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APRESENTAGAO

A proposta da obra “As Ciéncias Biolégicas e a Construcdo de Novos
Paradigmas de Conhecimento 2” € uma e-book que tem como objetivo principal
a apresentacdo de um conjunto de artigos cientificos sobre diversos areas do
conhecimento em Ciéncias Biologicas, onde cada um dos artigos compde um
capitulo, sendo no total 32 capitulos, do volume 2 dessa obra. Essa coletanea de
artigos foi organizada considerando uma sequéncia l6gica de assuntos abordados
nos trabalhos de pesquisas e revisao da literatura, mostrando a construcao
do pensamento e do conhecimento do homem nas diversas areas das Ciéncias
Bioldgicas.

O objetivo primario da obra consistiu em apresentar de forma clara as
pesquisas realizadas em diferentes em instituicbes de ensino e pesquisa do pais
como: Centros de Ensino Técnico e Superior, Colégios, Escolas Técnicas de Ensino
Superior, Centro Universitarios, Fundacéo de Ensino Médio e Superior, Instituto
Federal, Faculdades de Ensino Superior Privado e Universidades Federais. Nos
diferentes artigos foram apresentados aspecto relacionado a doencas causadas
por Bactérias, Fungos, Parasitos, Virus, Genética, Farmacologia, Fitoterapia,
Biotecnologia, Nutricdo, Vetores biolégicos, Educacéo e outras areas correlatas.

Os temas sé&o diversos e muito interessantes e foram elaborados com o intuito
de fundamentar o conhecimento de discentes, docentes de ensino fundamental,
médio, mestres, doutores, e as demais pessoas que em algum momento de suas
vidas almejam obter conhecimentos sobre a saude abrangendo agentes etiol6gicos
das doencas, uso de substancias para higienizacao bucal, aspectos nutricionais
de alimentos, atividade de organismos na producdo de alimentos, degradacao de
material organica e ciclo de nutrientes no meio ambiente, como capturar e controlar
vetores de doencas, uso de plantas medicinais para cura de enfermidades, e sobre
metodologias que podem ser usadas nas escolas para favorecer a aprendizagem
dos estudantes.

Assim, essa obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Constru¢cao de Novos Paradigmas
de Conhecimento 2” apresenta teorias fundamentadas em dados obtidas de
pesquisas e praticas realizados por professores e académicos de diversas areas
do conhecimento biolégico, e que realizaram seus trabalhos com muita forca de
vontade, as vezes, com muitos poucos recursos financeiros, e organizaram e
apresentaram os resultados alcangados de maneira objetiva e didatica. Todos nos
sabemos o quanto € importante a pesquisa em um pais e a divulgacgao cientifica dos
resultados obtidos para a sociedade. Dessa forma, a Athena Editora oferece uma
plataforma consolidada e confidvel para os pesquisadores divulguem os resultados
de suas pesquisas.

Eleuza Rodrigues Machado
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RESUMO: Nas ultimas décadas as populacdes
naturais de peixes tém diminuido em virtude da
degradacao ambiental e da pesca excessiva.
O Piaractus brachypomus (pirapitinga ou pacu
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branco), pertencente aos caracideos, € uma
das espécies que sofrem com esse problema.
Dessa forma, conhecimentos basicos na area
de reproducao sao cada vez mais solicitados.
O objetivo do presente estudo foi determinar
as caracteristicas morfométricas da cabeca
de espermatozoides de Pirapitinga (Piaractus
brachypomus) no sémen fresco. Para isso,
realizou-se duas coletas de sémen de trinta
machos de Pirapitinga, que foram induzidos
a espermiacdo 14 horas antes da coleta do
sémen. As amostras foram analisadas em
relacdo ao volume seminal, pH e motilidade
subjetiva. Também, uma aliquota de cada
amostra seminal valida foi fixada para analise da
morfometria no Sperm Class Analyser utilizando
o mddulo de anélise da morfologia espermatica
auxiliada por computador (CASMA). Os dados
morfométricos foram expressos em média e
desvio padrdao. Em relacdo a morfometria da
cabeca dos espermatozoides frescos, possui
o comprimento de 3,3784+0,132mm, largura
2,3391+0,075mm, area 7,3130+0,386mm?,
9,7249+0,332mm, elongacéao

elipticidade  1,4592+0,055,
0,8536+0,009 e
0,9589+0,027. Esse trabalho foi aprovado pelo

perimetro
0,1843+0,018,

regularidade rugosidade

Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (09230730-
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2). Conclui-se que este estudo estabeleceu os valores morfométricos da cabeca do
espermatozoide de pirapitinga e com isso fornecera subsidios basicos para avancar
em estudos de reproducéo e de repovoamento da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Peixe, sémen, morfometria espermatica

DETERMINATION OF THE MORPHOMETRIC PATTERNS OF THE HEAD OF
PIRAPITINGA SPERMATOZOIDS (PIARACTUS BRACHYPOMUS)

ABSTRACT: In recent decades, natural fish populations have declined due to
environmental degradation and overfishing. Piaractus brachypomus (pirapitinga or
pacu branco), belonging to characids, is one of the species that suffer from this problem.
Thus, basic knowledge in the reproduction area is increasing. The present study
aimed to determine the morphometric characteristics of the Pirapitinga spermatozoa
head (Piaractus brachypomus) in fresh semen. For this, two semen collections were
carried out from thirty Pirapitinga males, which were induced spermiation 14 hours
before of the semen collection. The samples were analyzed for seminal volume, pH,
and subjective motility. Also, an aliquot of each valid seminal sample was fixed for
morphometry analysis in the software Sperm Class Analyzer using the computer-aided
sperm morphology analysis module (CASMA). Morphometric data were expressed as
mean and standard deviation. Regarding the morphometry of the head of the fresh
spermatozoa, it has a length of 3,3784+0,132mm, width 2,3391+0,075mm, area
7.3130+0,386mm?, perimeter 9.7249+0.332mm, elongation 0.1843+0.018, ellipticity
1.4592+0.055, regularity 0.8536+0.009 and roughness 0.9589+0.027. This work was
approved by the Ethics Committee for the Use of Animals at the Universidade Estadual
do Ceara (09230730-2). It is concluded that this study established the morphometric
values of the head of the pirapitinga spermatozoa and this will provide basic subsidies
to advance in reproduction and repopulation studies of the species.

KEYWORDS: Fish, sémen, spermatic morphometry

11 INTRODUCAO

A espécie Piaractus brachypomus (pirapintiga), endémica do Amazonas,
pertencente aos characideos, € um peixe altamente comercial em outras regides
do Brasil. Recentemente, a diminuicdo na diversidade genética observada nos
plantéis de reprodutores das granjas dedicadas a producdo de alevinos e 0s
freqlentes fendbmenos ciclicos de secas, 0s quais exercem acentuada acao sobre
seus processos reprodutivos, obrigam a regularizacdo ou desenvolvimento de
tecnologias que permitam o intercambio de material seminal entre os produtores,
aproveitamento de gametas que possam ser obtidos de individuos silvestres e
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conservacao de amostras seminais nos periodos menos favoraveis (FARIAS,
1998; FRESNEDA et al., 2004). Diante disto, as técnicas de congelamento tém
sido utilizadas no controle da reproducéao assistida de muitas espécies de interesse
econdémico (BILLARD et al., 1995), na formacédo de bancos de sémen de espécies
ameacadas de extincdo (HARVEY, 1996) e na manutencao da variabilidade genética
nas pisciculturas (MC ANDREW et al., 1993). A aplicacao desta técnica em peixes
estd em amplo desenvolvimento (MURGAS et al., 2007), no entanto, varios aspectos
da morfologia dos espermatozéides séo afetados durante esse processo. Alteracdes
na morfologia espermatica estéo correlacionado a diminuicdo da taxa de fertilizagao
em varios animais (SEKONI & GUSTAFFSSON, 1987). Dessa forma, & necessario
o conhecimento dos parametros morfométricos dos espermatozoides de Pirapitinga
(P. brachypomus) frescos. As técnicas de microscopia eletrénica sao precisas, mas
de dificil execucéo, sendo, portanto, a analise da morfologia espermatica auxiliada
por computador (CASMA) ideal para esse tipo de avaliacdo (MARCO-JIMENEZ et
al., 2008). O estudo objetivou determinar os padrdes morfométricos da cabeca dos
espermatozoides de sémen fresco da Pirapitinga (Piaractus brachypomus) utilizando
o Sperm Class Analyser.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Animais experimentais e coleta

Foram utilizados 30 machos adultos de Pirapitinga (P. brachypomus),
identificados através de microchips, proveniente do plantel do Centro de Pesquisas em
Aquicultura (CPAq) do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS)
em Pentecoste, Ceara, Brasil, localizado entre 03°45’00”S e 39°21°00"W, a 90 Km
de Fortaleza. Esse trabalho foi aprovado pelo CEUA (Comité de Etica para o Uso
de Animais da Universidade Estadual do Ceara) com protocolo numero 09230730-
2. Foram realizadas duas coletas de sémen de cada animal em um intervalo de 3
meses. Os animais receberam uma dose Unica de extrato de hipéfise de carpa (EHC:
2mg/kg peso vivo) para inducédo hormonal, 14 horas antes da coleta do sémen. No
dia da coleta, os animais foram sedados utilizando-se uma solucdo a base de 6leo
de cravo (Eugenol; Unido Vegetal Suplementos Nutricionais Ltda) (MYLONAS et al.,
2005), sendo imediatamente submetidos a coleta de sémen ap0s a sedacgao e, em
seguida, devolvidos ao tanque de manuseio.

Para a coleta, cada animal foi contido em decubito lateral, olhos envoltos
em pano umido, para minimizar o estresse e facilitar a contencao. O orificio genital
foi enxuto com papel toalha, e uma leve compresséo abdominal foi realizada no
sentido antero-posterior. O sémen liberado foi colhido e as aliquotas que estavam
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contaminadas com fezes, urina ou sangue foram descartadas, bem como as que
apresentaram um percentual inferior a 80% de espermatozdides moveis pos-
ativacdo, com agua do tanque, na avaliagdo inicial da motilidade subjetiva em
microscopio optico (MARCO-JIMENEZ et al., 2008). Uma aliquota de 100 mL das
amostras validas de sémen de cada animal foi fixada em solucéo salina formolizada
a 1% na proporcéo 1:10 (sémen:fixador) para analise morfométrica.

2.2 Avaliacao da morfometria espermatica

Para anélise da morfometria, dois microlitros das amostras fixadas foram
utilizados para confeccdo de esfregacos de cada animal. As ldminas secaram ao
ar e foram coradas com o kit Panotico de Hemograma (Instant-Prov) mergulhando
cada lamina duas vezes em cada uma das trés solu¢des do kit. Apds a secagem das
laminas, estas foram montadas com laminula utilizando vitral-verniz.

Foram analisados 200 espermatozdides de cada animal através da analise
da morfologia espermatica auxiliada por computador (CASMA). O programa foi
configurado para que todos os espermatozobides fossem visualizados com um
aumento de 40x, com andlise interativa e deteccdo manual dos espermatozoides.
Durante a anélise, cada espermatozoéide selecionado pelo observador foi digitalizado
pelo programa.

Foram computados dados referentes ao comprimento (C), em mm, do maior
eixo da cabeca do espermatozdide; a largura (L), em mm, do menor eixo da cabeca
do espermatozoide; o perimetro (P), em mm, da distancia que circunda a cabeca do
espermatozoide; a area (A), em mm?, da superficie da cabeca do espermatozdide.
A partir dessas informacgdes foram calculados, pelo programa, dados referentes
os parametros morfométricos, de maneira que a elipticidade foi a razdo entre
o comprimento e a largura (C/L). Quando essa razao foi igual a 1, a cabeca do
espermatozoide era redonda; quando maior que 1, a cabeca era alongada. A
elongacédo corresponde a formula C-L/C+L. Quando o resultado dessa férmula
foi igual a 0, ndo existia elongacéo, sendo, portanto, o espermatozoide redondo.
Quando maior que 1, o espermatozodide tinha o comprimento maior que a largura;
e quando menor que 1, a largura foi maior que o comprimento. A rugosidade (4TA/
P2) diz respeito ao perimetro de uma elipse em relagdo ao perimetro da cabeca do
espermatozoide. Quando a rugosidade foi 1, a membrana era lisa, ou seja, sem
rugosidade. A regularidade (MCL/4A) é a razao entre a area teédrica da elipse e a area
real da cabeca do espermatozdide, e quanto mais proxima de 1, mais similar a uma
elipse, ou seja, mais regular era a cabeca do espermatozoéide.
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3| RESULTADOS

3.1 Coleta do sémen

Os animais responderam bem ao tratamento hormonal e tiveram facil liberacao
do sémen. Poucas amostras estavam contaminadas com sangue, agua, fezes ou
urina. Tais amostras foram descartadas do experimento. Nenhuma amostra néo
contaminada apresentou motilidade subjetiva inferior a 80% apds ativacdo com
agua do tanque. As amostras de sémen das 30 pirapitingas apresentaram coloracao
branca leitosa. O maior volume coletado nos individuos foi de 11 mL e o menor foi de
1 mL. O pH né&o variou muito durante as coletas, ficando em torno de 8,5. A média
geral do peso dos machos, motilidade espermatica subjetiva, volume e pH do sémen
pode ser observada na Tabela 1.

Caracteristicas 1° coleta 2° coleta
Peso corporal (kg) 3.127 2.886
Motilidade espermatica subjetiva (%) 88 88
Volume seminal (mL) 4,48 5,44

pH do semen 8,5 8,6

Tabela 1: Peso corporal, motilidade esperméticas, volume seminal e pH do sémen de pirapitinga
na primeira e na segunda coleta

3.2 Morfometria espermatica individual

Apds a analise da cabega de 200 espermatozoides de cada um dos 30
animais foi possivel obter a média dos dados morfométricos, com comprimento de
3,3784+0,132um, largura de 2,339+0,075um, area de 7,3130+£0,386um?, perimetro
de 9,7249+0,332um, elongacao de 0,1843+0,018, elipticidade de 1,4592+0,055,
regularidade de 0,8536+0,009 e rugosidade de 0,9589+0,027.
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Figura 2: - Analise morfométrica da cabeca dos espermatozoides antes (A) e apés (B)
digitalizacao pelo programa de anélise da morfologia espermética auxiliada por computador
(CASMA). 40x.

4 | DISCUSSAO

As coletas de sémen realizadas nesse estudo ocorreram na estacéo reprodutiva
da pirapitinga. Diferencas das estacdes do ano levam a diferencas na qualidade da
agua, alimentacdo e maturidade sexual dos animais, nos quais afetam a qualidade
seminal (NASCIMENTO et al., 2010). O volume de sémen encontrado nesse
estudo foi diferente de outros trabalhos com essa mesma espécie, sendo maior
que o encontrado por PESSOA (2010), o qual realizou suas coletas fora da estacao
reprodutiva, entre junho e setembro, e menor que o encontrado por VELASQUEZ-
MEDINA (2008), que realizou suas coletas no meio da estacao (dezembro e janeiro).

Também foi observada uma reduc&o no peso dos animais. Isso se deve ao
fato de que, na natureza, os peixes de piracema, como a pirapitinga, migram rio
acima saindo do ambiente alimentar em busca do ambiente reprodutivo (GODINHO
et al., 2007).

Nesse estudo foi realizada a anélise morfométrica da cabeca de 200
espermatozdides de cada animal. A padronizacdo de um numero minimo de
espermatozdides a serem analisados € interessante uma vez que a técnica
de morfometria, para peixes, € muito laboriosa, pois 0os espermatozoides dessa
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classe sdao bem menores que os de mamiferos, muitas vezes sendo confundidos
pelo programa com artefatos. Outra dificuldade encontrada nesse processo foi a
escassez de informacgdes sobre a etapa de coloracdao de sémen de peixe.

O limitado sucesso dessa etapa também pode ocorrer devido a numerosos
artefatos produzidos durante a confeccéo dos esfregacos (TUSET et al., 2008).
Segundo VERSTEGEN et al. (2002), os corantes nao necessariamente permitem um
apropriado contraste em escala de cinza para uma analise acurada pelo programa.
TUSET et al. (2008) obtiveram resultados satisfatérios para espermatozéides de
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) utilizando Hemacolor e Diff-Quick, corantes
similares ao utilizado nesse estudo. Em pré-teste (dados nédo publicados), foram
testados diversos corantes como Panético de Hemograma, Diff-Quick, Azul de
Bromofenol e Rosa Bengala, sendo o Pan6tico de Hemograma o mais eficiente para
analise morfométrica da cabeca dos espermatozoides de pirapitinga. No entanto,
os espermatozbides apresentaram-se fortemente corados, dificultando a captura
das imagens pelo programa. Devido a isso, o tempo de exposicdao do esfregaco
aos corantes sugerido pelo fabricante (cinco mergulhos) foi diminuido para dois
mergulhos em cada uma das substancias do kit de coloragdo, o que melhorou
significativamente as analises.

A analise da morfometria da cabeca dos espermatozdides de pirapitinga
mostrou que estes possuem area (7,31 mm2) bem menor que os espermatozoides de
mamiferos (29,02 mm?) (HIDALGO et al., 2006). O menor tamanho, provavelmente
se deve afaltade acrossoma, que € desnecessario aos peixes de fertilizacao externa,
pois nao realizam reacdo acrossomal e, sim, atravessam um orificio localizado no
ovécito chamado de micropila (MORALES, 1986). As médias de area (7,31 mm?),
perimetro (9,72 mm), largura (2,33 mm) e comprimento (3,37 mm) da cabeca dos
espermatozdides encontradas nesse trabalho sdo similares a area (7,25 mm?),
perimetro (9,99 mm), largura (2,67 mm) e comprimento (3,22 mm) da cabeca dos
espermatozéides de truta arco-iris (Onchorrynchus mykiss) encontradas por TUSET
et al. (2008).

Como concluséo, ressaltamos que é possivel utilizar a metodologia
CASMA do Sperm Class Analyser para caracterizacdo morfométrica da cabeca de
espermatozdides de pirapitinga. Este estudo estabeleceu os valores morfométricos
da cabeca do espermatozoide de pirapitinga e com isso fornecera subsidios basicos

para avancar em estudos de reproducéo e de repovoamento da espécie.
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