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RESUMO

PADILHA, F. L. A. Validacdo de métodos de colheita e avaliacdo espermatica
em raias do género Potamotrygon. 2020. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2020.

As raias da familia Potamotrygonidae vivem exclusivamente na agua doce, estdo
distribuidas em diversas bacias hidrograficas da América do Sul. A agresséao sofrida
pelo meio ambiente nos ultimos anos, em especial 0s ambientes aquaticos,
vem afetando diretamente as populacfes de espécies nativas de peixes.
Devido a acao antrépica, algumas espécies do género Potamotrygon encontram-se
ameacadas de extincao, razdo esta que nos motiva a realizar estudos que envolvam
0 conhecimento da reproducdo em ex situ. Utilizou-se seis exemplares machos,
adultos de Potamotrygon falkneri, mantidos sob os cuidados do Aquario de Sé&o
Paulo, Brasil. Os animais foram divididos em dois grupos que se alternaram, com
intervalo de 50 dias, para a realizacdo de dois protocolos de colheita de sémen
distintos: por meio de contencgéo fisica (rede de contencdo) e quimica (3mg/kg de
propofol diretamente nas branquias). ApOs o posicionamento do animal em espuma
umedecida, com a parte ventral para cima, foi realizada uma massagem manual na
regido das ampolas dos ductos deferentes. Um tubo coletor foi posicionado na
abertura da cloaca para a colheita do sémen. A avaliacdo espermatica foi realizada
em tempo 0 e apds 5 horas no Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), além dos
testes de integridade de membrana e atividade citoquimica mitocondrial. Os
parametros avaliados para contencéo fisica e quimica foram volume (4.76 mL + 0.95
vs. 3.41 mL % 0.95), concentracdo (929.50 spz x 10e/mL + 70.97 vs. 1,071.67 spz x
10e/mL £ 108.82), vigor (0-5 scale; 2.34 £ 0.17 vs. 2.83 + 0.16), motilidade total no
tempo 0, logo apos a colheita (57.50% + 6.55 vs. 62.50% + 5.28). Apos 5 horas de
colheita o resultado foi para motilidade total 51.83% * 7.12 vs. 53.67% + 6.12;
motilidade progressiva 13.67% + 1.71 vs. 10.67% + 1.12, células rapidas 25.17% =+
2.68 vs. 25.17% + 2.68 e células estaticas 28.17% + 4.41 vs. 24.84% + 5.58. Nao
houve diferenca estatistica entre as formas de contencao para qualquer parametro
avaliado. Os testes de viabilidade de membrana se mostraram eficiente, pois houve

uma progressao linear com valor de P < 0,0001. Estes resultados permitem concluir



gue a massagem manual € um método efetivo de colheita de sémen em raias e
devida a similaridade de informacdes encontradas na avaliacdo espermatica entre
os dois protocolos testados, a contencao fisica pode ser um método de elei¢ao, visto
gue é de manejo mais rapido e isenta o animal do risco da anestesia. Sendo assim,
estas informacdes sdo de extrema relevancia para futuras biotécnicas reprodutivas

gue possam ser desenvolvidas com Potamotrygon.

Palavras-chave: Elasmobranquios; Reprodugcdo; Sémen; Potamotrygon

falkneri.



ABSTRACT

PADILHA, F. L. A. Validation of collection methods and sperm evaluation in rays
of the genus Potamotrygon. 2020. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo
Paulo, 2020.

The Potamotrygon of the Potamotrygonidae family is a freshwater stingray,
native to, and distributed throughout the South American watersheds. The
aggression suffered by the environment in recent years, in special aquatic
environments, directly affects native fish species. Due to anthropic actions, some
species of the genus Potamotrygon are threatened with extinction, encouraging a
study on captive breeding procedures. For this purpose, six Potamotrygon falkneri
adult males, kept under the care of the Sdo Paulo Aquarium, Brazil, were divided into
groups to compare two distinct semen collection protocols: PR - physical restraint
(net), and CR - chemical restraint (3mg / kg propofol, directly into the gills). The
protocols were alternated between the two groups in a 50-day interval. After
positioning the animal on a moistened foam in dorsal recumbency, semen collection
was performed by placing a collecting tube at the cloaca opening, while performing a
gentle massage of the vas deferens. Sperm evaluation was performed at the moment
of the collection (time 0) and 5 hours post-collection using computer-assisted sperm
analysis (CASA), in addition to the tests of membrane integrity and mitochondrial
cytochemical activity. Parameters evaluated (presented in mean + standard error of
the mean) were: volume (in mL; PR: 4.76 + 0.95; CR: 3.41 = 0.95); concentration (in
10e/mL; PR: 929.50 £+ 70.97; CR: 1.071.67 £+ 108.82); vigor (scale 0 to 5; PR: 2.34
0.17; CR: 2.83 £ 0.16); total motility at time 0 (in %; PR: 57.50 £ 6.55; CR: 62.50% +
5.28); total motility (51.83% + 7.12 vs. 53.67% £ 6.12) and progressive motility (in %;
PR: 13.67 + 1.71; CR: 10.67 = 1.12) after five hours. There was no statistical
difference between the forms of restraints examined for any parameter evaluated.
For the membrane viability tests, they proved to be efficient because there was a
linear progression with a value of P <0.0001 for both. The results suggest that
physical restraint and manual massage is an effective method of harvesting semen in
stingrays and should be considered the first choice of management, as it not only

demonstrated to be a faster procedure but more importantly, eliminated anesthetic-



associated risks for the animal. Thus, this information is considered extremely

relevant for the development of future reproductive biotechniques with Potamotrygon.

Keywords: Elasmobranch; Reproduction, Semen; Potamotrygon falkneri
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1 INTRODUCAO

Dentro do ambiente aquético, sdo encontradas espécies de elasmobranquios
gue vao desde as partes mais profundas dos oceanos e nos taludes continentais,
até aguas superficiais oceanicas ou rasas e costeiras. A grande maioria dos
elasmobranquios esta restrita a ambientes marinhos. Porém, algumas espécies tém
capacidade de tolerar ambientes de 4gua doce ou estuarinos com aguas salobras, e,
até mesmo, ha a ocorréncia da familia de raias Potamotrygonidae, endémica da
América do Sul, exclusiva de ambientes dulcicolas (AGUIAR; VALENTIN, 2010).

As raias de agua doce possuem a seguinte classificacdo: Classe
Chondrichthyes, Subclasse Elasmobranchii, Ordem Myliobatiformes (raias-com-
ferréo) representada por 08 familias (VALENTIM, 2011). A familia Potamotrygonidae
€ encontrada apenas na América do Sul sendo a Unica familia viva de
elasmobranquios totalmente restrita a agua doce. Atualmente, a familia contém
guatro géneros: Potamotrygon; Paratrygon; Plesiotrygon e Heliotrygon (REYNOLDS;
HORNBROOK; STETTNER, 2017).

A familia Potamotrygonidae compreende um grupo de condrictes que possui
adaptacbes para a vida exclusiva em agua doce (LOBODA; CARVALHO, 2013). As
raias de agua doce sdo distintas das marinhas, por apresentarem além de
especializagcbes morfolégicas e fisiolégicas, a pélvis com um processo
anteromediano bem desenvolvido e baixa concentracdo de ureia no sangue e fluidos
corporais (VALENTIM, 2011). Os potamotrigonideos ocupam uma série de habitats,
incluindo a calha de grandes rios, praias, igapoés, riachos com fundo argiloso ou
pedregoso e lagos. Apresenta um auto policromatismo, sdo viviparas e carnivoras
(LOBODA; CARVALHO, 2013).

A Potamotrygon falkneri é uma espécie da familia Potamotrygonidae,
endémica da Bacia Parana-Paraguai, ocorrendo no Brasil, Argentina e Paraguai
(GARRONE NETO, 2010). Caracterizada principalmente por apresentar coloracao
dorsal do disco marrom escuro, com manchas claras ou laranja circular, oval,
vermicular e/ou rosetas. Os pontos sdo geralmente iguais ou menores que 0S
didmetros dos olhos; barbatanas pélvicas estdo localizadas dorsalmente com o
mesmo padrao do disco e apresentam de uma a trés linhas de espinhos irregulares

na porcao anterior da cauda, de acordo com a figura 1 e 2 (LASSO et al., 2016).
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Embora néo esteja ainda esclarecido, o policromatismo pode ser atribuido aos

diferentes tipos de agua em que esses peixes se encontram (VALENTIM, 2011).

Figura 1 e 2: Padrédo de coloragéo P. falkneri. Sdo Paulo, 2020.

Fonte: Foto cedida por Danilo Cardoso.

Pesquisas envolvendo a reproducdo de raias se intensificaram nas ultimas
décadas, mas ainda o numero de trabalhos publicados é inferior quando comparado
a producao cientifica relacionada aos tubardes. Boa parte desses estudos trata de
espécies marinhas e, com excecdo de algumas dissertacdes e teses (ARAUJO
1998; CHARVET-ALMEIDA 2001; GARRONE NETO, 2009).

Estudos sobre morfologia espermatica nos fornecem conhecimento para
identificar possiveis associagcbes entre morfologia espermatica e biologia
reprodutiva, fertilidade, bem como implicacdes filogenéticas (ALAVI et al., 2012).

Com o objetivo de manter e maximizar a variabilidade genética das
populacdes de peixes ameacados, as técnicas de reproducdo assistida podem ser
utilizadas como ferramentas auxiliares para a conservagdo. Uma primeira etapa
basica e essencial para a aplicacdo de biotécnicas da reproducdo € a colheita,
avaliacdo, o armazenamento do sémen para a conservacao de espermatozoides por
longos periodos (MARIA; AZEVEDO; CARNEIRO, 2009; MOREIRA; LOBODA,;
CARVALHO, 2018).

Desta forma, a evolugdo da degradacdo ambiental dos corpos d’agua, a
sobrepesca, o declinio das espécies, construcao de barragens e reservatorios, entre
outros problemas ambientais, o presente estudo se faz necessario, uma vez que o
conhecimento da bioecologia de raias de aguas doce ainda € escasso e incipiente
(VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2011). Sendo assim, o tema principal do trabalho gira

em torno da hipotese de que é possivel trabalhar informacdes bésicas sobre a
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reproducdo de raias de agua doce, como subsidios para o futuro emprego de

biotécnicas reprodutivas.

2 REVISAO DE LITERATURA

Elasmobranquios estdo entre os animais mais ameacados do mundo, com
declinios populacionais de até 90% reportados em diversas partes do planeta
(DENT; CLARKE, 2015). Estima-se que cerca de 25% das espécies atualmente
descritas estdo enfrentando algum nivel de ameaca conforme citado por Dulvy et
al.,2014.

O género Potamotrygon contém espécies que sdo as mais mantidas em
aquarios (REYNOLDS; HORNBROOK; STETTNER, 2017). A agressao sofrida pelo
meio ambiente, em  especial 0os ambientes aquaticos, vem  afetando
diretamente as populacdes de espécies nativas de peixes. Mesmo antes de uma
espécie de peixe entrar para a lista daguelas ameacadas de extingdo, muitas
de suas caracteristicas genéticas originais podem ter sido modificadas visando
a sua adaptacdo ao ambiente alterado. Com o passar de algumas poucas geracoes,
algumas caracteristicas genéticas podem até serem perdidas (MARIA; AZEVEDO,;
CARNEIRO, 2009).

Nas ultimas décadas, a exportacdo de raias de agua doce tem movimentado
um mercado cada vez maior. O interesse dos aquaristas e a situacdo econémica dos
paises importadores determinam a demanda das espécies e dirigem o esforco de
pesca no Amazonas (VALENTIM, 2011).

2.1 Panorama geral de Politicas Publicas para a conservacao de raias de

agua doce.

Considerando os dados de captura ornamental disponiveis, em 2015, mil
exemplares de Potamotrygon henlei foram retiradas da natureza na bacia
Tocantins/Araguaia. O mesmo ocorreu com Potamotrygon motoro e Potamotrygon
orbignyi. Além das quotas ornamentais, as raias sao capturadas incidentalmente e
mortas por pescadores que temem manusea-las vivas na rede ou por roubarem os
peixes (WOSNICK et al., 2019).
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A Convengédo sobre o Comércio Internacional das Espécies da Fauna e da
Flora Selvagens Ameacadas de Extincdo (CITES) recebeu no ano de 2013 a
proposta para inclusdo no Anexo Il, as espécies Paratrygon aiereba, Potamotrygon
motoro e a Potamotrygon schroederi. Todas as propostas foram rejeitadas com base
no comércio e dados insuficientes do status da populagdo (REYNOLDS;
HORNBROOK; STETTNER, 2017). No tocante, em 2017 o género foi listado no
Anexo lll de forma genérica como Potamotrygon sp.; vale ressaltar que neste anexo
estao espécies para as quais um pais pede as outras partes, ajuda na sua protecao,
no qual o préprio Brasil se inclui.

As listas vermelhas de espécies ameacadas de extingdo constituem
importante ferramenta de planejamento e alerta da opinido publica, contribuindo para
a definicAo e priorizacdo de estratégias de conservacdo e no planejamento de
politicas publicas e privadas de ocupacdo do solo, criacdo de unidades de

conservacao e diversas outras acdes de conservacdo (GASTAL, 2002).

As listas de espécies ameacadas sdo, inquestionavelmente, a base das
iniciativas para proteger espécies, seja em escala local, regional ou global. As
politicas municipais, estaduais e federais sobre uso e ocupacao da terra devem levar
em consideracdo a presenca de espécies ameacadas. As listas constituem uma
poderosa ferramenta na medida em que podem ser utilizadas como instrumentos

legais para qualquer nivel de acéo (ICMBio, 2018).

O Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo do ICMBIo tras
a lista de espécies ameacadas do Brasil e classifica a Potamotrygon falkneri como
menos preocupante. Taxons de distribuicio ampla e téxons abundantes
normalmente séo incluidos nesta categoria. Assim como Unido Internacional para
Conservacao da Natureza (IUCN) em sua Red List, também classifica a espécie com
dados insuficientes.

Conforme a Estratégia Mundial para a Conservacdo, a conservacdo dos
recursos vivos, assim como o desenvolvimento, destina-se aos homens. E um dos
pré-requisitos para o desenvolvimento perene e um dever ético para com as futuras
geragcbes. O documento € um marco para 0s principios que norteiam as politicas
nacionais de conservagdo da natureza, pois deu grande énfase a necessidade de

aliar essas politicas as preocupacdes sociais. Nesse contexto, salienta o uso
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sustentavel dos recursos naturais, ao lado da preservacdo, como um dos
instrumentos da conservacao da flora e da fauna (GASTAL, 2002).

Nesta conjuntura, os Planos de Acdo Nacional para a Conservacao das
Espécies Ameacadas de Extincdo ou do Patrimdénio Espeleolégico (PANS), sdo
instrumentos designados para politicas publicas no que tange as espécies
ameacadas de extincdo. Os PANs foram adotados pelo governo brasileiro como
estratégias de conservacdo para espécies ameacadas, tendo como objetivos
principais a troca de experiéncias entre diversos atores, advindos de instituicbes
governamentais e de setores da sociedade, no sentido de agregar e buscar novas
estratégias de conservacéo, reunir e potencializar os esforcos, além de racionalizar
a captacdo e gestdo dos recursos para conservacdo das espécies ou ambientes
focos dos Planos de Acéo.

O Plano de Acdo Nacional para Conservacdo de Espécies Ameacadas de
Extincdo é um instrumento de gestdo oficial do governo brasileiro, por meio de
portaria publicada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade
(ICMBIio) e de politicas publicas, construido de forma participativa pactuadas com a
sociedade, a ser utilizado para o ordenamento e a priorizacdo de acdes para a
conservacao de espécies e ambientes naturais, com um objetivo estabelecido em
um horizonte temporal definido (ICMBi0,2018).

Neste cenario, considerando a necessidade de controlar o uso de raias de
agua continental da familia Potamotrygonidae, o governo brasileiro sanciona os
PAN’s para a Potamotrygon leopoldi: PAN Peixes Amazonicos, para a Conservagao
de Espécies de Peixes Ameacados de Extingdo da Amazodnia o PAN Baixo e Médio
Xingu, para a Conservacdo das Espécies Endémicas e Ameacadas de Extingdo da
Fauna da Regido do Baixo e Médio Xingu e o Plano de Acdo Nacional para a
Conservacdo dos Tubarbes e Raias Marinhos Ameacados de Extingdo, PAN
Elasmobranquios no Brasil, para a conservacdo e manejo dos estoques de peixes,
com enfoque na familia Potamotrygonidae de forma geral.

As espécies comercializadas legalmente sao: Potamotrygon motoro,
Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon sp. e Potamotrygon schroederi (Portaria N°
22, de 27 de Abril de 2011 do Ministério da Pesca e Aquicultura), no entanto pelo
fato de existirem muitos problemas quanto a classificagdo taxonémica é possivel que
espécies similares e/ou mesmo espécies criticas também possam estar sendo
comercializadas (VALENTIM, 2011).
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O Brasil possui a maioria dos regulamentos relacionados a coleta da natureza
e exportacdo de potamotrigonideos. O Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA)
€ responsavel por desenvolver e fazer cumprir estes regulamentos. Em 2008, o
IBAMA desenvolveu um sistema de cotas, que permite um numero limitado das seis
espécies designadas a serem exportadas do Brasil anualmente. O fornecimento de
potamotrigonideos selvagens a instituicbes sdo realizados com os regulamentos e
garantem que os importadores e exportadores possuam a documentacao apropriada
para espécies em questdo. (REYNOLDS; HORNBROOK; STETTNER,2017).

Por mais que haja Instrugbes Normativas para fins de regulamentacao,
proibicdo, ornamentacao, aquariofilia e pesca, Barreto et al. (2017) consideram que
no Brasil, as legislacdes para as pescarias de elasmobranquios sdo escassas, além
de o monitoramento e gestao serem insuficientes.

Wosnick et al.(2019) afirmam que a falta de politicas publicas e planos de
manejo para as raias de agua doce aponta a necessidade urgente de mais estudos

visando determinar qual a situacéo dos estoques em todas as regides do pais.

2.2 Historia Natural da Potamotrygon falkneri

As raias de agua doce tiveram sua origem a partir de um ancestral marinho;
uma hipdtese provavel € a de “incursdo marinha”, ou seja, esse ancestral teria
entrado em ambientes dulcicolas durante os eventos geoldgicos de separacdo dos
continentes, ficando confinadas nestes ambientes. As espécies marinhas que
resistiram a tais mudancas ambientais passaram por adaptacdes e modificacdes
severas, 0 que as tornaram aptas a vida em agua doce, porém ainda ndo ha um
consenso de qual grupo marinho seria esse ancestral. Exemplos destas adaptacdes
podem ser observados nas raias de agua doce, como a baixa concentracdo de ureia
nos fluidos corporais e a intolerancia a salinidade. Assim, a irradiacdo adaptativa foi
o principal evento evolutivo para a diversidade das raias dentro dos ambientes de
agua doce (VALENTIM, 2011).

O Brasil € o maior pais sobreposto a gama natural das raias de agua doce e
possui, em 2004, a maior concentracéo de espécies de potamotrigonideos (ARAUJO
et al., 2004). Dentre elas a Potamotrygon falkneri, homénimo de Potamotrygon
menchacai (Achenbach 1967) e Potamotrygon castexi (Castello e Yagolkow-ski

1969). Esses animais possuem o corpo achatado dorsoventralmente e cauda com
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até trés ferrbes retrosserrilhados, que contém toxinas. Devido a essa caracteristica,
0s potamotrigonideos causam grande temor aos banhistas e pescadores, pois
podem causar acidentes que provocam ferimentos graves e bastante dolorosos
(GARRONE NETO; HADDAD-JUNIOR, 2009).

A Potamotrygon falkneri, possui como distribuicdo geografica a Argentina, o
Brasil, o Peru e a Bolivia. (LASSO et al., 2016). Os saltos de Sete Quedas
representavam uma barreira para a disperséo da ictiofauna no rio Parana. Com o
fechamento da barragem e o enchimento do lago da hidrelétrica de Itaipu, a jusante,
em 1982, a barreira deixou de existir, tornando-se possivel o estabelecimento, no
alto rio Parand, de diversas espécies de peixes anteriormente confinadas ao trecho
inferior. Dentre estas, trés espécies de raias continentais da familia
Potamotrygonidae — Potamotrygon sp., P. motoro e P. falkneri (SILVA; GOULART,
2007).

Potamotrygon falkneri atualmente, habitam as bacias hidrograficas:
Amazonas (Brasil, Bolivia, Peru), Parana-Paraguai (Argentina, Brasil), conforme
figura 3 (LASSO et al., 2016). Sua distribuicdo geogréafica vem se ampliando a cada
ano, principalmente pelas eclusas existentes nas usinas hidrelétricas instaladas ao
longo da drenagem Tieté-Parand (GARRONE NETO et al., 2007), vivem em fundo
arenoso ou lamacento e as vezes com o corpo parcialmente encoberto (VALENTIM,
2011).

Figura 3: Mapa de distribuicdo geografico da P. falkneri
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Fonte: (LASSO et al., 2016).
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Em relacdo as outras raias que coabitam a bacia do Parana no Paraguai, a P.
falkneri se distingue de P. motoro por ndo apresentar os ocelos formados por anéis
concéntricos escuros na parte superior do disco, da P. brachyura, por ndo ter um
padrdo reticulado na parte traseira do disco, da P. histrix, por ndo apresentar
coloracédo do disco dorsal e ventral em cinza escuro e da P. tatianae, por ndo possuir
manchas exclusivamente no formato vermicular, conforme figura 4. Seu disco
geralmente ndo possui coloracdo na barriga, mas ocasionalmente pode ter pontos
escuros (LASSO et. al., 2016).

Figura 4: Exemplar de P. falkneri. Sdo Paulo, 2020.

Fonte: Foto cedida por Danilo Cardoso.

Potamotrygon falkneri, possui como caracteristicas, possuem denticulos
pequenos e assimétricos, em formato de estrela, com 30 a 50 carreiras longitudinais
na mandibula superior e 29 a 44 na mandibula inferior, cauda superiormente,
inserem-se os ferrdes, em numero variando de um a quatro, todos implantados no
mesmo local. Os ferrdes tém origem dérmica e parecem ser frequentemente
substituidos (SILVA; GOURLART 2007; LOBODA; CARVALHO, 2013; LASSO et al.,
2016), sao caracterizadas pelo corpo discoide, prolongado por uma cauda em forma
de chicote e armada de “ferréo”.

E um animal carnivoro, de habito icti6fago, possui uma dieta baseada
principalmente em peixes, embora também possa se alimentar de moluscos,
crustaceos e insetos aquaticos. Silva e Goulart (2007) e Garrone Neto et al., (2007)

relataram diferencas na dieta de acordo com a sazonalidade, sendo os peixes, 0
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principal alimento consumido durante a estacdo seca e 0s moluscos gastropodes
durante o periodo de inundacéo.

Potamotrygon falkneri apresenta uma variacdo ontogenética em relagdo aos
itens alimentares, na qual os juvenis apresentam uma dieta baseada principalmente
em insetos aquaticos (Trichoptera e Hemiptera), os adultos se alimentam além de
peixes, também de insetos e caranguejos (SILVA; GOULART, 2007; GARRONE
NETO; UIEDA, 2012).

A reproducéao da Potamotrygon falkneri é sexuada com fecundacéo interna e
descrita como matrotrofica vivipara, com o desenvolvimento de trofonemata para a
nutricdo do embrido e os filhotes séo expelidos para a agua antes de completarem
seu estagio de maturacdo; todos que pertencentes a ordem Myliobatiformes exibem
este padrao unico no seu modo reprodutivo (GARRONE NETO, 2010; VALENTIM,
2011).

2.2.1 Aspectos Reprodutivos

As estratégias reprodutivas de elasmobranquios incluem oviparidade,
viviparidade aplacental e viviparidade placentéria. As espécies viviparas podem ter
caracteristicas de desenvolvimento lecitotréficas ou  matrotroficas. O
desenvolvimento lecitotrofico ocorre quando os embribes derivam sua nutricdo
exclusivamente das reservas da gema e ocorre em muitas espécies viviparas
aplacentarias. O desenvolvimento matrotréfico ocorre quando embrides
complementam as reservas da gema, obtendo nutrientes de origem materna durante
a gestacdo e também ocorre em muitas espécies aplacentarias e em todas as
espécies viviparas placentarias (CONRATH, 2004).

Nas P. falkneri, assim como para as raias da familia Potomatrygon a
reproducdo € caracterizada pelo desenvolvimento de vilosidades na parede interna
uterina (trofonematas), cuja secrecgéo rica em lipideos (“leite uterino”), transferida aos
embrides oralmente e/ou por via espiracular, complementando a nutricdo intra-
uterina através da haste e bolsa vitelinicas (GARRONE NETO, 2010).

A reproducdo dos Potamotrigonideos em seu habitat natural parece estar
intimamente ligada ao ciclo hidrolégico sazonal; fecundidade e tempo de gestacéo
variam significativamente entre diferentes espécies de potamotrigonideos, com

tempo de gestacdo de 3 a 11 meses e tamanho da ninhada de 1 a 21 filhotes.
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(CHARVET-ALMEIDA et al., 2005). O efeito de condi¢cdes externas e internas do
aquario, particularmente a ingestdo de alimentos e 0 manejo (por exemplo,
fotoperiodo e temperatura) afetam a reproducdo destes animais; o momento, a
frequéncia da reproducéo e a gestacao, permanecem incertos. O tempo de gestacao
em aquarios para P. motoro é aproximadamente 3 meses, enquanto P. tigrina e P.
leopoldi tém tempo de gestacdo em aquarios de aproximadamente 4 meses
(REYNOLDS; HORNBROOK; STETTNER, 2017).

2.2.2 Aspectos Morfoldgicos dos Machos

Em muitas espécies de elasmobranquios, os testiculos sofrem mudancas
sazonais anuais na espermatogénese. Isso geralmente € marcado por alteracdes no
indice gonadossomético (GSI) e em algumas espécies, a presenca de uma zona
degenerada nos testiculos e as mudancas sazonais no GSI correspondem a estacao
anual de reproducdo, enquanto outras se reproduzem o0 ano todo,
independentemente do GSI, ou tém uma estagdo de acasalamento definida, mas
nenhuma mudanca no GSI. Acredita-se que as alteracdes na funcao testicular e a
presenca de uma zona degenerada nos testiculos estejam ligadas a ciclos sazonais
nos niveis dos horménios hipofisarios (DALY, 2008).

A presenca de um eixo hipotalamo-hipoéfise-gonadal em elasmobréanquios tem
sido sugerida, embora muitos aspectos desse eixo permanecam indefinidos. A
presenca de varias formas de horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) no
hipotdlamo dos elasmobranquios esta bem estabelecida e sdo exclusivas do grupo.
Sugere-se que a estimulacdo da hipdéfise por GnRH ocorra através da circulagcdo
geral, pois ndo hé ligacao neural ou vascular direta entre o hipotalamo e a hipofise
nos elasmobranquios (DALY, 2008).

Assim como nas espécies de mamiferos, os testiculos nos elasmobranquios
sdo os principais locais de producdo de androgenos (HAMLETT et al., 1999). Os
testiculos sdo 6rgdos alongados emparelhados, suspensos da parede dorsal na
extremidade anterior da cavidade do corpo pelo mesoério. Existem trés tipos
diferentes de testiculos em elasmobranquios, o radial; o diamétrico e o terceiro é
uma combinacao dos outros dois tipos (HAMLETT et al., 1999).

O epididimo esta conectado ao testiculo através do ducto deferente, que séo

tubulos finos que atravessam o mesoérquio na borda anterior do testiculo.
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Espermatozoides maduros sdo descarregados do testiculo através do ducto
eferente, estes aderem ao epididimo, que se expande para formar um tubo longo
com complexas convolugdes. O epididimo é continuo com a proxima sec¢do do ducto
genital, o ducto deferente, também conhecido como ducto de Wolff. O ducto
deferente e a vesicula seminal que sdo continuos e funcionam como areas de
armazenamento de produtos seminais, e em algumas espécies o espermatozoide é
empacotado em espermatozeugmatas ou espermatéforos. O ureter fica entrelacado
com a porcao terminal da vesicula seminal e ambas terminam na parede anterior do
seio urogenital. O seio urogenital se expande para uma cloaca comum por meio de
uma unica papila grande (CONRATH, 2004).

Daly (2008) sugeriu que o sistema reprodutivo de machos de
elasmobranquios € constituido por varias estruturas-chave envolvidas no
desenvolvimento do espermatozoide e na entrega destes ao trato reprodutivo
feminino. Algumas dessas estruturas sdo homodlogas as estruturas de mamiferos,
enquanto outras sdo exclusivas do grupo. A principal diferenca é que os testiculos
elasmobranquios ndo possuem tabulos seminiferos.

Abaixo na figura 5 o posicionamento dos 6érgdos reprodutivos de macho de

Urolophus paucimaculatus.

Figura 5:Esquema do aparelho reprodutivo de macho de Urolophus paucimaculatus

Fonte: DALY (2008).
Ampola do canal deferente (a), glandula alcalina (ag), clasper (c), canal deferente (dd),
epididimo (e), érgéo epigonal (por exemplo), rim (k), glandula de leydig (Ig), testiculo (t).

Os apéndices copulatérios de machos de elasmobranquios consistem nos
clasperes emparelhados, que se estendem posteriormente das barbatanas pélvicas
(HAMLETT et al., 1999). Clasperes ndo possuem um limen como o pénis de

mamifero, mas sim um sulco que corre longitudinalmente no lado dorsal dos
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clasperes para ajudar na passagem do sémen (DALY, 2008). Essas estruturas
longitudinais auxiliam o macho na copula, direcionando o sémen para a cloaca da
fémea. Os machos utilizam um ou ambos dos seus clasperes durante a coOpula para
transferir seu sémen. Em algumas raias, os clasperes possuem tecido erétil
(CONRATH, 2004).

Clasperes de raias (Myliobatiformes) sdo pouco documentados em
comparacao com clasperes de rajidae. Em geral, os potamotrygons tém morfologia
externa semelhante ao clasper, porém apresentam alguma variagdo morfométrica
entre as espécies. Em valores absolutos, P. motoro tem o maior fecho, enquanto P.
madalena tem o menor clasper entre todas as espécies congénicas. No entanto,
proporcionalmente a largura do disco, P. marinae, P. magdalenae e P. yepezi possui
clasperes maiores, enquanto P. amandae, P. motoro e P. falkneri possui menor
clasperes (MOREIRA et al., 2018).

Caracteristicas macroscoépicas, como tamanho e nivel de consolidacdo da
cartilagem do clasper, sdo critérios aplicaveis a determinacdo da maturidade
gonadal de elasmobranquios machos (SILVA; GOULART, 2007). Machos foram
considerados sexualmente maduros quando os clasperes apresentavam-se
rigidamente calcificados e a presenca de sémen nas vesiculas seminais era
confirmada (GARRONE NETO, 2010).

Tanto machos de P. motoro como de P. falkneri apresentaram variagcdes nos
comprimentos dos seus clasperes, sugerindo que seu crescimento seja
possivelmente alométrico em relacdo ao crescimento do seu corpo e relativamente
mais intenso apods atingirem a maturidade sexual (GARRONE NETO, 2010) A
calcificacdo do clasper pode ser uma simples e maneira rdpida de determinar se
elasmobranquios machos estdo maduros; no entanto, avaliacbes de maturidade
baseadas somente na calcificacdo pode ser impreciso, pois 0s clasperes podem ter
se desenvolvido antes da espermatogénese (CONRATH, 2004).

Para Silva e Goulart (2007), a largura do disco em gque machos de P. motoro
e P. falkneri atingem a maturidade gonadal é estimada pelo tamanho relativo do
clasper. O tamanho do individuo, a partir do qual o comprimento proporcional do
clasper se estabiliza, € o0 mesmo observado nos maiores machos, considerando
assim indicativo para determinagcdo do tamanho quando machos atingem a

maturacao gonadal.
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A localizacdo da zona germinativa dentro do testiculo e a direcdo da
maturacdo dos espermatocistos variam entre as espécies elasmobranquicas
(HAMLETT et al., 1999). A espermatogénese e a esteroidogénese sédo as duas
funcdes dos testiculos, mas ha diferencas notaveis na estrutura e na funcdo em

comparacao aos testiculos de mamiferos (DALY, 2008).

2.2.3 Espermatogénese em Elasmobréanquios

Como nos mamiferos, os espermatozoides de elasmobranquios sofrem um
periodo de maturacéo no epididimo (DALY, 2008 e CONRATH, 2004).

Hamlett et al., (1999), Conrath (2004) e Maruska; Gelsleichter (2011)
definiram com os estudos histolégicos de algumas espécies de elasmobranquios

sete estagios da espermatogénese representada no quadro abaixo.

Quadro 1 - Descricdo da espermatogénese em elasmobranquios. Sdo Paulo, 2020.

Estagio Descricao
Células germinativas
dispersas ainda nédo
I ligadas por uma
membrana basal a um
espermatocisto

Camada de
espermatogonia e
células de Sertoli

associadas se dividem e
Il circundam um limen
central e sado limitadas
por uma membrana
basal que forma o
espermatocisto

Sofrerdo mitose para se
tornar-se
espermatdcitos
primarios, que passarao
pela primeira divisdo
meidtica a tornaram-se
espermatdcitos
secundarios

Espermatocitos
secundarios foram
submetidos a segunda
divisdo meidtica para se
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tornarem-se
espermatide

Espermatides
submetidos a
espermiogénese e
possuem uma regido de
cabeca e cauda, mas o
espermatozoide ainda
ndo se organizou em
feixes

Espermatozoides
maduros se organizam
em pacotes, em formato
dispostos em espiral ao
longo dos
espermatocistos

VI

Final da
espermatogénese que
consiste em
espermatocistos vazios,
espermatagonia livre e
espermatozoides livres

Adaptado de Conrath, (2004).

VII

DALY (2008), sugeriu que as células de Sertoli no testiculo elasmobranquico
sofrem um padrdo ciclico de proliferacdo e degeneragcdo concomitante a
espermatogénese, incluindo mitose durante os estagios iniciais do desenvolvimento
do espermatocisto. No estagio da espermatide, ha um grande aumento no volume
do reticulo endoplasmatico liso na célula de Sertoli. Isso corresponde a um aumento
nas concentracdes de testosterona e DHT no soro, que supostamente aumentam
durante os estadgios médio e tardio da espermatogénese. Essas observacdes
levaram a sugestao de que as células de Sertoli nos espermatocistos pos-meioticos
sdo a principal fonte de andrégenos testiculares nos elasmobranquios.

Uma maneira mais detalhada de rastrear a formacdo de espermatozoides no
testiculo ao longo do tempo é fazendo cortes histoldgicos do testiculo (CONRATH,
2004). Portanto sdo necessarios estudos histolégicos para a determinacdo da

espermatogénese em Potamotrygon falkneri.

2.2.4 Morfologia do espermatozoide

Os vertebrados apresentam uma ampla gama de caracteristicas reprodutivas

gue incluem fertilizacdo externa e interna, uma ampla variedade de estruturas
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sociais e comportamentos de acasalamento, formacédo e protecdo de parceiros,
estruturas especializadas de ovulos (o6citos) e a competicdo de espermatozoides.
Essas caracteristicas, como aparecem em varias espécies e grupos, influenciaram a
evolucdo da estrutura e funcdo dos espermatozoides para garantir uma reproducéo
bem sucedida (TEMPLE-SMITH et al., 2018).

Conforme a Figura 6, Daly (2008); Temple-Smith et al., (2018) afirmaram que,
como nos mamiferos e outros vertebrados, a estrutura do espermatozoide dos
elasmobranquios € geralmente semelhante, sendo constituida por uma cabeca
contendo o nucleo e acrossomo, peca central contendo mitocondrias e cauda com

axonema.

Figura 6:Estrutura do espermatozloide dos elasmobranquios.
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FONTE: DALY (2008); TEMPLE-SMITH et al., (2018)

A cabeca dos espermatozoides de alguns condrictes é longa (> 30 um) e
possui formato helicoidal, com o nucleo seguindo 0 mesmo curso. A peca central do
espermatozoide elasmobranquico consiste em uma haste axial sendo uma estrutura
exclusiva da classe condrictes e presente em alguns anfibios; em torno da qual as
mitocondrias estdo dispostas, e estas, por sua vez, sdo cercadas por uma bainha
fibrosa e substitui as nove fibras grossas que compdem o centro da peca central do
espermatozoide de mamiferos. O flagelo (ou cauda) € composto por duas estruturas
principais, 0 axonema central e as colunas longitudinais. Para produzir a motilidade
espermatica a medida que o axonema central gira em seu eixo longitudinal ao longo
do comprimento do flagelo, as colunas longitudinais permanecem fixas nas posi¢oes
3 e 8 do dupleto para criar uma estrutura de dupla hélice (DALY, 2008; TEMPLE-
SMITH et al., 2018).

Os espermatozoides de peixes variam em estrutura, refletindo sua histéria
evolutiva de mais de 550 milhdes de anos (MARIA; AZEVEDO; CARNEIRO,
2009). Desde o inicio do século, cientistas tém procurado intensamente desenvolver
ensaios laboratoriais que predigam acuradamente a fertilidade do sémen. No
entanto, tais metas tém sido de dificil obtencdo, uma vez que a maior parte dos

problemas reside nos diferentes atributos que o espermatozoide deve possuir para
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fertilizar o ovécito, e em como a fertilizacdo € definida. Infelizmente, nenhum teste
isolado é capaz de predizer a fertilidade de uma amostra de sémen, mas o exame
de vérias caracteristicas pode determinar uma maior fertilidade potencial (ARRUDA
etal., 2011).

2.3 Avaliacdo Espermatica

Desde de 2003, muitas sdo as técnicas de manipulacdo de sémen ja
estabelecidas para varias espécies de peixes, com especial destaque para as
familias Characidae, Prochilodontidae, Anastomidae , Cyprinidae, Siluridae e
Salmonidae. Mesmo assim, com exce¢do da truta arco-iris e o salmdo do
Atlantico, ainda ha muitas questbes basicas para serem respondidas no que
tange as técnicas de conservacdo de sémen de muitas espécies tropicais de
interesse econdmico e ambiental (CAROLSFELD et al., 2003).

O armazenamento de sémen de peixes por longos periodos de tempo é
uma ferramenta importante que possibilita a manutencdo da variabilidade
genética de uma populacdo para uso futuro. Sua utilizacdo em uma eventual
tentativa de recuperacdo de uma populacdo de peixes, garante uma base genética
mais ampla, produzindo individuos com maior capacidade de adaptacdo e menores
chances de sucumbir diante das altera¢cdes causadas no meio ambiente (MARIA,
AZEVEDO; CARNEIRO, 2009). A avaliacdo espermatica permite avaliar estruturas
gue estdo intimamente ligadas com a capacidade reprodutiva do animal, tais como
lesbes de membrana citoplasmatica do espermatozoide e integridade de membrana
acrossomal. A andlise morfolégica dos espermatozoides tem sido bastante utilizada
na selecdo de machos doadores de sémen para o manejo reprodutivo ou para o uso
em biotecnologias da reproducdo de vérios animais, sendo recentemente utilizada
para algumas espécies de peixes de interesse econdmico e ambiental (MARIA;
AZEVEDO; CARNEIRO, 2009; MARIA et al., 2017).

Varios parametros seminais tém sido medidos e individualmente relacionados
a fertilizagdo em peixes tais como o pH, osmolaridade do fluido seminal, composi¢éo
do plasma, densidade espermatica ou dose inseminante, morfologia espermatica,
sobrevivéncia espermatica, integridade da membrana espermatica, integridade do
DNA, motilidade e velocidade espermatica (NEUMANN, 2019).
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7

A avaliagdo das caracteristicas seminais é imprescindivel na rotina da
reproducao artificial em qualquer espécie. Para descricdo de um perfil espermatico,
sdo analisadas as caracteristicas fisicas do sémen (volume, vigor, taxa e duracdo da
motilidade espermatica, concentracdo e morfologia) e as caracteristicas morfolégicas
dos espermatozoides (SOLIS-MURGAS et al., 2011). E necessario o conhecimento
desses parametros para que se possa avaliar a qualidade do sémen coletado e, com
ISso, otimizar sua utlizagdo no processo de fertilizagdo artificial (VIVEIROS;
GODINHO, 2008).

Os diluidores séo solugdes de sais ou de carboidratos que ajudam a manter a
viabilidade das células durante o resfriamento. Além disso, o uso de diluidores
pode estabilizar as condi¢des fisico-quimicas durante a estocagem do sémen,

prolongando a viabilidade dos espermatozoides (MARIA et al., 2017).

Volume

O volume ndo tem um valor intrinseco bioldgico, e sim pela quantidade de
células fecundantes que possa conter. O volume é muito variavel entre as diversas
espécies e até mesmo na mesma espécie, e pode ser influenciado pela estacédo do
ano, clima, periodo de repouso sexual e método de colheita. (SOLIS-MURGAS et
al., 2011).

Concentracdo espermatica

A concentracdo ou densidade espermédtica expressa a quantidade de
espermatozoides por ml de sémen, podendo ser determinada pela contagem em
camaras volumétricas. Valores de concentracdo podem variar de acordo com peso e
idade do peixe, época do ano, frequéncia de colheita e volume do ejaculado.
(SOLIS-MURGAS et al.,, 2011). Uma das metodologias comumente empregadas
para avaliacdo da concentragcdo espermatica de peixes € a contagem de

espermatozoides em camara hematimétrica de Neubauer (SANCHES et al., 2011)

Vigor
O vigor da motilidade avalia o tipo de movimento que 0s espermatozoides
apresentam, isto é, o percentual de movimentos progressivos de uma amostra.

Podem ser observados varios tipos de movimento: Movimento Progressivo;
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Movimento Circular; Movimento Oscilatério e Movimento Retrégrado (SOLIS-
MURGAS et al., 2011).

Motilidade

A cauda do espermatozoide € geralmente subdividida em peca central e peca
principal e tem capacidade para produzir energia quimica na forma de adenosina
trifosfato (ATP), nos geradores de energia da célula - as mitocondrias. As
mitocondrias, que variam grandemente em tamanho, forma e nimero entre espécies
sdo geralmente associados a parte proximal da cauda, adjacente a pecga
intermediaria, para formar a peca central. A peca principal, que geralmente € a parte
mais longa do espermatozoide, usa a energia do ATP fornecer a forca motriz através
de uma estrutura chamada axonema ou filamento axial. O axonema geralmente se
estende da peca intermediaria até o final da cauda e, na maioria dos
espermatozoides, possui uma estrutura distinta de microtdbulos, que também é
comum a outros organelas moéveis no corpo, por exemplo cilios. A funcao critica do
axonema em todas as organelas e células moveis, como 0s espermatozoides é
separar uma molécula de fosfato de alta energia do ATP e converter a energia
guimica liberada do ATP em energia mecanica que move a cauda e cria a motilidade
avancada necessaria para alcancar e fertilizar o oécito (TEMPLE-SMITH et al.,
2018).

A motilidade espermatica é a porcentagem de espermatozoides vivos e
méveis e deve ser avaliada imediatamente apos a colheita de sémen. A motilidade é
um dos principais parametros a serem considerados na analise da qualidade do
sémen de peixes. Para tanto, deve-se levar em conta que a motilidade espermética
€ influenciada por iniumeros fatores, como temperatura, estado nutricional, estado
sanitario, condigcbes de andlise, solucdes ativadoras empregadas e espécie
estudada (SOLIS-MURGAS et al., 2011).

A motilidade espermética é estimada de forma subjetiva, sendo analisada sob
microscopia optica, com uma gota do sémen entre lamina e laminula, estimando-se
sua porcentagem visualmente. No entanto, é a técnica mais utilizada na rotina
laboratorial e continua tendo grande valor, principalmente para diferenciar s€émen de
baixa e alta qualidade. A avaliagdo automatizada da motilidade dos espermatozoides
€ importante devido ao fato da cinética espermatica ter relevancia na determinacao

do potencial de fertilidade dos espermatozoides (ARRUDA et al., 2011).
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A técnica subjetiva tem seu mérito e por muito anos era a técnica disponivel
para avaliacdo da motilidade espermatica em peixes. Com o avanco da tecnologia
esta técnica estd sendo substituida por outras mais precisas e objetivas. Avaliacao
objetiva da motilidade ocorre quando um software integra as sucessivas posi¢oes
das cabecas dos espermatozoides em imagens consecutivas de um video do
movimento espermatico, calculando as trajetérias e caracteristicas de movimento
(NEUMAN, 2019).

Computer Assisted Sperm Analyses (CASA) refere-se a um sistema
automatizado (Hardware e Software) para visualizar e digitalizar imagens sucessivas
dos espermatozoides, processando, analisando e fornecendo informagdes acuradas,
precisas e significativas da cinética individual das células, e valores estatisticos
médios sumarizados da populacdo global. Os espermatozoides moveis observados
sao posteriormente identificados em imagens sucessivas, que permitem estabelecer
suas trajetérias. Finalmente as trajetérias obtidas sdo matematicamente
processadas permitindo a definicAo dessas trajetérias de forma numérica. Os
resultados desses processamentos sao refletidos em uma série de parametros que
definem precisamente o exato movimento de cada espermatozoide (ARRUDA et al.,
2011).

Avaliacdo morfoldgica

Alterac6es morfoldgicas nos espermatozoides podem ocorrer apds 0 aumento
ou a diminuicdo da osmolaridade do meio que os circunda. Segundo Solis-Murgas et
al., (2011), as alteracGes primarias (flagelo dobrado, cabeca isolada, gotas
citoplasmaticas proximal e distal) ocorrem durante a espermatogénese, em
decorréncia de causas que acometem os reprodutores, tais como enfermidades,
consanguinidade, restricdo alimentar e estresse ambiental. Por outro lado, as
alteracdes secundarias (flagelo quebrado, enrolado, degenerado, macrocefalia,
microcefalia) estariam relacionadas aos procedimentos de manejo durante a colheita
do sémen.

A avaliacdo morfolégica dos espermatozoides de peixes pode auxiliar na
caracterizacdo de amostras seminais, fazendo inferéncia sobre seu potencial
fertilizante ou de amostras congeladas de sémen e explicando insucessos de
reprodutores tidos como aptos apoOs analises convencionais de motilidade
espermatica (SOLIS-MURGAS et al., 2011).
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Para uma andlise da lamina a ser observada, sdo necessarios alguns pré-
requisitos quanto a coloracdo, como: formulacdo correta do corante, utilizando-se
material de qualidade, tempo de aplicacdo da técnica adotada e o custo da
metodologia empregada (BARTH; OKO, 1989). Como o espermatozoide é uma
célula translicida, sua visualizacdo sob microscopia Optica comum n&o € muito
nitida para avaliagdo do contorno celular, por isso, quando se dispbe somente de
microscopia optica comum deve-se fazer uso da técnica de esfregaco corado
(ARRUDA et al., 2011).

Na preparacdo da amostra de sémen para a avaliacdo morfolégica dos
espermatozoides geralmente ha necessidade do uso de solucdes fixadoras para
manter inalteradas suas caracteristicas espermaticas. No preparo dos esfregacos
sdo utilizados corantes especificos que auxiliam a visualizacdo das estruturas
espermaticas que sao translucidas (ARRUDA et al., 2011; MARIA et al., 2017).

As membranas espermaticas sdo estruturas especializadas e exercem
funcdes fundamentais na fecundacdo. Os lipideos das membranas celulares
desempenham funcbes biol6gicas, como moléculas alimentares, depdsitos de
energia altamente concentrados, e promovem a sua integridade estrutural. A
integridade da membrana esperméatica é essencial na viabilidade seminal, pois
garante a sua homeostase celular e, consequentemente, mantém as suas
caracteristicas de motilidade, sendo esses requisitos essenciais para manter a
capacidade de fecundacéo da célula espermatica (ARRUDA et al., 2011).

Os espermatozoides sédo células metabolicamente ativas que realizam tanto
glicdlise como a respiracdo mitocondrial, mantendo um adequado balanco
energético necessario para o transporte e demais funcdes celulares. Apesar de os
espermatozoides ndo dependerem completamente da atividade mitocondrial para
manter seu padrdo de motilidade flagelar. Além disso, varios estudos vém
demostrando um papel importante da glicolise na motilidade espermatica e acredita-
se que, na auséncia de respiracdo mitocondrial, a glicélise consiga sustentar o

movimento flagelar e a hiperativacao (BLUMER, 2009).

2.4 Métodos de Contencao Animal
As préaticas de contencéo evoluiram com a domesticacdo de animais para uso

humano, como animais de criacdo, de producao para alimentacao, animais utilizados
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em trabalho, esporte e companhia (FOWLER, 1995). Conter um animal significa
limitar seus movimentos ou, até mesmo, imobiliza-lo completamente. A contencéo de
um animal pode ser fisica ou mecénica, quando utilizamos as maos ou algum
equipamento, ou gquimica, quando utilizamos tranquilizantes ou anestésicos para
imobilizar o animal (TASSI et al., 2008).

Tentativas e erros combinados com as experiéncias compartilhadas de outros
técnicos acabaram produzindo préaticas satisfatérias. Uma pessoa que se
compromete a imobilizar a atividade de um animal ou conté-lo esta assumindo uma
responsabilidade que ndo deve ser considerada levianamente. Cada incidente de
contencao tem algum efeito no comportamento, na vida ou em outras atividades de
um animal (MILLER; FOWLER, 2014).

O animal sofre um estresse muito grande quando € imobilizado, por isso a
contencdo deve ser realizada apenas quando for realmente necessaria. Os
principais motivos que necessitam da contencdo de um animal sdo: transferéncia de
recinto transporte para outra instituicdo ou soltura, realizacdo de exames clinicos e
tratamentos, coleta de material biol6gico (sangue, secrecdes e outros) e realizacédo
de acdes de manejo (sexagem, pesagem e outros) (TASSI et al., 2008).

As contencdes fisicas e quimicas atualmente sdo praticadas com seguranca.
Antigamente, apenas a contencao fisica era realizada. No momento em que o
homem aprendeu sobre imobilizagdo quimica, através do uso de flechas
envenenadas, os efeitos fisiolégicos do movimento restrito foram estudados e
evoluidos. (MILLER; FOWLER, 2014).

A contencdo quimica refere-se ao estado induzido por medicamento, que
produz modificagdo favoravel do comportamento, sedagdo, analgesia, ou
relaxamento muscular. Nao existem atualmente medicamentos de contencao
guimica que possam produzir o grau ideal de cada uma destas propriedades em
todos os animais (BERTOZZO et al., 2008).

Em ambiente natural, dependendo da finalidade, a captura de raias é
geralmente realizada com diferentes instrumentos de pesca, tais como: 0 puca de
mao, também conhecido como rapiché na Amazonia central; malhadeiras; espinhel e
arpédo, também conhecido como zagaia (OLIVEIRA, 2012).

Diferentemente de peixes teledsteos e algumas espécies de tubardes e raias
marinhas, as raias potamotrigonideos dulcicolas possuem ferrdes com toxinas em

suas caudas que podem provocar Ulceras que tém um periodo de cicatrizacdo de
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até trés meses (GARRONE-NETO; HADDAD-JUNIOR, 2009). Desta forma, em raias
de agua doce, as praticas necessarias ao manuseio de colheita de sangue requerem
procedimentos de seguranga para evitar a ocorréncia desses graves acidentes ao
manipulador (OLIVERA, 2012).

Ao lidar com animais silvestres, devem-se reduzir as possibilidades de
acidentes, utilizando-se métodos de contencdo seguros (TASSI et al.,, 2008). Os
potamotrongonideos toleram bem o manuseio se algumas considera¢cfes especiais
forem atendidas. As redes podem emaranhar em suas caudas com ferrdes,
resultando em acidentes aos manipuladores ao tentar desembaragar um animal
estressado e/ou danificar sua cauda ou coluna, com risco, até mesmo, de infeccéo
secundéria. Faz se necesséria a utilizacdo de redes grandes e rasas para evitar
danos a cauda e de materiais como borracha, vinil transparente ou nylon
(REYNOLDS; HORNBROOK; STETTNER, 2017). Nenhum procedimento deve ser
realizado se ndo houver a imobilizacdo completa do animal de forma segura, 0 uso
de equipamentos adequados, como 0 puca de mao, pois esse instrumento néo
causa ferimentos nos animais e permite que eles sejam capturados rapidamente,
minimizando o efeito do estresse de captura, indesejavel para os estudos fisiol6gicos
e da pinca Foster para contencdo mecéanica do ferrdo e simultaneamente da cauda
(OLIVERA et al., 2012).

Oliveira et al., (2012) e Reynolds; Hornbrook; Stettner (2017) recomendam ao
manusear potamotrigonideos, utilizar luvas de couro resistentes, neoprene grosso,
gue permitam a mobilidade das mé&os para reduzir o risco de acidentes causados
pelo ferrdo, bem como o rompimento da cauda e até mesmo a perda desse membro,
o qual exerce importante funcdo no equilibrio natatério das raias e das atividades
dependentes da natacdo, tais como: a caca, a fuga e o acasalamento. Esta
recomendacao se estende a compreensdo da base da cauda para coleta de sangue,
pois pode ser possivel se ferir com os denticulos que cobrem a cauda de muitas
espécies.

Deste modo, a captura e contencdo de potamotrigonideos devem ser feitas
com cautela, onde no inicio o animal deva ser capturado com um pucéa especifico ou
rede e sempre ser realizada o mais rapido possivel para minimizar o estresse do

animal.
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3 OBJETIVOS

Para a realizagcao deste estudo objetivou-se:

e Realizar uma revisdo de literatura acerca da reproducédo de raias de género
Potamotrygon;

e Descrever e validar um protocolo para colheita de sémen em raias de agua
doce, por meio de massagem manual;

e Realizar avaliagdo espermatica comparativa entre protocolos de obtencéo de
sémen, por massagem manual e sob contencéo fisica e quimica;

e Realizar o teste de integridade da membrana,

e Realizar o teste da atividade citoquimica mitocondrial;

4 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Aquéario de Sédo Paulo (Sdo Paulo — SP;
23°35'36.5"S 46°36'51.1"W) e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(CEUA-FMVZ/USP) sob o protocolo no. 5200300919.

Animais

Para a realizacdo deste projeto foram utilizados seis exemplares machos de
Potamotrygon falkneri, mantidos em condi¢cdes ex situ; todos os animais eram
pertencentes ao plantel do Aquario de Sao Paulo (ASP) e toda a rotina de manejo
como manutenc¢do, limpeza, alimentacdo, condicdes ambientais e de saude, foram
igualmente oferecidas para todos os animais sob responsabilidade da Instituic&o.

Os animais estavam divididos em 2 tanques, sendo trés em cada um, com
temperatura e PH da agua aproximados em 27°C e 7.0 respectivamente.

Todos os animais foram identificados pelo numero de microchip e a
determinacdo da maturidade sexual foi realizada através de medidas morfométricas
realizadas com fita métrica: (1) Largura do disco (LD): medida tirada da porcdo mais
larga do disco e (2) Comprimento do disco (CD): distancia entre a ponta do focinho e
a margem posterior do disco. Os animais também foram pesados com balanca

eletrbnica antes dos procedimentos.
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Delineamento Experimental Colheita de Sémen
Para a realizagdo da colheita de sémen, os animais foram divididos em dois
grupos distintos. Os trés primeiros animais primeiramente foram submetidos a uma
contencdo fisica e os outros trés a uma contencdo quimica. Passados 53 dias, 0s
protocolos de contencéo foram invertidos entre os animais, conforme quadro 2.

Quadro 2 - Identificagdo dos Animais para cada protocolo. S&o Paulo, 2020.

Quant_ldac_ie de Identificagcdo dos Animais Protocol0~de
animais Contencéao
1,2e3 Fisica
6 ANIMAIS 4,5e6 Quimica
4,5e6 Fisica
6 ANIMAIS 1,2e3 Quimica

Para a realizacdo de ambos os protocolos, os animais foram retirados da agua
com o auxilio de um pucéa de silicone e luvas raspas de couro para auxilio no
manuseio. As medidas de seguranca para protecdo e isolamento do ferrdo (figura 7)
foram tomadas pela equipe de manejo do Aquario; com o auxilio de uma pinca de
foster e uma espuma abrasiva, o ferrdo foi envolvido com uma protecdo de espuma
de polietileno (atoxica, flexivel e impermeavel) com o intuito de tornar os

procedimentos de manuseio dos animais totalmente seguros para a equipe.

Figura 7: Isolamento do ferrdo de P. falkneri sob contengéo fisica. Sdo Paulo, 2020.

Fonte: Foto do arquivo pessoal de Fabiana Padilha.
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Devido ao fato das raias de agua doce liberam muito muco na superficie do corpo,
0 manuseio desses animais foi realizado tomando-se alguns cuidados de manejo
para a seguranca da equipe e da integridade fisica dos animais. Desta maneira em
ambos os protocolos de contencdo as raias foram posicionados de modo que
ficaram apoiados em uma espuma umedecida, com agua do proprio tanque do
animal, em bandeja injetada em polipropileno de alta densidade, com as dimensdes
externas de altura 6,0 cm x largura 40,0 cm x comprimento 61,0 cm, para evitar a

contaminacao de agua, muco e fezes, conforme figura 8.

Figura 8: Posicionamento de P. falkneri sobre a bandeja com espuma, com finalidade de colheita
de sémen. Sao Paulo, 2020.

Fonte: Foto do arquivo pessoal de Fabiana Padilha.

Procedimento de Colheita por Contencéo Fisica

Sobre a bandeja de espuma, os animais foram posicionados com a regiao ventral
voltada para cima. Uma pessoa da equipe do ASP foi responsavel por segurar a
regido do ferrdo (protegida por espuma) e outra pessoa, também da equipe, foi
responsavel pela colheita. Uma das maos auxiliava na contencéo do disco e a outra
iniciava uma massagem na regido das ampolas dos ductos deferentes. Um tubo
coletor foi posicionado na abertura da cloaca para a colheita do sémen, que era
eliminado a cada massagem realizada. Alguns cuidados foram tomados para que a
presenca de fezes, quando eliminadas, ndo contaminasse o material. Ao término do
procedimento os animais foram devolvidos aos seus tanques de origem e

acompanhados os padrdes de natacéo e alimentacéao.
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Procedimento de Colheita por Contencédo Quimica

Apos os procedimentos de seguranca de protecdo do ferrdo, os animais foram
posicionados com a regido posterior para cima para o recebimento do farmaco. A
equipe do ASP estabeleceu como protocolo anestésico 3 mg/Kg de propofol
aplicado diretamente nas branquias (figura 9). Apds o relaxamento total do animal, o
mesmo foi posicionado com a parte ventral para cima, para a realizacdo da

massagem manual e colheita do material.

k t4%0 w2
Fonte: Foto do arquivo pessoal de Fabiana Padilha.

Durante todo o procedimento de contencdo quimica, oS animais foram
monitorados quanto aos parametros fisioldgicos, batimento cardiaco através do
doppler, frequéncia respiratéria, reflexo de movimento do corpo e clasper; a todo
momento o animal foi irrigado com o auxilio de uma mangueira com agua do proprio
tanque de manutencgdo (figura 10). Ao término do procedimento os animais foram
acompanhados até o retorno total da anestesia, devolvidos aos seus tanques de

origem e acompanhados até a normalizacédo dos padrdes de natacdo e alimentacéo.

Figura 10: Monitoramento e irrigacdo de P. falkneri. Sdo Paulo, 2020.

Fonte: Foto do arquivo pessoal de Fabiana Padilha.
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Andlises Espermatica
1° Analise: Cor, Volume e Concentragéo

Durante o processo de obtencdo do sémen, na abertura da cloaca, foi
posicionado um tubo coletor esterilizado e graduado, onde foi armazenado o
material ejaculado (figura 11) e realizada andlise macroscépica de cor e volume
(mL).

Figura 11: Ejaculado dos seis exemplares de P. falkneri, em tubo coletor. Sdo Paulo, 2020.

- >

Fonte: Foto do arquivo pessoal de Fabiana Padilha.

Para determinar a concentracao utilizou-se o a Camara hematimétrica de
Neubauer. A concentragdo esperméatica foi determinada pela quantidade de
espermatozoides presentes em um dado volume de ejaculado, sendo geralmente
expressa em 10e/ml (milhBes/ml); o nimero total de espermatozoides no ejaculado
foi obtido através da multiplicacdo da concentracdo espermatica pelo volume
(GUIMARAES, 2008).

2° Anédlise: Motilidade (%) e Vigor (0-5)

Realizada em tempo zero, logo apés a colheita do sémen, esta analise
ocorreu de forma estimada e subjetiva (por um Unico pesquisador), através do uso
de microscopios 6ptico, em aumento de 1000 X, com uma gota de sémen entre
lamina e laminula, para a motilidade (%) e vigor (0-5).

Para avaliagdo do vigor e da motilidade, usou-se a seguinte classificacao
(SOLIS-MURGAS et al., 2011):
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e Grau 5: 90 a 100% dos espermatozoides moéveis apresentam movimentacao
progressiva;

e Grau 4: 60 a 90% dos espermatozoides moveis apresentam movimentagcao
progressiva,;

e Grau 3: mais que 50% com movimentacao progressiva;

e Grau 2: menos de 50% com movimentacao progressiva;

e Grau 1: s6 se observam movimentos irregulares.

3° Analise: Sistema de avaliagdo computadorizada

Esta analise ocorreu 5 horas apés a colheita do sémen, porém o material
ejaculado foi armazenado em tubos do tipo Eppendorf, identificados com o numero
do animal, fracionado em 1 aliquotas de 200 pl e diluente para sémen equino INRA
96 da IMV.

Esta avaliacdo do material ejaculado constitui-se de analise computadorizada
de sémen no (CASA) modelo Animal Breeders | software (v 00.00; Hamilton Thorne,
Beverly, MA, USA)., quanto aos parametros de motilidade total e progressiva, além
de células rapidas e estéticas, de forma precisa e objetiva, uma vez que o sistema
automatizado (hardware e software) visualiza e digitaliza as imagens sucessivas dos
espermatozoides, processando, analisando e fornecendo informacfes da cinética
individual das células e valores estatisticos.

Os parametros gerados da motilidade espermatica pelo sistema séo:
Motilidade Total (%), referente a populacdo de células que estdo se movendo com
uma velocidade minima determinada no setup, sendo a proporcao de células méveis
do total; Motilidade Progressiva (%), refere a porcentagem de células movendo-se

progressivamente; Células rapidas e Células estaticas.

4° Analise: Testes de viabilidade
Teste de integridade da membrana

Esta analise teve como objetivo avaliar a integridade da membrana
plasmatica através do protocolo ja estabelecido da Eosina e Nigrosina, pelo método
de coloragéo descrito por Barth e Oko (1989).
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O método consiste em uma aliquota de sémen na diluicdo de 1:2000
(sémen/solucao, respectivamente) que deve ser misturada ao corante da eosina e
nigrosina; realiza-se o0 esfregaco sobre laminas de microscopia e mantém-se na
placa aquecida a uma temperatura de 30°C. ApOs secarem as laminas foram
analisadas em microscopio Optico sob 6leo de imersdo em aumento de 1000X. A
partir da metodologia original recomendada pelos autores, para o sémen de
mamifero, foi realizada a contagem de 100 células e classificadas em integra (ndo
coradas) e nao integra (coradas).

O procedimento aplicado foi realizado para as seis amostras nas proporgdes
apresentadas no quadro 3:

Quadro 3: Proporcdes utilizadas de solucédo de sémen versus solucéo de corante para o preparo
das ldminas. S&o Paulo, 2020.

Amostra Solucéo de Solucéo de
Sémen (%) Corante
(%)
100 0
75 25
50 50
Amostra o5 75
0 100

Assim como Morales-Gamba et al. (2019), as células fortemente coradas em rosa
foram consideradas como tendo uma membrana plasmética lesada, enquanto

células levemente coradas foram consideradas ter membranas intactas.

Teste da Atividade Citoquimica Mitocondrial

Foi realizada conforme desenvolvida por Hrudka (1987), baseado na oxidag&o
da 3,3’-diaminobenzidina (DAB) pelo complexo do citocromo ¢, em uma cascata de
reagcbes na qual o reagente é polimerizado e depositado nos locais da reacao,
tornando-se corado. Para realizar essa técnica, adiciona-se uma aliquota 25 pl de
amostra incubada de sémen juntamente com 25 pl de DAB/ml, a 37°C em banho
maria, por 60 minutos, em tubos de do tipo eppendorf de coloracdo ambar. Apés a
incubacéo, sdo confeccionados esfregacos em laminas de vidro e fixadas em formol
a 10% por 10 minutos, posteriormente as laminas sdo secas ao ar sob protecao da

luz. O procedimento foi realizado para as seis amostras de material ejaculado.
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Salienta-se que foi utilizado a mesma proporgédo de solugcdo de sémen e corante,
como descrita no quadro 3.

As laminas foram observadas em microscépio de contraste e para o presente
estudo foram contatas 100 células e classificadas de acordo com o grau de
coloracdo da peca intermediaria em 4 classes, assim determinando a atividade
mitocondrial descrito por Hrudka (1987):

Classe I: Células espermaticas com peca intermediaria totalmente corada indicando
alta atividade mitocondrial.

Classe II: Células espermatica com mais da metade dos segmentos corados (ativos)
indicando atividade mitocondrial média a alta.

Classe lll: Células espermaticas com menos da metade dos segmentos corados
indicando baixa atividade mitocondrial.

Classe IV: Células espermaticas com peca intermediaria totalmente descorada
indicando auséncia de atividade mitocondrial.

Foram consideradas patologias primarias: cauda quebrada, enrolada e
degenerada, macrocefalia e microcefalia, e patologias secundarias: cauda dobrada,

cabeca solta, gota citoplasmatica proximal e gota citoplasmética distal.

Leitura e Interpretacdo das laminas do Teste de integridade da membrana e
Teste da Atividade Citoquimica Mitocondrial

Para a leitura das laminas deu-se (1) a contagem de 100 células visualizando
a lamina da esquerda para a direita com movimentos em zigue-zague; (2) evitou-se
ler os campos de visdo localizados nas extremidades da lamina, onde a amostra
costuma estar muito espessa, com maior possibilidade de sobreposi¢des de células,
ou muito fina, com poucas células espacadas; (3) a contagem das células foi com
auxilio de um com o contador manual de células; (4) contou-se apenas um defeito

por célula anormal.

Anédlise dos Resultados

As andlises de teste de fertilidade, teste de viabilidade foram realizados
em ambos o0s experimentos A e B com os 6 animais. Para descri¢cdo dos resultados,
foram empregados as médias e os desvios padrdo (média +/- desvio padrao) dos
dados quantitativos obtidos. Todos os dados obtidos foram testados quanto a sua

normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. Apés a definicdo de sua normalidade, os dados
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foram analisados pelo teste t pareado ou por Wilcoxon pareado, em caso de valores
ndo paramétricos. Os dados referentes a andlise das fases de estudo foram
analisados por ANOVA de medidas repetidas ou pelo teste de Friedman, em caso de
valores ndo paramétricos. Todos os testes foram realizados considerando-se um

nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Infelizmente, existe a escassez de trabalhos sobre colheita e utilizacdo de
sémen em Elasmobranquios. Apesar de uma literatura escassa, segundo Penfold e
Wyffels (2019), duas técnicas para a obtencdo de sémen tém sido descritas: a
primeira delas € através de massagem manual e a segunda, através de aspiracao
das ampolas uretrais. Essas técnicas foram descritas para tubarbes (MASUDA et al.,
2003), porém para raias de agua doce, em especial Potamotrygon, apenas dois
relatos foram encontrados. Os trabalhos de Dzyuba et al., (2019) e Morales-Gamba
et al.,, (2019), com avaliacdo espermatica, respectivamente de P. motoro e P.
wallacei, relataram a necessidade da eutanasia dos animais para a realizacdo dos
experimentos, sendo que apdés a morte dos mesmos foi aplicada a técnica da
massagem (DZYUBA et al., 2019) e do cateterismo (MORALES-GAMBA et al.,
2019). Sendo assim, este trabalho ganha uma relevancia ainda maior, visto que é o
primeiro trabalho que descreve a colheita de sémen por massagem manual em raias
de agua doce vivas (figura 12), do género Potamotrygon e com sucesso em 100%

dos animais utilizados.

Figura 12: Obtencéo do material ejaculado por massagem manual em P. falkneri. S&o Paulo.2020.

R T A !

Fonte: Foto do arquivo pessoal e Fabiana Padilha.
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Além da eficacia da obtencdo de sémen, a utilizacdo de dois protocolos
distintos da massagem, também traz resultados inéditos para o género. A
comparacdo da analise esperméatica realizada entre animais contidos fisica e
guimicamente, totalizando 12 amostras, ndo apresentou diferenca significativa (p <
0,05) pelo teste ANOVA e pode ser observado na tabela 1 e todas as amostras

apresentaram cor clara de ovo.

Tabela 1 - Valores dos protocolos na contenc¢do fisica e quimica para as
avaliagcbes de volume, concentracao, vigor e motilidade total no tempo 0. S&o

Paulo, 2020.
Analise Contencéo fisica Contencéo quimica
(média £ erro padréo) (média * erro padrao)
Volume 4,76 mL + 0,95 3,41 mL + 0,95
Concentracao 929,50 spz x 106 / mL + 70,97 1.071,67 spz x 106 / mL £
108,82
Vigor 2,34 +£0,17 2,83+0,16

Apesar de néao ter sido encontrado informacdes em literatura pesquisada
sobre o tempo de espermatogénese em Potamotrygon, tomou-se o cuidado de
realizar um intervalo longo (50 dias) entre as inversdes de protocolos de colheita,
afim de ndo haver nenhum tipo estresse fisiold6gico nos animais, que interferisse nos
resultados, e para garantir de que estaria sendo obtido um sémen renovado. Mesmo
com a auséncia de informacdes sobre o tempo da espermatogénese, Dzyuba et al.,
(2019) demonstraram que os espermatozoides adquirem motilidade apds o transito
pelo epididimo e sdo armazenados em estado mdével dentro das vesiculas seminais.

As observacdes ao microscopio possibilitaram caracterizar um movimento de
progressao do espermatozoide, no liquido seminal, devido a um movimento flagelar
helicoidal (figura 13), porém as caracteristicas morfologicas detalhadas da célula

espermatica ndo foram descritas neste experimento.
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Figura 13: Imagem dos espermatozoides de P. falkneri em microscépio 6ptico, aumento 1000 X.

5 k)j{’*\" .
‘ ﬁ.‘/ S S
' \e \>/h' / NG :

Fonte. Foto do arquwo pessoal de Fabiana Padilha.

Passadas 5 horas, todo o material, mantido sob o diluidor INRA 96 da IMV, foi
submetido a nova andlise no sistema CASA e os resultados podem ser observados
na tabela 2.

Tabela 2 - Valores em percentual para os procedimentos na contencao fisica
e quimica segundo motilidade total no tempo O e ap6s 5 horas no CASA e
células rapidas e estaticas. Sao Paulo, 2020.

Anélise Contencéo fisica Contencédo quimica
Motiiidade  total 57,50% + 6,55 62,50% + 5,28
tempo O

Motilidade total o o

tempo 5 no CASA 51,83% + 7,12 53,67% £ 6,12
Motilidade 13,67% + 1,71 10,67% + 1,12
progressiva

Células rapidas 25,17% * 2,68 25,17% + 2,68
Células estaticas 28,17% + 4,41 24,84% + 5,58

Na tabela 2 podem ser visualizados os resultados obtidos pela analise das
células no CASA. Os programas computadorizados para a avaliagcdo espermatica
procuram ser mais objetivos e imprimir maior repetitividade as avaliacées do que a
habilidade humana em identificar padroes de motilidade ou de normalidade
espermaticas (ARRUDA et al. 2011).

Na anadlise dos valores obtidos foi possivel verificar que de modo geral a
média da motilidade é maior para contencdo quimica. Nos resultados observa-se
também que ndo houve diferenca (p < 0,05) entre o procedimento por contengao

fisica e quimica. Ao compararmos os resultados da motilidade total no tempo O,
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realizada de forma subjetiva com a motilidade total no tempo 5 realizada no CASA,
concluiu-se que a avaliacdo computadorizada se mostrou efetiva, visto que os
resultados sdo homogéneos entre si.

Nas espécies que praticam fertilizacdo interna, a cauda é necessaria para
mover 0s espermatozoides para o local de deposicdo, geralmente a cloaca, seio
urogenital ou vagina, mas em algumas espécies diretamente no Utero ou em parte
do oviduto que recebe o(s) ovocito(s) na ovulacdo. Por estes percursos
relativamente longos, a motilidade espermatica progressiva para frente é um
requisito absoluto. (TEMPLE-SMITH et al., 2018). Desta maneira, o resultado da
motilidade progressiva pela contencao fisica € maior e mais satisfatorio quando
comparado com a quimica.

Considerando que a colheita de sémen foi possivel em 100% dos nossos
animais, pode-se afirmar que todos estavam maduros sexualmente, segundo outras
formas de avaliacao.

Como resultado obtido das medidas morfométricas e do peso dos animais nos
dois experimentos, (Tabela 3), os animais apresentaram médias de largura de disco
de 31.4 (xDP) cm e de comprimento do disco de 32.91 (+DP) cm, além de ganho de
peso de um experimento para o outro.

Tabela 3 — Dados Morfométricos (em cm e kg) da largura do disco (LD) e comprimento do disco dos
animais (CD), segundo os animais avaliados de P. falkneri. S&o Paulo, 2020.

ma om0 oD, cpmids
1 29.5 30 0.859 1.282
2 28 29,5 0.952 1.248
3 31 33 1.430 1.696
4 34 36,5 2.306 2.444
5 31 33,5 1.464 1.776
6 33 35 1.880 1.970

Os resultados morfométricos vém de encontro aos descritos por Silva e
Goulart (2007) e Garrone-Neto (2010), visto que os autores afirmaram que machos
de Potamotrygon falkneri atingem a maturidade gonadal quando a largura do disco
atinge um tamanho médio em torno de 26 — 27 cm.

Garrone-Neto (2010) também afirmou que, além da presenca de sémen nas

vesiculas seminais, outra classificacdo para a maturidade sexual em machos de
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Potamotrygon d&-se pela calcificacdo e rigidez dos clasperes; essas informacgdes
também puderam ser confirmadas durante os manejos.

Mais um dado relevante foi observado durante a realizacdo deste projeto;
durante e apdés os manejos de obtencdo de sémen, alguns animais apresentaram
movimento de clasper, sinalizando que a estimulacdo por massagem possa ter
desencadeado um reflexo da movimentacdo destas estruturas; estas informacoes
podem ser associadas com os resultados de Daly (2008), visto que para o autor, 0S
suportes cartilaginosos, juntamente com a musculatura associada, auxiliam no
movimento e na flexdo dos clasperes durante a cOpula. Se considerarmos que a
reproducdo desta espécie ocorre por fecundacao interna (PENFOLD e WYFFELS,
2019), o ato da cépula (macho sobre a fémea), pode estimular, por compressao, as
vesiculas seminais e facilitar a liberacdo do sémen através da cloaca; além disto,
este mesmo estimulo pode favorecer a movimentagdo dos claspers, direcionando o
ejaculado para a cloaca da fémea.

Alguns estudos mostram que a reproducdo de Potamotrygon pode estar
diretamente relacionada ao ciclo hidrolégico de cada regido (CHARVET-ALMEIDA,
ARAUJO, ALMEIDA, 2005), porém acreditamos que as raias mantidas sob cuidados
humanos ndo aparentam possuir sazonalidade reprodutiva, provavelmente porque
as condicdes do ambiente sdo mantidas constantes ao longo do ano todo.

Contencdes prolongadas séo estressantes e devem ser evitadas. No entanto,
0s beneficios da anestesia e os possiveis efeitos em dados derivados de peixes
anestesiados devem ser pesados em relacdo aos resultados obtidos em peixes que
nao foram anestesiados. (TEMPLE-SMITH, 2018). Segundo Fowler (1995), um dos
pontos importantes a ser considerado é a questdo sobre qual procedimento
produzira o maior ganho com o0 menor risco.

Oliveira et al., (2012), afirmaram que os procedimentos devem minimizar a
guantidade de tempo de manuseio necessaria e reduzir ou eliminar o contato entre o
manipulador e o animal. Devem ser considerados sempre o0s procedimentos mais
seguros para 0 manuseio adequado de raias de agua doce durante a obtencédo de
amostras biolégicas, evitando assim a ocorréncia de acidentes graves com 0S
ferrbes desses animais aquaticos. Considerando-se que ndo houve diferenca (p <
0,05) entre as formas de contencdo para nenhum dos parametros avaliados, nossos
resultados nos permitiram concluir que a contencéo fisica para colheita de sémen

por massagem manual, em potamotrigonideos, foi rapida e efetiva.
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A média de tempo para o protocolo de contencéo fisica foi aproximadamente
de dois minutos e para o protocolo contencdo quimica em torno de dez minutos,
incluindo a sedacdo total e retorno anestésico. Sendo assim, como o tempo do
procedimento com uso do anestésico foi maior e gerou uma maior manipulacéo nos
animais, estabelecemos que o procedimento de colheita de sémen somente pela
contencdao fisica minimizou riscos ao animal e ao manipulador, além ser de baixo
custo, pela ndo utilizacdo do farmaco anestésico, sendo, portanto, um método de
escolha para este procedimento.

Em todo o reino animal, incluindo os vertebrados, a estrutura espermatica é
altamente conservada e consiste em uma cabeca contendo a informacao hereditaria
na forma de DNA, organizada como cromossomos e ordenadamente empacotada no
nacleo, que é o principal componente da cabeca. Nos vertebrados, uma peca
intermediaria ou peca de conexdo geralmente prende a cabeca a cauda do
espermatozoide ou flagelo. (TEMPLE-SMITH et al., 2018). Assim, a morfologia dos
espermatozoides das P. falkneri obtidos da colheita de sémen se apresentaram
como em outros elasmobranquios: com cabeca em hélice e flagelo, corroborando
com o descrito por Temple-Smith et al., (2018), que afirmam que em termos de
espermatozoides presentes nesta classe, os Chondrictes aparecem como um grupo

simples e homogéneo, conforme figura 14.

Figura 14: Imagem de microscopia éptica (aumento 1000 x) de espermatozoides de
P. falkneri. Sdo Paulo, 2020.

Fonte: Foto do arquivo pessoal de Fabiana Padilha.
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Quando colocados 0s espermatozoides em contato com a agua, 0S mesmos
nao apresentaram mais motilidade; esses achados também vém de encontro aos
descritos por Dzyuba et al., (2019) que, nos testes de motilidade para
espermatozoide de P. motoro revelou imobilidade das células e estruturas
comprometidas quando em contato com agua doce. Diferentemente para espécies
de peixes com fecundacao externa, como descrita por Maria; Azevedo; Carneiro
(2009), que apesar de apresentar grandes diferencas entre algumas espécies, 0
sémen da maioria dos peixes possui uma caracteristica em comum que é a
ativacdo da motilidade espermatica pela agua. A fertilizagdo dos ovécitos somente
ocorre apoés a ativacao da motilidade dos espermatozoides que se dara apds seu
contato com a agua.

Ha pouca informacdo disponivel sobre a ativacdo e motilidade dos
espermatozoides de elasmobranquios. Espermatozoides maduros de H.
portusjacksoni foram ativados por uma solucdo tamponada com fosfato baseado na
composicdo ibnica do sangue elasmobranquio ou em condi¢cdes uterinas (DALY,
2008). Para P. motoro os espermatozoides méveis sdo capazes de aumentar sua
velocidade sob a influéncia do fluido uterino no trato reprodutivo feminino (DZYUBA
et al., 2019).

Conforme aponta Temple-Smith (2018) existem evidéncias em muitos estudos
sobre espermatozoides mais longos nadarem mais rapidamente. Trés principios
basicos que explicam essa percepc¢ao incluem: pecas maiores com mitocondrias
abundantes alimentando a cinética flagelar; caudas mais longas, gerando modos
distintos de propulsdo e uma relacdo cauda / cabeca aumentada, compensando o
arrasto da cabeca que afeta a velocidade do espermatozoide. Essas observacoes
incluem: cabeca helicoidal em elasmobranquios e holocefalia; presenca de
barbatanas laterais nas caudas do espermatozoide, permitindo cinética aprimorada
em peixes 6sseos. Entretanto, a duracédo da motilidade espermatica € muito curta na
maioria dos peixes de agua doce, mas mais longo para peixes marinhos e esturjao
(ALAVI et al. 2012).

A analise morfoldgica tem como objetivo avaliar a integridade das estruturas
espermaticas como cabeca, peca intermedidria e cauda, tendo em vista a
capacidade fertilizante dos espermatozoides e consequentemente a fertilidade

do sémen. Qualquer alteracdo em uma dessas estruturas pode afetar a
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funcionalidade do espermatozoide por alterar basicamente a sua capacidade de

deslocamento, fecundacao e de geracao de alevinos viaveis (MARIA et al., 2017).
Foram preparadas laminas da técnica de eosina - nigrosina para cada

amostra, totalizando 30 laminas, a média de células integras foi de 72,2% para as

seis amostras, conforme tabela 4 abaixo.

Tabela 4 - Resultados em percentualda contagem de células do teste de
integridade de membrana pela coloragdo eosina-nigrosina, segundo as
amostras avaliadas. S&o Paulo, 2020.

NUmero de
Amostra Células (%) 0% 25% 50% 75% 100%
Amostra  INTEGRAS 0 26 42 56 63
1 LESIONADAS 100 74 58 44 37
Amostra  INTEGRAS 0 30 51 63 86
2 LESIONADAS 100 70 49 37 14
Amostra  INTEGRAS 0 28 45 75 87
3 LESIONADAS 100 72 55 25 13
Amostra  INTEGRAS 0 26 54 73 93
4 LESIONADAS 100 74 46 27 7
Amostra  INTEGRAS 0 35 46 65 63
5 LESIONADAS 100 65 54 35 37
Amostra  INTEGRAS 0 30 42 69 71
6 LESIONADAS 100 70 58 31 29

Como resultado é possivel identificar dois tipos de célula, as integras, sem
coloracdo - ndo possuem a membrana plasméatica lesada; as lesionadas, pois foi

possivel a penetracdo do corante na membrana plasmatica, conforme a figura 15.

Figura 15: Célula integra sem coloragéo e célula lesionada com coloragao de eosina-nigrosina
Imagem aumentada 1000 X). S&o Paulo, 2020.

Fonte: Foto do arquivo pessoal de Fabiana Padilha.
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Morales-Gamba et al., (2019) em seu estudo com P. wallacei concluiram que
a baixa porcentagem de células anormais observadas (~ 8%) indicou que o0 sémen in
natura dos machos era de alta qualidade em termos morfoldgicos, assegurando que
os resultados obtidos no presente estudo indicam que os espermatozoides de P.
falkneri seguem os mesmos padroes.

Tsuneda Junior et al., (2016) concluiram que a técnica de coloragcdo através
da eosina e nigrosina, que foi desenvolvida para animais domeésticos, pode ser
adaptada a espécies silvestres. Portanto a utilizacdo da técnica de eosina-nigrosina
mostrou-se eficiente, ao analisarmos uma progressao linear com valor de P < 0,0001
conforme grafico abaixo, validando o uso do corante eosina — nigrosina para o teste

de integridade de membrana de sémen de raias de agua doce.

Grafico 01: Curva da validacéo para o teste do corante Eosina-nigrosina. S&o Paulo, 2020.
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Os resultados da atividade mitocondrial estdo apresentados na tabela 5 e
grafico 2; como esperado houve a validacdo do método proposto por por Hrudka
(1987), uma vez que a linha é linear progressiva entre o indice de atividade
mitocondrial versus o esperado, com P < 0,0001 e indice de atividade citoquimica
sao similares para todas as amostras, o que evidencia semelhante metabolismo

aerobico dos espermatozoides.
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Apesar de nao ter sido encontrado dados na literatura publicada integridade
da membrana plasmética de espermatozoides em elasmobranquios, novos estudos
séo estimulados para a manipulagdo in vitro para fins de reprodugcdo (MORALES-
GAMBA et al., 2019).

Tabela 5 — Resultado da analise das |laminas para o teste DAB, segundo as amostras de P. falkneri.
Sao Paulo, 2020.

Amostra Proporgéo DAB | DAB I DAB Il DAB IV INDICE
100% 78 17 3 2 87.25
75% 63 22 3 12 74.75
1 50% 51 15 3 31 59.25
25% 14 28 8 55 39.5
0% 1 4 8 87 5
100% 72 24 2 2 84.5
75% 64 12 3 21 70.75
2 50% 52 10 5 33 58.25
25% 31 10 4 55 38
0% 1 2 1 16 1.75
100% 72 14 3 11 79.75
75% 66 12 2 20 725
3 50% 51 11 3 35 57.75
25% 30 6 55 36
0% 1 1 98 125
100% 71 16 3 10 79.75
75% 61 14 3 22 68.75
4 50% 49 13 2 36 56
25% 30 16 3 51 38.75
0% 2 3 4 91 4.5
100% 77 13 3 7 84.25
75% 70 7 2 21 74
5 50% 55 8 1 36 59.25
25% 31 3 3 63 33.25
0% 5 1 1 93 5.75
100% 80 15 0 5 87.5
75% 47 27 1 25 60.75
6 50% 20 18 4 58 30
25% 28 2 2 57 29.5
0% 0 1 2 97 1
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Gréfico 02: Curva do indice de atividade mitocondrial esperada. S&o Paulo, 2020.
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Na preparacdo da amostra de sémen para a avaliacdo morfolégica dos
espermatozoides geralmente ha necessidade do uso de solugbes fixadoras para
manter inalteradas suas caracteristicas espermaticas. No preparo dos esfregacos
sdo utilizados corantes especificos que auxiliam a visualizagdo das estruturas
espermaticas que séo translucidas (STREIT JUNIOR et al., 2004; ARRUDA et al.,
2011), assim a utilizacdo de corantes como a eosina-nigrosina e o DAB se tornam
necessarias para a validacdo do teste de integridade de membrana em
espermatozoides de raias de agua doce.

Além disso, essas informacdes sobre a integridade da membrana plasmatica
e concentracdo de espermatozoides servem de base para estudos futuros
envolvendo manipulagdo in vitro de gametas visando o desenvolvimento de
protocolos para estabelecimento de um banco de germoplasma. Esses bancos séo
necessarios para fornecer estratégias de manejo adequadas para a conservacéo de
uma espécie com status endémico e alta especificidade de habitat (MORALES-
GAMBA et al., 2019).

Maria et al. (2010), apresentam que um dos entraves para a comercializacao
de sémen de peixes nativos no Brasil € a necessidade de determinacdo de
protocolos eficazes de manipulacdo e processamento desse material. Para
melhorar o processo de desenvolvimento desses protocolos, maior énfase deve ser

dada na padronizacdo das etapas e parametros que seguem: colheita e
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diluicho do sémen, determinacdo dos diluentes e crioprotetores, tempo de
equilibrio, taxas de resfriamento e descongelamento e proporcdo de
espermatozoides. Fazendo uma correlagdo com o presente estudo, destaca-se a
importancia da padronizacdo dos testes e analise de sémen de raias do género
Potamotrygon, uma vez que a maioria das metodologias e praticas utilizadas para
avaliacdo andrologica em peixes sdo baseadas em procedimentos desenvolvidos
para mamiferos.

Os resultados deste estudo sédo pioneiros na coleta de sémen de raias de
agua doce por colheita de sémen pelo método manual, assim, a comparagao entre o
procedimento de contencéo fisica e quimica mostrou-se que pode ser um metodo
efetivo para as raias de agua doce que apresentam caracteristicas similares aos

animais utilizados neste trabalho.

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condicBes deste trabalho nos permitem concluir

que:

- A literatura a respeito de colheita e uso de sémen em Potamotrygon ainda é
escassa;

- Foi possivel validar a colheita de sémen em Potamotrygon falkneri, por
massagem manual;

- Nao houve diferenca estatistica na avaliacdo espermatica entre protocolos
de contencdo fisica e quimica;

- Foi possivel validar a técnica de integridade de membrana e de atividade
citoquimica mitocondrial;

- Este é o primeiro trabalho descrito para colheita de sémen por meio de

massagem manual, com raias Potamotrygon falkneri vivas.
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7  CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que é possivel realizar analises espermaticas para as raias de
agua doce e que a morfologia e caracteristicas do espermatozoide sdo homogéneas
aos elasmobranquios, além do que o material ejaculado possui propriedades que o
possibilitam ser conservado e futuramente ser empregado em biotécnicas
reprodutivas.

Os beneficios da aplicagdo desse manejo podem ir além e auxiliar na
conservacao e disseminacdo de material genético dos plantéis de Potamotrygon,
uma vez que a familia apresenta caracteristicas morfolégicas similares; sugere-se
gue o presente estudo seja replicado em outras instituicbes mantedoras do género.
Estudos complementares sdo necessarios como a determinagcdo do potencial
hidrogenidnico (pH), teste da integridade acrossomal, criopreservagédo, entre outras
biotécnicas reprodutivas, aliadas a conservacao das espécies de raias de agua doce
e outros elasmobranquios.

Os esforcos de conservacado ex situ sdo parte importante de uma estratégia
de conservagéo integrada para proteger as populagdes in situ e principalmente as

espécies ameacadas de raias de agua doce.
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