18 cm in length. Hormonal induction was performed 20 days
after application of the technique, the females received two doses of crude extract of carp pituitary
(CECP) of 0.4 and 4.0 mg / kg of fish, with an interval of 12 hours and the males receiving a single
dose of 4.0 mg / kg of fish CECP, when the second application in females. After 12 hours, we
proceeded to the extrusion of the gametes, which was removed a semen sample for evaluation of
morphology, rate (%) and duration (seconds) motility and sperm concentration. For the females took
place evaluating the weight of spawning and collecting a sample of oocytes to evaluate the position of
the germinal vesicle and oocyte diameter. It can be observed that 100% of males and 62% of female
spawned. In addition, all reproductive indices were considered within the standards expected for the
species. It follows that the endoscope can be used efficiently in sexing and evaluating the degree of
maturation prior to spawning season, without changing the reproductive efficiency of Fish.
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INTRODUCAO

Quando mantidos em cativeiro, 0s
peixes reofilicos necessitam da
utilizacado de hormonios para que ocorra
a espermiacao e desova, visto que os
gametas sdo produzidos naturalmente,
porem ndo ha atuacdo hormonal
suficiente para promover a liberacéo dos
gametas sem que haja a inducdo
hormonal. O sucesso da inducéo
hormonal depende tanto da capacidade
de diferenciacéo sexual dos
reprodutores como da determinagéo
exata do estaddio de desenvolvimento
gonadal e, consequentemente, do
momento de aplicacdo dos hormdnios
(Mylonas et al., 2010).

Atualmente, o processo de selecéo
de reprodutores é realizado a partir de
caracteristicas macroscopicas, sendo
observados em fémeas o volume e
flacidez ventral, bem como o tamanho e
a coloracdo avermelhada da papila
urogenital. Nos machos, a selecdo é
feita exercendo leve pressao abdominal
no sentido cranio-caudal, observando-se
a existéncia da espermiacao
(Woynarovich e Horvath, 1983).

Porém, as caracteristicas citadas
acima podem ser subjetivas, nao
expressando de forma correta o
verdadeiro estado reprodutivo ou sexo
dos animais (Lima et al., 2011). Para a
sexagem de Salvelinus alpinus, os
animais sao eutanasiados, por nao
apresentarem dimorfismo sexual (Mayer
et al, 1992). Em salmonideos as
caracteristicas morfolégicas externas
nao sao eficientes para determinacao do
estado avancado de desenvolvimento
gonadal (Martin et al., 1995).

Algumas técnicas podem ser
empregadas na avaliagdo do sexo e
estadio de desenvolvimento gonadal.
Em esturjbes € feita a anestesia do
peixe, sendo realizada uma incisdo no
abdémen e  posterior avaliacao
endoscopica para inspecdo das

lineatus)

gbnadas. ApO0s 0 exame, a incisdo €
suturada (Hurvitz et al., 2007). Ainda,
segundo estes autores, € possivel
realizar uma bidpsia para avaliacdo
histoldgica das gbnadas.

Em esturjbes e surubins a
maturacdo gonadal tem sido avaliada
utilizando o endoscopio, através do poro
urogenital. Esta técnica tem se
mostrado eficaz, e tem como vantagem
o fato de nao ser invasiva (Divers et al.,
2009; Hernandez-Divers et al., 2004;
Kynard e Kieffer, 2002). Comparando-se
a eficiéncia entre o ultrassom e a
endoscopia, foi constatada que quanto
mais invasiva a técnica, maior sera a
facilidade de visualizacdo, contribuindo,
assim na determinacao das
caracteristicas reprodutivas dos peixes
(Wildhaber et al., 2005).

A auséncia de dimorfismo sexual
em varias espécies de peixes faz com
gue a sexagem e a definicdo da
maturagdo gonadal se tornem tarefas
complicadas, sendo necessaria a
adocdo de uma técnica confiavel e
pratica. A curimba, também conhecida
como curimbatqd, € uma espécie do
género  Prochilodus, que realiza
migragdo entre novembro e janeiro
(Pereira et al., 2009). Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a utilizacdo do
endoscopio rigido, via papila urogenital,
para sexagem de reprodutores de
curimba, bem como determinar se a
técnica altera os indices reprodutivos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dezesseis
curimbas provenientes da Estacdo de
Piscicultura da Universidade Federal de
Lavras, durante o més de fevereiro de
2010. Os reprodutores foram capturados
dos viveiros de alvenaria de 80m?, com
auxilio de redes de arrasto. Em seguida
foi realizada a sexagem dos animais
atraves da introducao de um endoscépio
rigido (modelo Multi-Purpose Rigid™,
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Karl Storz, Germany) pelo poro
urogenital para visualizacdo das
gbnadas, com angulo de 30°; 2,7 mm de
diametro e 18 cm de comprimento,
acoplado a uma camisa endoscépica de
5 mm para insuflacdo de soro fisioldgico
estéril, além de cabo de fibra otica e
fonte de luz alégena de 150 Watts que
acompanha o endoscopio (Lima et al.,
2011).

Para visualizagdo das imagens no
computador, foi acoplado ao endoscépio
uma micro camera (MedCam Clinic,
Toronto) ligada a uma placa de captura
de imagens (Dazzle ™, Pinnacle, United
Kingdon).

A técnica consistiu em identificar o
sexo do animal, sendo caracterizados
como fémeas quando eram visualizados
ovécitos e como machos 0s que nao
apresentavam 0s mesmos. Apds este
procedimento, os peixes foram medidos,
pesados e marcados para a
determinacdo da dose hormonal a ser
aplicada. Foi realizada indugéo
hormonal 20 dias ap6s a aplicacdo da
técnica de endoscopia, sendo utilizadas
para as fémeas duas doses de extrato
bruto de hipdfise de carpa (EBHC), que
consistiram de injecdes intramusculares
de 04 e 40 mg/kg de peixe,
respectivamente, com intervalo de 12
horas. Ja os machos receberam uma
Unica dose de 4,0 mg/kg de peixe de
EBHC, no momento da segunda
aplicacao nas fémeas.

Os peixes foram retirados dos
tanques 12 horas apés a segunda dose
do hormdnio, a extrusdo dos gametas
foi realizada através de uma massagem
na regido ventral no sentido cranio-
caudal. O sémen de cada reprodutor foi
acondicionado em tubo de ensaio estéril
graduado para medi¢do do volume e os
ovécitos  foram  depositados em
béqueres estéreis, sendo
posteriormente identificados.

Uma aliquota de 10 pL de sémen
in natura de cada animal foi colocada
em uma lamina histologica de vidro e, a

seguir, homogeneizada com 40 pL de
agua destilada para determinacdo da
taxa (%) e duracdo (segundos) da
motilidade espermatica. A duracdo da
motilidade foi considerada desde a
ativacdo até que apenas 10% das
células espermaticas apresentassem
motilidade. A concentracdo espermatica
foi calculada com o auxilio da camara
de Neubauer no microscopio Optico,
sendo o0 sémen diluido em solugédo de
formol citrato na proporcdo de 1:1.000
(sémen:solucdo diluente) (Felizardo et
al., 2010).

Para andlise da morfologia
espermatica, o sémen foi diluido em
formol citrato na proporcado de 1:1.000
(sémen: solucéo diluente) e em seguida
realizado um esfregaco por amostra e
levado ao microscopio para leitura em
aumento de 1000 X. Para cada amostra
100 espermatozodides foram avaliados e
0 numero de células normais e anormais
foi expresso em porcentagem.

Para a avaliacao do
desenvolvimento ovariano, duas
amostras de ovocitos foram coletadas,
sendo a primeira para realizar a
mensuracdo do didmetro através da
fixacdo em solucdo de Gilson (50 mL de
alcool 60%, 440 mL de agua destilada, 7
mL de &cido nitrico, 10 g de cloreto
mercurico - HgCl, e 9 mL de &acido
acético glacial) por 30 minutos. Em
seguida, os ovocitos foram medidos
(mm) com auxilio de ocular micrométrica
(10x), sob microscépio Optico (40x). A
segunda amostra foi fixada em liquido
de Serra (60 mL de alcool 90°GL; 30 mL
de formalina e 10 mL de &cido acético
glacial), para avaliacdo da migracdo da
vesicula germinativa com auxilio de
microscopio estereoscopico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados oito machos e
oito fémeas, identificadas inicialmente
pelos caracteres macroscépicos como
abaulamento de ventre e coloracdo de
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papila urogenital. Os animais possuiam
peso médio de 0,418+0,113 e
0,298+0,840 kg e comprimento total de
31,0£5,0 e 28,59+3,2 cm, fémeas e
machos, respectivamente.

A endoscopia mostrou-se uma
ferramenta eficiente na sexagem em
curimba, sendo que os resultados foram
confirmados com a  reproducdo
posteriormente, Ap6s a inducédo
hormonal foi verificado que o0s peixes
responderam de maneira eficiente,
sendo que 100% dos machos
espermiaram e 62% das fémeas
desovaram, ndo havendo uma influéncia
negativa da técnica sobre o processo
reprodutivo.

A técnica de endoscopia € utilizada
para a identificacdo do sexo, mesmo
fora da época de reproducdo ou em
peixes imaturos (Bryan et al.,, 2005;
Hurvitz et al., 2007; Kynard e Kieffer,
2002; Swenson et al., 2007). Em
Medicina Veterinaria ela € utilizada para
examinar 6rgaos internos de peixes via
insercdo do endoscépio na cavidade
celomatica (Wildhaber et al., 2005).

As técnicas de manipulacdo dos
reprodutores durante a primeira fase de
desenvolvimento dos gametas,
constituindo a proliferacdo, crescimento
e diferenciacao dos gametas
(gametogénese e vitelogénese) podem
prejudicar o desempenho reprodutivo,
gerando estresse aos reprodutores do
plantel e inibindo a segunda fase da
reproducao (ovulagéo e
espermiogénese) (Blythe et al., 1994).
Além disso, 0 estresse pode alterar ou
inibir a motivacdo dos peixes de
expressarem 0s comportamentos
reprodutivos (Chandroo et al., 2004).

A concentracdo espermatica média
dos reprodutores neste trabalho foi de
75,81x10° + 35,59x10°
espermatozoides/mL. Os valores de
referéncia variam entre 16,8x10° e
23,4x10° (Viveiros et al., 2009; Felizardo
et al, 2010). O aumento da

lineatus)

concentracao meédia encontrada,
provavelmente se deve a época de
inducdo hormonal, na qual foi realizada
a reproducao destes animais, ja no final
da época reprodutiva. De acordo com
Silva et al. (2009), a concentracao
espermatica é correlacionada
positivamente com o periodo que ocorre
a inducédo hormonal, sendo maior no fim
da piracema.

A taxa de motilidade encontrada
do sémen de curimba de todos os
animais foi de 100% e a meédia do
volume observado foi de 1,16+0,38 mL.
Os valores médios da duracdo da
motilidade  encontrados foram de
1394102 segundos, sendo superior aos
valores encontrados por Murgas et al.

(2007) que relataram de 24 a 88
segundos.
A morfologia espermatica

apresentou médias de 19,25 + 6,11%
para anormalidades maiores, 7,62 +
1,4% para anormalidades menores e
26,87 * 5,79% para anormalidades
totais. As anormalidades maiores sao
desenvolvidas durante a
espermatogénese, devido a fatores
externos que podem acometer o0s
reprodutores, como  estresse e
enfermidades. Anormalidades menores
como cabeca isolada (28,0+4,2%) e
cauda isolada (18+2,8%) ja foram
visualizados por Moraes et al. (2004).
Porém, estes autores descreveram que
0s percentuais elevados deste tipo de
anormalidades podem estar
relacionados ao procedimento de
preparacao e coleta do sémen (Streit-Jr
et al., 2008).

Cinco fémeas responderam a
inducdo hormonal, sendo que a média
de peso de desova foi de 77,4+26,34 ¢
(Tabela 1). A variacdo de resposta a
induc&o hormonal em fémeas é variavel
e depende de uma seérie de fatores
(Pereira et al., 2009). Estes mesmos
autores obtiveram 100% de desova em
fémeas de curimba. Em pirapitinga, foi
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encontrado usando a mesma dosagem
hormonal utilizada, porém com hipofise
de salmé&o, um indice de desova de 48%
(Nagahama, 1994).

Tabela 1- Pardmetros reprodutivos das fémeas indwzidas com EBHC e que
responderam ao tratamento, durante o més de margo/2010, na Universidade F ederal
de Lavras.

Animal Desova (g)

n"ovocitos’ Didmetro

desova {pm)

1 26 100 44450 1452

2 200 95 396000 1772

3 63 100 132600 1708

4 71 57 129200 1784

5 22 874 23100 1772
Média 7747223 87,4+18,00 145076+148636 1697 614050
"% PPVG: porcentagem de ovocitos com posicdo perfférnica de vesicula

germinativa
“n® ovdcitos: ndmero de ovdcitos

PPVG' (%)

O peso de desova difere de alguns
resultados encontrados. Pereira et al.
(2009) observaram entre os meses de
novembro/2005 e janeiro/2006, peso
meédio de 221,7 g com dose de 0,5 e 5
mg/kg de EBHC e citam também que a
época de reproducdo de curimba é de
novembro a janeiro. Silva et al. (2009)
observaram peso médio de desova em
novembro, dezembro e janeiro de
177,5+96,2; 263,7+135,0; 264,4+142,9
g, respectivamente, também utilizando
doses de 0,5 e 5,0 mg/kg e concluem
que as melhores desovas foram nos
meses de dezembro e janeiro. N0OSS0s
resultados podem estar relacionados
com a época em que o experimento foi
realizado.

A média de porcentagem de
ovOcitos com posicao periférica de
vesicula germinativa foi de 87,4+18,0%
(Tabela 1). Esta média ndo difere dos
dados encontrados por Pereira et al.
(2009), que foi de 94,0%. A posicao
periférica da vesicula germinativa indica
que o0s ovocitos estdo em final de
maturacdo, contrario do que é
encontrado em ovQcitos imaturos ou em
maturacdo, em que a posicdo do ndcleo
é central (Murgas et al., 2011).

Uma andlise dos diametros dos
ovOcitos intraovarianos como indicador
do grau de desenvolvimento gonadal
das fémeas foi utilizada pela primeira
vez por (Fenerich-Verani et al., 1984)
com curimbatd Prochilodus scrofa. O
didmetro meédio encontrado neste

trabalho foi de 1697,6x140,5 pm
(Tabela 1) e & proximo ao observado
por diversos autores.

Foi observado que o sucesso da
fertilizagdo ocorreu somente em fémeas
com ovocitos de diametros superiores a
735,55 pym e que as fémeas que
apresentavam ovocitos
significativamente maiores nao
respondiam aos tratamentos hormonais
estando este resultado de acordo com
relatos de Fenerich-Verani et al. (1984).
Foi encontrado para curimba um
tamanho médio de 2640 pm
(Hainfellner, 2011), e Pereira et al.
(2009) encontrou diametro de 1360 um.

A sexagem e a avaliacdo do grau
de maturacdo gonadal em reprodutores
de curimba podem melhorar os indices
reprodutivos dos cardumes, além de
facilitar o manejo nas pisciculturas.
Porém, as técnicas invasivas se mal
aplicadas podem prejudicar a saude e o
desempenho  reprodutivo,  gerando
estresse aos reprodutores do plantel,
introduzindo patégenos e inibindo a
ovulacdo, sendo ineficientes (Blythe et
al.,, 1994). Além disso, o estresse pode
alterar ou inibir a motivacédo dos peixes
de expressarem outros
comportamentos, como 0s reprodutivos
(Chandroo et al., 2004).

CONCLUSAO

A técnica de endoscopia surge
como uma possibilidade para avaliacao
dos reprodutores, sendo néo invasiva e
de facil execucdo. E visto que os
reprodutores utilizados neste
experimento responderam de maneira
esperada a inducdo hormonal, sem
alteracdo dos parametros reprodutivos
avaliados. Assim, esta técnica pode ser
utilizada de maneira eficiente para
sexagem e avaliacdo de grau de
maturacdo gonadal, antes da piracema,
sem alterar a eficiéncia reprodutiva dos
peixes.
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