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RESUMO

MARIA, Alexandre Nizio. Diluidores e crioprotetores no resfriamento e
congelamento do sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus). 2005. 71
p. Dissertacdo (Mestrado em Produc@o Animal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de preservacio
de sémen do piracanjuba (Brycon orbignyanus) através dos processos de
resfriamento a 4°C e congelamento. Os trabalhos foram realizados na Estac@o de
Piscicultura da Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG), Itutinga-MG.
No experimento 1 foram avaliados diversos diluidores, crioprotetores (DMSO,
metanol e metil glicol) e antibidtico (sulfato de gentamicina) no resfriamento do
s€men. No experimento 2, os diluidores que melhor mantiveram a motilidade
espermatica no experimento 1 foram acrescidos de 10% de crioprotetor (DMSO,
metanol ou metil glicol) e 5% de gema de ovo de galinha e usados como meio
diluidor para o congelamento de s€émen. O congelamento foi feito utilizando um
botijao de vapor de nitrogénio liquido (Taylor-Warton, modelo CP 300, “dry
shipper”). As amostras de s€émen foram descongeladas em banho-maria a 60°C
por 8 segundos. No experimento 3, avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia
através do método de coloracdo diferencial e a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozdides apés o descongelamento. No Experimento 1, a solugdo de Saad
(NaCl 200 mM; tris 30 mM) foi o diluidor que melhor manteve a motilidade
espermadtica, proporcionando 80% de motilidade apés 24 h de resfriamento,
enquanto as amostras controle (nio diluidas) apresentaram apenas 33%. A
adi¢do de crioprotetores nos diluidores ndo promoveu melhoria no meio de
conservagdo durante o resfriamento, exceto nas amostras diluidas em NaCl 0,9%
acrescidas de DMSO, as quais apdés 24 h, produziram uma maior taxa de
motilidade espermadtica (77%) em relacao as amostras diluidas apenas em NaCl
0,9% (60%). Entretanto, as amostras de sémen diluidas em Saad ¢ NaCl 200 mM
sem crioprotetor, apresentaram taxa de motilidade semelhante as amostras
diluidas em NaCl 0,9% acrescidas de DMSO, indicando nido ser necessario o
acréscimo de crioprotetores no processo de resfriamento quando as solugdes de
Saad ou NaCl 200 mM s@o usadas como diluidores. A adi¢do de gentamicina
ndo melhorou a taxa de motilidade espermdtica durante o resfriamento. As
solucdes NaCl 200 mM e Saad, acrescidas ou ndo de gentamicina, preservaram a
motilidade espermatica por um periodo de 7 dias de resfriamento, produzindo
taxas de motilidade entre 37 e 40% quando diluidas numa propor¢ao 1:9
(s€émen:diluidor). No Experimento 2, as amostras que apresentaram as maiores
taxas de motilidade espermadtica apds o descongelamento foram NaCl 0,9% +
gema de ovo + metil glicol (66%); M m® (glicose; citrato de sédio; EDTA;

iii



sulfato de gentamicina; NaHCOs); + gema de ovo + metil glicol (60%) e BTS®
(glicose; citrato de s6dio; EDTA; sulfato de gentamicina; NaHCO3; KCl) + metil
glicol (70%). No Experimento 3, a porcentagem de sobrevivéncia dos
espermatozoides ap6s o descongelamento foi semelhante a porcentagem de
espermatozoides méveis. Apés a fertilizagdo realizada com o s€men congelado
nesses criodiluidores, verificou-se uma boa taxa de eclosdo dos ovos (58, 40 e
66%, respectivamente), porém menor (P<0,05) que a taxa observada com o
sémen fresco (86%).

* Comité Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), Priscila
Vieira Rosa Logato — UFLA e Luis David Solis Murgas — UFLA (co-orientadores)
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ABSTRACT

MARIA, Alexandre Nizio. Semen cool storage and cryopreservation of
piracanjuba Brycon orbignyanus. 2005. 71 p. MSc Thesis (Animal
Production) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.’

The aim of this study was to develop a protocol for semen storage of
piracanjuba (Brycon orbignyanus) by cool storage at 4°C and cryopreservation.
The experiments were carried out at the Fish Culture unit of Hydrelectric
Company of Minas Gerais, Itutinga-MG. In experiment 1, some extenders,
cryoprotectors (DMSO, methanol ot methyl glycol) and antibiotic (gentamicin
sulfat) were tested on cool storage of semen. In experiment 2, the extenders that
maintained the highest motility rate of semen on experiment 1, were combined
with 10% cryoprotector (DMSO, methanol and methyl glycol) and 5% egg yolk,
and used as cryodiluent for semen cryopreservation. Semen was frozen in liquid
nitrogen vapour (vessel Taylor-Warton, model CP 300, “dry shipper”) and
thawed at 60°C water-bath for 8 seconds. In experiment 3, the hatching rate of
frozen sperm were evaluated. In experiment 1, semen diluted in Saad solution
(NaCl 200 mM; tris 30 mM) yielded the highest motility rate (80%) after 24 h of
cooling. Control undiluted semen produced only 33% motility after the same
period of cooling. There was no difference on motility of semen diluted in
extender compared to samples diluted in extender plus cryoprotectors. The only
exception was the combination of NaCl 0,9% plus DMSO that produced 77%
motility, compared to 60% motility of samples diluted in NaCl 0.9% only.
Semen diluted in Saad solution or NaCl 200 mM only produced motility rates
similar to those samples diluted in NaCl 0,9% plus DMSO. This indicates that
there is no need to add cryoprotectants to the cooling medium when Saad
solution or NaCl 200 mM are used as extenders. When semen was stored for 7
days in NaCl 200 mM or Saad solution containing gentamicin, motility rates
were similar to those samples stored in the same extender without gentamicin. In
experiment 2, semen frozen in NaCl 0,9% + egg yolk + methyl glycol, M III®
(glucose; sodium citrate; EDTA; gentamicin sulfat; NaHCO,) + egg yolk +
methyl glycol and; BTS® (glucose; sodium citrate; EDTA; gentamicin sulfat;
NaHCO,; KCI) + methyl glycol produced post-thawed motility rates above 60%.
When those samples semen was used to fertilize fresh eggs, the hatching rates
were between 40 and 66%, while control fresh semen produced 86% of
hatching.

: Comité Orientador: Ana Tereza Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), Priscila
Vieira Rosa Logato — UFLA e Luis David Solis Murgas - UFLA (co-orientadores)



1 INTRODUCAO

A busca por técnicas cada vez mais apuradas de preservagdo de sémen
de peixes vem de encontro as questdes econdmicas e ecoldgicas atuais. Fatores
como a destruicdo das matas ciliares, o aumento da demanda alimentar, a pesca
predatéria, a construcdo de barragens de hidroelétricas, interferindo no
comportamento migratério dos peixes, e a poluicdo dos ecossistemas aquaticos,
ocasionaram o desaparecimento de algumas espécies e a diminuicdo de
populacdes de espécies de importancia econdmica e ecoldgica.

Os peixes migradores, também conhecidos como de piracema,
constituem parte significativa das espécies comerciais brasileiras. Entre elas
encontra-se a piracanjuba (Brycon orbignyanus), que é objeto de estudo na
presente dissertacdo. Alguns aspectos como a excelente qualidade da carne, o
habito alimentar no ambiente natural e o rdpido crescimento e ganho de peso
demostrados em criagdes experimentais constituem, sem duvida, indicadores
para selecdo desta espécie como alternativa para o desenvolvimento da
piscicultura nas diversas regides do Brasil. No entanto, esta espécie vem
sofrendo com o desequilibrio ambiental, sendo apontada como uma espécie
ameacada de extingdo. Sua inclusdo em programas que visam a conservacdo do
material genético ex situ é considerada como uma estratégia a ser priorizada.

A estocagem dos espermatozodides pode ser realizada a curto prazo, por
horas ou dias em temperatura de refrigerac@o (4°C), ou a longo prazo, através do
congelamento em nitrogé€nio liquido, a —196°C, mantendo, assim, a viabilidade
dos gametas por tempo indefinido.

Os estudos realizados no Brasil com peixes tropicais s@o pouco
numerosos e apontam para a necessidade de maior aprofundamento nas

pesquisas para se estabelecerem técnicas de preservacdo de s€men que melhor se



adaptem a cada espécie. Assim sendo, este trabalho visa desenvolver um
protocolo de preservacdo de sémen de piracanjuba a curto e a longo prazo,

estabelecendo uma metodologia adequada a esta espécie.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de preservacdo de sémen de piracanjuba

(Brycon orbignyanus) a curto prazo, através do processo de resfriamento, e a

longo prazo, através do processo de congelamento.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia de solugdes diluidoras, associadas ou ndo a

crioprotetores ou antibiético na motilidade espermética apds o resfriamento;

e Avaliar a eficiéncia de solugdes diluidoras associadas a crioprotetores na

motilidade e viabilidade espermatica apés o congelamento;

e Avaliar a capacidade de fertilizacdo do sémen congelado.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A espécie em estudo

Familia: Anostomidae ;
Subfamilia: Characiformes;
Género: Brycon

Espécie: Brycon orbignyanus

Nome popular: Piracanjuba

FIGURA 1. Exemplar adulto de piracanjuba (Brycon orbignyanus)

A piracanjuba € encontrada nas bacias do rio Grande, Paranaiba e
Paraguai (Godoy, 1975). Esta espécie apresenta corpo fusiforme e comprido e a
boca é ampla e teminal, o dorso é castanho escuro e a nadadeira caudal apresenta
cor vermelha com uma faixa mediana bem escura. Ela € onivora, alimentado-se
eventualmente de peixes e insetos. O macho reproduz-se a partir de dois anos de
idade, com 20 c¢cm de comprimento, apresentando como caracteristica sexual

secundaria aspereza na nadadeira anal, resultante de pequenas espiculas que



aparecem na época da reproducio; ja a fémea se reproduz a partir do terceiro ano
de idade, com 25 cm de comprimento. Esta espécie prefere ambientes 16ticos de
dguas claras, sendo encontrada nos locais em que as drvores se deitam sobre o
rio, onde obtém os frutos que lhes servem de alimento. A migracio rio acima se
da nos meses de setembro e outubro, culminando com a desova entre novembro
e janeiro (Companhia Energética de Minas Gerais & Fundac¢do Centro
Tecnoldgico de Minas Gerais, 2000).

Segundo Conte et al. (1995), a piracanjuba foi muito prejudicada com o
barramento dos rios, estando sujeita a extincdo. Existe um grande interesse na
utilizacdo destes briconideos tanto para repovoamento de reservatorios
hidrelétricos e pisciculturas comerciais, com espécies nativas, quanto para

conservacao da biodiversidade.

3.2  Aspectos relevantes da biologia do sémen

3.2.1 Morfologia dos espermatozdides

Os espermatozéides de peixes variam em estrutura (Jamieson, 1991),
refletindo sua histéria evolutiva de mais de 550 milhdes de anos (Janvier, 1999).

Segundo Nagahama (1983), os espermatozdides podem  ser
morfologicamente subdivididos em cabeca, peca intermedidria e cauda. Na
maioria dos grupos de peixes falta o acrossoma, que ocorre em todos os outros
grupos de vertebrados. A morfologia dos espermatozéides parece refletir no seu
modo de fertilizagdo. A caréncia do acrossoma € compensada pela presenca da
micropila, um orificio no cérion do ovo para a penetracdo do espermatozéide

(Cosson et al., 1999).



Os espermatozdides de matrinxd (Brycon cephalus) podem ser
classificados como pertencentes a uma estrutura tipicamente primitiva,
caracteristica dos peixes teledsteos com fecundagdo externa, uniflagelados e sem
o acrossoma (Silveira, 2000).

A cabecga e a cauda dos espermatozéides de Brycon orbignyanus e Brycon
cephalus apresentam as seguintes caracteristicas morfoldgicas: cabeca
arredondada destituida de vesicula acrossomal, peca intermedidria longa
apresentando um colar de mitocdndrias na por¢do anterior, cauda ou flagelo

longo com axonema bésico do tipo 9+2 (Aires, 1998; Silveira, 2000).

3.2.2 Metabolismo dos espermatozoides

A energia para a motilidade e o metabolismo bdsico dos
espermatozdides s@o derivados de uma quebra de nutrientes exdgenos e
enddégenos na presenca ou auséncia de oxigénio (Stoss, 1983).

Os espermatozodides de peixes com fertilizacdo interna sdo capazes de
realizar glic6lise em processos anaerdbios. E provdvel que o metabolismo
espermatico seja mantido pelos aguicares ovarianos (Gardiner, 1978, citado por
Leung & Jamieson, 1991). Em contraste, o s€men fertilizando externamente
peixes oviparos mostra uma atividade glicolitica limitada, principalmente no
metabolismo oxidativo. Eles ndo sdo especificamente adaptados para utilizagao
de fontes de energia exdgenas, embora parecam eficientes, em um grau limitado
de a¢do, quando fornecido alimento externo (Harvey e Kelley, 1984, citado por
Leung & Jamieson, 1991).

Estudos realizados por Billard et al. (1995) concluiram que os
espermatozoides de carpa (Cyprinus carpio) sdo carregados com ATP, o qual é a

maior fonte de energia durante o curto periodo de motilidade. Este ATP &



hidrolisado rapidamente durante a fase ativa da motilidade. A sintese de ATP
fornece uma contribuicao muito pequena e pode ser resultado da glicélise e da
respiracdo mitocondrial. A motilidade € interrompida quando 50 a 80% destes

ATPs sdo consumidos pela hidrdlise.

3.2.3 Motilidade dos espermatozdides

Os espermatozéides de peixes sdo imodveis nos testiculos e, em muitas
espécies, no plasma seminal. Durante a reproducdo natural, a motilidade &
induzida depois da liberacdo dos espermatozéides (e desta forma sua
dispersao/diluicao) do trato genital do macho dentro do ambiente aquoso em que
os espermatozdides encontram os componentes soliveis da dgua do meio
externo, principalmente ions (Cosson, 2004).

Em salmonideos e ciprinideos de dgua doce, a reducdo da concentracio
de potdssio ou osmolaridade do ambiente ao redor dos espermatozdides
liberados em dgua doce afeta diretamente o flagelo e regula a iniciacdo da
motilidade espermdtica (Morisawa et al., 1983). O fluido seminal € rico em
muitos nutrientes e fons, alguns dos quais importantes na manuten¢ido da
qualidade espermética quando estocados no estado imével no trato genital.
Fatores ambientais externos podem afetar a qualidade e motilidade espermadtica
durante o processo de ativagdo. Fatores como o pH ou fons presentes podem
polarizar a membrana celular e estimular a motilidade espermatica dos peixes
(Morisawa et al., 1999). A osmolaridade isotdnica ao plasma seminal suprime a
motilidade espermatica em teledsteos marinhos e de dgua doce; quando o s€émen
€ exposto a hipertonicidade da 4dgua salgada ou hipotonicidade da 4dgua doce,
respectivamente, induz a iniciacio da motilidade espermadtica (Takai and

Morisawa, 1995).



Em resposta ao estresse osmético, o volume citoplasmético das células
espermaticas das espécies de dgua doce aumenta em até trés vezes, como
resultado do influxo de dgua (Perchec-Poupard et al., 1997). O oposto ocorre em
espécies de agua salgada. Isto, combinado com a medicdo do ATP, leva a um
possivel esquema geral (Figura 2) mostrando as mudancas nas concentragdes
ionicas internas ocorridas em respostas a osmolaridade externa, que podem
controlar a motilidade espermadtica em peixes (Cosson, 2004).

A duracdo da motilidade espermatica em peixes de dgua doce € muito
curta (Billard et al., 1995; Cosson et al., 1999) e muito variada entre as espécies:
30-40 s a20e Cemaapa(Billader d., 1995) e486 s a26°C em pacu (Piaractus

mesopotamicus; Maria et al., 2004).



Cronome I;I'ag cm

Transferéncia do s€émen para dgua doce Tempo zero

Diminuicdo da osmolaridade externa

Desencadeamento da osmorregulacao
= influxo de dgua

Diminuicao da osmolaridade interna

Diminuic¢do da concentragdo idnica interna
Ligacdo da atividade da ATPase Menos que 1s

Diminuicao dos estoques de ATP

Concentracdo i0nica interna muito baixa para

atividade da ATPase
Término da motilidade Um a varios minutos

FIGURA 2.Modificado de Cosson (2004). Cascata dos eventos desencadeadores
da motilidade espermadtica. Exemplo de espécies de dgua doce.

O esquema acima descreve os possiveis eventos ocorridos no
desencadeamento da motilidade espermética. O exemplo ilustra a ativacao dos
espermatozoéides de alguns peixes de dgua doce quando transferidos do fluido
seminal para dgua doce, mostrando como a stbita diminuicdo da osmolaridade

externa imediatamente leva ao reajustamento da concentragdo idnica interna



pelo processo osmorregulativo da membrana. A diminuicdo da concentragio
iOnica interna atinge valores em que a atividade da ATPase é 6tima e,
consequentemente, a motilidade é em alta velocidade. Posteriormente, o
conteido de ATP torna-se baixo porque a renovagdo pela fosforilagdo
mitocondrial € muito lenta, o que € combinado com uma diminui¢ao adicional
da concentrag@o idnica a valores em que a atividade da ATPase é bloqueada; por
isso, a intensidade flagelar € completamente interrompida alguns minutos mais

tarde.

3.3 Concentracao espermatica

A concentracdo de espermatozdides no fluido seminal tem sido
tradicionalmente usada para avaliar a qualidade espermdtica em peixes. O
método comum para determinacdo da densidade espermética (células
espermatica/mL de s€men) no s€émen de peixe € a contagem de espermatozdides
através de uma camara hematimétrica (Buyukhatipoglu and Holtz, 1984).

O célculo da concentragdo espermdtica é realizado em ndmeros de
células espermadticas coletadas por kilograma de peso corporal (células/kg), por
grama de testiculo ou, ainda, por peixe (células/peixe). O nimero de
espermatozdoides por mL de sémen € mais apropriado, podendo ser
complementado pelo volume total de s€émen. Sémen altamente concentrado nem
sempre oferece elevada motilidade ou altas taxas de fertilizagdo (Geffen and
Evans, 2000; Williot et al., 2000). Este parametro ndo € uma medida especifica
da capacidade de fertilizacio do sémen e pode variar muito dentro de
determinadas espécies de peixes, num mesmo individuo ao longo da vida, e com
o método de indugdo da espermiacdo (Maria & Viveiros, observagdes ndo

publicadas). E importante observar que a concentracio espermatica torna-se uma
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caracteristica relativamente importante quando se fertilizam ovos com um
volume constante de s€men, analisando a capacidade de fertilizacdo de

diferentes amostras de s€men (Rurangwa et al., 2004).

3.4 Coloracao diferencial dos espermatozéides

A técnica de coloragdo dos espermatozéides foi introduzida em bovinos,
empregando-se a eosina B e a nigrosina solivel em dgua (Blom, 1950 citado por
Derivaux, 1961). Através da avaliacdo da porcentagem dos espermatozodides
vivos pelo método da coloracdo diferencial (espermatozddes ndo corados e
corados) pode-se avaliar mais objetivamente a qualidade do material fecundante.
Em trabalhos realizados com truta arco-iris, a propor¢do de espermatozéides
vivos e mortos estd de acordo com a estimativa percentual subjetiva da

motilidade espermatica (Kavamoto et al., 1985).

3.5 Diluidores e crioprotetores

Diluidores sao solucdes de sais ou de carboidratos, que ajudam a manter a
viabilidade das células durante a refrigeracdo. As condi¢des exigidas de um
diluidor € que ele seja isotdnico (que ndo ative a motilidade espermatica),
estdvel ao longo do armazenamento, estéril e também carreador de
crioprotetores.

As solucdes diluidoras, desenvolvidas para algumas espécies em
particular, t€ém sido utilizadas com sucesso em outras espécies. O diluidor BTS
(Beltsville Thawing Solution - Minitub®), normalmente utilizado para o

resfriamento do sémen suino, tem obtido bons resultados no resfriamento do
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sémen de peixes como o pacu (Piaractus mesopotamicus; Miliorini et al., 2002),
o curimba (Prochilodus scrofa; Franciscatto et al., 2002) e a piracanjuba
(Brycon orbignyanus; Murgas et al., 2002 b) e no congelamento de sémen de
curimba (Miliorini et al., no prelo).

Os diluidores de sémen como Kurokura (Kurokura et al., 1984) e
Ginsburg fish Ringer (Viveiros et al., 2000) utilizados em espécies comumente
criadas na Europa, como a carpa comum (Cyprinus carpio) e o bagre africano
(Clarias gariepinus), foram utilizados com sucesso na preservacio do sémen de
espécies nativas como o piau-acu (Leporinus macrocephalus; Moraes, 2004).

Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio diluidor para que haja
uma prote¢do do espermatozdide durante o congelamento e o descongelamento
(Squires et al., 1999).

Estas substancias devem possuir como propriedades uma baixa toxicidade
para as células e alta solubilidade em &4gua. Podem ser classificadas como
intracelulares ou permedveis e extracelulares ou impermedveis. O crioprotetor
intracelular € uma substancia quimica que retira a dgua da célula e diminui a
temperatura na qual o interior da célula é congelado, interferindo também na
formacdo de cristais de gelo por outras formas desconhecidas. Entre os
crioprotetores intracelulares mais utilizados podem ser citados dimetilsulféxido
(DMSO), glicerol, metanol e etilenoglicol. Os crioprotetores extracelulares
funcionam de forma diferente; ao invés de entrarem na célula, eles recobrem a
superficie celular e estabilizam a membrana, ajudando, portanto, a minimizar e
reparar os possiveis danos celulares causados pelo processo de congelamento. A
gema de ovo e o leite em p6 desnatado s@o crioprotetores extracelulares mais
comuns (Carolsfeld & Harvey, 1999). Os crioprotetores externos combinados
com os internos promovem uma prote¢do mais completa ao espermatozdide,

atuando ao nivel de membrana celular (Leung & Jamieson, 1991).
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A protecdo proporcionada pelos crioprotetores internos se dd sobre as
enzimas ldbeis (ex: catalase) e sobre a estabilidade das proteinas em solugdes
aquosas ndo congeladas, mas alternativamente pode também induzir a
desnaturacdo em altas temperaturas e causar uma toxicidade nos sistemas
celulares. Poucos espermatozdides nas espécies estudadas tém sobrevivido a
baixas temperaturas de congelamento sem crioprotetores. A adi¢do destas
substancias ao s€men estende a tolerancia dos espermatozéides a baixas taxas de
congelamento. As taxas 6timas de congelamento dependem da natureza e da
concentracdo dos crioprotetores usados (Chao, 1991). Relata-se também que os
crioprotetores sdo mais efetivos quando penetram rapidamente na célula durante
o congelamento, retardando o congelamento intracelular e minimizando os

efeitos da solugdo (Simeone, 1998).

3.6 Preservacio dos espermatozodides através do resfriamento

Os espermatozéides que sao imdveis no plasma seminal sdo apropriados
para a preservacao a curto prazo, ja que nio requerem energia para locomogao.

Existem poucas publicagdes sobre a estocagem de sémen dos peixes
brasileiros, mas algumas pesquisas t€m obtido resultados promissores.

A estocagem de sémen sob refrigeracdo é possivel, mas avaliacdes
adicionais dos diluidores e condi¢des de estocagem sdo necessdrias antes que
este se torne um acessoério benéfico ao manejo dos machos para producio de
sémen e fertilizacdo dos ovos. Em alguns casos, crioprotetores (DMSO ou
etilenoglicol) sdo adicionados para preservacdo em temperaturas levemente
abaixo de 0°C em estado liquido (Stoss et al., 1978).

Segundo Stoss & Donaldson (1982), os fatores mais importantes

determinantes do sucesso do resfriamento sdo:
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- uma reducdo da temperatura

- fornecimento e troca de gases

- prevencdo do desenvolvimento bacteriano

- prevencdo da dessecagdo

Os espermatozdides de peixes cultivados, mantidos em baixas
temperaturas (ao redor de 4°C), t€tm um baixo metabolismo e podem ser
conservados por muitos dias em diluidores apropriados sem mudangas
significantes na qualidade (Kime et al., 1996).

Uma solucdo diluidora deve ser utilizada no processo de resfriamento
porque a dilui¢do diminui a competicdo dos espermatozodides por O, e espaco
(Carolsfeld & Harvey, 1999).

A adi¢do de antibidticos em concentracdes apropriadas pode prolongar o
tempo de estocagem dos espermatozdides refrigerados pela prevengdo das
células espermadticas contra as infec¢des bacterianas (Segovia et al., 2000).

O oxigénio € outro fator critico na preservagao esperméatica. Em carpas, a
incubacdo do sémen com oxigénio ndo produziu vantagem sobre aqueles

estocados em contato com o ar (Saad et al., 1988).

3.7 Preservacio dos espermatozodides através do congelamento

A criopreservacdo espermatica € uma importante técnica na aquacultura
e tem produzido significativas contribui¢des na preservacdo a longo prazo do
s€men para reproducdo artificial de muitas espécies de peixes, como, por
exemplo, o dourado (Salminus maxillosus; Coser et al., 1984); a piracanjuba
(Bedore, 1999); o bagre africano (Viveiros et al., 2000); o matrinxa (Silveira,
2000); o curimbata (Cruz, 2001), e a tilapia-nildtica (Oreochromis niloticus;

Amorim, 2002).
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O sémen de peixe, ao ser congelado, necessita previamente de diluicao
em solugdes contendo diluidor(es) e crioprotetor(es).

Um diluente criopreservativo € projetado ndo somente para prevenir as
crioinjurias dos espermatozéides, mas também a iniciacdo da motilidade.

As proporcdes de diluicio do sémen variam entre espécies € mesmo
entre pesquisadores. Assim, Bedore (1999) utilizou uma diluicdo de 1:4
(sémen:diluidor) para pacu-caranha e piracanjuba; Silveira (2000) utilizou 1:4
para matrinxd; Ribeiro et al. (2003) utilizaram 1:8 para piau-agu; e Viveiros et
al. (2000) utilizaram 1:10 para bagre africano.

O sucesso da criopreservagdo depende nido somente da escolha certa dos
crioprotetores e diluidores, mas também do protocolo utilizado. Os
crioprotetores e a taxa de congelamento simultaneamente determinam os danos
causados aos espermatozdides devido a formacao de cristais de gelo intracelular
(Mazur, 1977).

Durante o processo de congelamento a suspensao de espermatozdides
atinge temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio (super
resfriamento), antes que haja a formacgao de cristais. Quando os cristais de gelo
comecam a se formar, ocorre um aumento na temperatura que € necessirio para
a cristalizacdo, o que pode vir a ser deletério para o espermatozéide, sendo
minimizado pelo uso de curvas adequadas de congelamento (Squires et al.,
1999).

Em temperaturas em torno de 5°C a dgua intra e extracelular permanece
super resfriada e ndo cristaliza. Entre —5 a —10°C comeg¢am a se formar cristais
de gelo no meio extracelular, que permanece super resfriado, ocorre troca de
dgua para manter o equilibrio entre o meio extracelular e o intracelular,
ocasionando a desidratagdo celular. Uma desidratacio severa promove
desnaturacdo das macromoléculas e encolhimento excessivo da célula até

ocorrer um colapso da membrana (Medeiros et al., 2002).
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O contato direto do sémen com o nitrogénio liquido provoca lesdes na
membrana plasmadtica e peca intermedidria do espermatozéide. J4 no vapor de
nitrogénio liquido, os espermatozéides sofrem um congelamento gradativo de
forma que as estruturas ndo sdo muito danificadas, embora o aspecto da
cromatina seja consideravelmente modificado (Billard, 1983). Os maiores
prejuizos conhecidos na estrutura dos espermatozéides com relagdo ao
congelamento e descongelamento ocorrem na temperatura critica entre 0°C e-40
°C. De forma geral, aremocéo de calor e a adi¢do de crioprotetor s@o as causas
de prejuizos; mais detalhadamente pode-se citar o choque de frio, os efeitos do
pH, o gelo intracelular e extracelular, o soluto, o volume e a toxicidade dos
crioprotetores (Leung, 1991).

A temperatura do s€émen deve ser levada rapidamente até -50°C, porém
entre -50 a -80°C deve ser em uma velocidade um pouco mais lenta. A partir
deste momento, o sémen pode ser transferido para nitrogé€nio liquido e a
temperatura levada a -196°C (Harvey & Caroslsfeld, 1993). Em contraste,
Viveiros et al. (2000) usaram trés etapas no congelamento do sémen de bagre
africano (C. gariepinus) e obtiveram taxas de eclosdo dos ovos semelhantes as
do sémen fresco. Primeiramente o s€émen foi resfriado a -5°C/min entre 5°C a
-40°C. O sémen permaneceu 5 minutos a -40°C, depois foi mergulhado em
nitrogénio liquido (-196°C).

Os métodos de criopreservacdo consistem de procedimentos para se
congelar o s€émen e armazend-lo até sua utilizacdo. A utilizacdo de palhetas
envolve seu envazamento com sémen diluido. Elas s3o entdo lacradas e
congeladas. Palhetas de diferentes capacidades (0,25 mL; 0,5 mL; 1,0 mL; 1,2
mL; 2,5 mL e 5 mL) tém sido utilizadas. Segundo Lahnsteiner et al. (1997), a
taxa de fertilizacdo realizada com palheta de 1,2 mL foi semelhante a palheta de

0,5 mL para salmonideos usando baixa temperatura de congelamento e alta
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temperatura de descongelamento. A palheta de 5 mL resultou no sucesso da

fertilizacdo de somente 40% do s€émen controle fresco.

3.8 Descongelamento de sémen de peixes

O congelamento envolve a perda de 4dgua e a desidratagdo celular
(Squires et al., 1999). Por outro lado, o descongelamento envolve uma
rehidratacdo das células, ocorrendo um influxo de agua para seu interior (Holt,
2000).

A maioria das células suporta um descongelamento rapido, mesmo que
ela ndo se hidrate totalmente, exceto para embrides de mamiferos. A rapidez no
descongelamento € necessdria para evitar a recristalizacdo, ou seja, o
reagrupamento de pequenos cristais de gelo, formando grandes cristais, letais
para a célula (Leung, 1991).

As palhetas normalmente sdo descongeladas por imersdo em banho-
maria (Lahnsteiner et al., 1997; Murgas et al., 2001; Amorim, 2002). O s€émen
congelado, ao ser retirado do botijao de nitrogénio liquido, deve ser agitado em
banho-maria por poucos segundos para que descongele uniformemente (Cruz,
2001). Com palhetas mais calibrosas, este processo se torna mais dificil porque o
descongelamento ndo € uniforme, ou seja, a superficie descongela mais rapido
que a porcao central. Geralmente, excelentes resultados sdo obtidos ao se
descongelarem palhetas em dgua quente (cerca de 50 a 60°C). Porém, o
descongelamento em 4gua com temperatura elevada pode chegar ao super
aquecimento, que € letal aos espermatozdides. Deve-se entdo aquecer a palheta
apenas o tempo suficiente para iniciar o descongelamento do contetido de modo

que a temperatura da palheta continue a subir mesmo depois de ter sido
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removida da dgua quente, completando, assim, o processo de descongelamento
(Carolfeld & Harvey, 1999).

Existe uma variacdo entre a opinido de diversos autores a respeito do
tempo e da temperatura da dgua para descongelar o s€émen estocado em palheta
de 0,5 ml por meio de banho-maria. Lanhsteiner et al. (1997) descongelaram o
sémen de algumas espécies de peixes salmonideos a 25°C por 30 segundos;
Horvarth & Urbédnyi (2000) descongelaram sémen de bagre-africano (C.
gariepinus) a 40°C por 5 segundos; Murgas et al (2001) descongelaram o sémen

de piracanjuba (B. orbignyanus) a 60°C por 5 segundos.

3.9 Taxa de fertilizacdo apos o congelamento

A qualidade espermdtica, em muitos casos, tem sido somente avaliada
em termos de motilidade apds descongelamento. Segundo Rana & MacAndrew
(1989), a taxa de fertilizacdo dos ovos € sem divida o mais apropriado e pratico
critério nos protocolos de avaliag@o para a criopreservacio de espermatozdides.

Outros fatores como o niimero de espermatozéides por ovo, a duragdo
do contato entre os gametas ou o protocolo de fertilizacdo utilizado, podem
também influenciar o sucesso da fertilizacao (Suquet et al., 1995; Chereguini et
al., 1999). Na producgdo comercial, uma relagdo 6tima espermatozéide:ovo tem
sido recomendada; ao mesmo tempo, os trabalhos experimentais utilizam o
sucesso da fertilizacdo como um ponto final da qualidade espermatica, sugerindo
uma relaciio minima espermatozoéide:ovo (Suquet et al., 1995).

O excesso de espermatozdides para fertilizacdo obviamente encobre a
qualidade dos espermatozodides criopreservados, dificultando as comparagdes

entre protocolos (Viveiros et al., 2000).
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Algumas pesquisas tém sido realizadas com a criopreservagdo
espermatica de piracanjuba, tendo sido alcangcados bons resultados apds
descongelamento, variando de 55 a 100% de motilidade apds o descongelamento
(Bedore, 1999; Murgas et al., 2001; Carolsfeld et al., 2003). Contudo, sdo
necessarios mais trabalhos com o objetivo de avaliar a capacidade de fertilizagao

do sémen pds-descongelamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia dos reprodutores e coleta do sémen

O trabalho foi desenvolvido durante a piracema, nos meses de dezembro
e janeiro de 2003/2004 e 2004/2005, quando foram utilizados machos de
piracanjuba Brycon orbignyanus (800-1500 g) da Estag¢do de Piscicultura da
Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG). A estacdo estd localizada as
margens do rio Grande, bacia do Parand Superior, na cidade de Itutinga, em
Minas Gerais.

Os reprodutores foram capturados com rede de arrasto, em tanque de
terra, sendo selecionados para doacdo de s€émen aqueles que possuiam a papila
urogenital hiperémica e que liberaram s€men sob leve massagem abdominal.
Apoés a captura, cada animal foi pesado, medido e submetido a tratamento com
extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC) para induzir a espermiacdo. A dose
utilizada para os machos foi de 4 mg/kg de peso corporal. Apds 5 horas foi
coletado o sémen, de acordo com o manejo da estacdo. Apds limpar e enxugar a
papila urogenital com toalha de papel, foram feitas massagens manuais na
parede celomdtica, no sentido cranio-caudal, tomando cuidado para que ndo
ocorresse contaminagdo do sémen com fezes, urina, sangue ou dgua do tanque.
O sémen foi coletado em tubo de ensaio graduado e mantido em banho de gelo

durante a execugdo dos procedimentos de coleta e experimentos.
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4.2 Determinacao da concentracio espermatica

A concentracio espermatica foi estimada com o auxilio de uma cimara
hematimétrica tipo Neubauer “Improved”. Uma aliquota de 1 1 L deSsémen foi
diluida em 1000 T L desdugio de formol citrato (2,9 g de citrato de sédio, dgua
destilada qg.s.p. 100 mL, 4 mL solu¢do comercial de formaldeido 35%; Maria et
al., 2004a). Uma aliquota do sémen diluido foi colocada na camara
hematimétrica e o valor obtido foi multiplicado pelo fator de correcdo 50.000,
encontrando-se, assim, a quantidade de células por mm3. A transformacgdo em
espermatozodides/mL foi realizada multiplicando-se os valores encontrados por

103.

4.3 Experimento 1 — Resfriamento do s€émen de piracanjuba

4.3.1 Experimento 1A — Avaliacao de diluidores de sémen

O sémen de trés machos foi coletado individualmente em tubos de
ensaio, cada amostra foi dividida em outros 6 tubos e diluido 1:4 (v:v); uma
amostra foi mantida sem diluicdo (controle). Foram utilizados os seguintes
diluidores:
a) NaCl 200 mM (404 mOsm);
b) Solugdo imobilizadora de Saad (NaCl 200 mM; Tris 30 mM; 429
mOsm; Linhart et al., 1993);

¢) Ginsburg fish Ringer (NaCl 123,2 mM; KCI 3,75 mM; CaCl, 3,0
mM; NaHCO; 2,65 mM; 214 mOsm; Viveiros et al., 2000);

d) Solugdo fisioldgica de NaCl 0,9% (154 mM; 285 mOsm);
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e) Agua de coco Kero-coco® (cdlcio 0,02%; sédio 0,02%; magnésio
0,01%; potéassio 0,32%; foésforo 0,01%; carboidratos 5%; 321
mOsm);

f) Kurokura (NaCl 128,4 mM; KCI 2,7 mM; CaCl, 1,4 mM; NaHCO;
2,4 mM; 240 mOsm; Kurokura et al., 1984).

A taxa de motilidade espermadtica foi subjetivamente avaliada ap6s 0, 1,
10, 24 e 48 horas de resfriamento a 4°C.

A taxa de motilidade dos espermatozéides foi expressa em porcentagem
de espermatozdides mdveis em relagdo ao total observado em duas aliquotas por
amostra por tempo de resfriamento.

A solucdo ativadora da motilidade espermatica utilizada foi NaCl 50
mM (Bedore, 1999; Marques, 2001) na propor¢cdao de 1:5 (semém diluido:
ativador).

A osmolaridade das solucdes utilizadas no resfriamento foi medida
através de um micro-osmométro avangado (modelo 3MO, Needham Hieghts,
Massachussets) no Instituto de Ciéncia Animal da Universidade de Wageningen

e Centro de Pesquisa (WUR), Wageningen, Holanda.

4.3.2 Experimento 1B - Avaliacio da adicao de crioprotetores nos

diluidores de sémen.

Os objetivos desse experimento foram: (a) avaliar o efeito de alguns
crioprotetores na motilidade espermadtica durante o tempo de resfriamento a 4°C
e (b) avaliar a toxicidade dessas substincias para serem utilizadas no

A . . . . A
congelamento de s€men. Os diluidores que proporcionaram, no experimento 17,

as maiores taxas de motilidade espermadtica, apds 1 hora de resfriamento, foram
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selecionados. Os crioprotetores internos dimetilsulféxido (DMSO), metanol e
metil glicol (éter metilico do etilenoglicol) foram adicionados aos diluidores na
concentragdo de 10%. A diluicdo usada foi 1:4 (s€men : diluidor + crioprotetor).
A taxa de motilidade foi subjetivamente avaliada ap6s 0, 1, 10, 24 e 48 horas de
resfriamento a 4°C, seguindo-se a mesma metodologia descrita no experimento

1A.

4.3.3 Experimento 1C — Avaliacao da adicio de antibiético nos diluidores

de sémen

O objetivo desse experimento foi testar as melhores solucdes diluidoras
encontradas no experimento 1A, em 24 horas de resfriamento, em combinagdo
com o antibidtico sulfato de gentamicina (250 pg/ml). Testaram-se também dois
diluidores usualmente utilizados no resfriamento do sémen suino (BTS® e M
11®).

O sémen de trés machos de piracanjuba foi coletado separadamente em
tubos de ensaio. O sémen de cada macho foi dividido em outros 9 tubos, os
quais receberam dilui¢do de 1:9 (v:v); uma amostra foi mantida sem dilui¢do
(controle). Foram utilizados os seguintes diluidores:

a) NaCl 200 mM;

b) NaCl 200 mM-gentamicina;

¢) Saad;

d) Saad-gentamicina;

e) NaCl 0,9%;

f) NaCl 0,9%-gentamicina;
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g) M II® 6% - Merck III (Em cada 100g do produto: glicose 89,2g;
citrato de sodio 3,05g; EDTA 3,05g; sulfato de gentamicina 0,5g;
NaHCO; 4,2¢g; 348 mOsm);

h) BTS® 5% - Beltsville Thawing Solution (Em cada 100g do produto:
glicose monohidratada 80g; citrato de s6dio 12,70g; EDTA 2,65g;
sulfato de gentamicina 0,50g; NaHCO; 2,65g; KCl 1,59¢g; 318
mOsm);

i) BTS® 5% + KCl0,16% (BTS-KCI; Murgas et al., 2002b).

A taxa de motilidade foi subjetivamente avaliada 0, 1, 2, 3,4, 5,6¢e 7
dias apds resfriamento a 4°C, seguindo a mesma metodologia do experimento

1A.

4.4 Experimento 2 - Congelamento do sémen de piracanjuba

As solugdes criodiluidoras (diluidor + crioprotetor) para o congelamento
foram selecionadas a partir do experimento 1B, sendo utilizadas aquelas que
obtiveram maiores taxas de motilidade (acima de 75%) apdés 1 hora de
resfriamento a 4°C. Foram testados também dois diluidores usualmente
utilizados para o resfriamento de sémen suino (BTS® e M III®). As solucdes
criodiluidoras foram acrescidas de 5% gema de ovo de galinha, de acordo com
experimentos anteriores (Maria et al., 2004 b). A diluicao final do s€men foi 1:9
(sémen: diluidor + crioprotetor interno 10% + gema de ovo 5%).

O sémen (n=3 peixes; 3 palhetas/peixe) foi envasado em palhetas de 0,5
mL (Minitub do Brasil®), vedadas com esfera pldstica, acondicionadas em raque
(Figura 3A) e colocadas no botijdo de vapor de nitrogénio liquido (Figura 3B)

(Taylor-Warton, modelo CP 300, “dry shipper”) por um periodo de 24 horas.
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Em seguida, as palhetas foram transferidas para o botijao de
armazenamento. Apds 3 horas no botijao de armazenamento, o sémen foi
descongelado em banho maria a 60°C por 8 segundos. A ativacdio espermatica
pos-descongelamento foi realizada com a solucdo NaCl 50 mM.

A temperatura interna do botijdo de vapor de nitrogénio liquido foi
medida através de um termdmetro digital dentro de uma palheta de 0,5 mL
vazia, a qual foi colocada dentro do botijao na mesma posicdo em que foram
colocadas as palhetas preenchidas com s€men diluido. Foi medido o tempo que a
palheta levou para se estabilizar em -170°C, a partir da temperatura ambiente de

aproximadamente 21°C.

4.5 Experimento 3 — Capacidade de fertilizacio e taxa de sobrevivéncia dos

espermatozoides apés o congelamento

Os ovdcitos de uma fémea de piracanjuba (1600 g de peso corporal)
foram extraidos apds aplicagcdo de duas dosagens de extrato bruto de hipdfise de
carpa (0,5 e 5 mg/kg de peso corporal) com intervalo de 12 horas entre
aplicagdes. Apds 5 horas da ultima aplicag@o, os ovdcitos foram coletados de
acordo com o manejo da estagao.

O sémen de trés machos de piracanjuba foi coletado separadamente em
tubos de ensaio. O sémen de cada macho foi dividido em outros 3 tubos, os
quais receberam diluicdo de 1:9 (v:v) nas melhores solugdes testadas no
experimento 2 (NaCl 0,9% + gema de ovo; M III + gema de ovo e BTS, todos
acrescidos de 10% de metil glicol). Foram envazadas 3 palhetas por macho em
cada um dos tratamentos testados. Os procedimentos para o congelamento e

descongelamento seguiram a metodologia descrita no experimento 2.

25



Capacidade de fertilizacao: apds o descongelamento, o s€émen de cada
palheta foi imediatamente rediluido em NaCl 0,9% numa concentracdo final de
1:19 (v/v). Como controle utilizou-se s€émen fresco diluido em NaCl 0,9% na
propor¢do de 1:199. Uma aliquota de 100 uL de sémen diluido foi misturada em
0,1 g de ovocito (aproximadamente 100 ovdcitos). A fertilizagdo foi iniciada
pela adi¢do de 10 mL de dgua dos aqudrios em que os peixes se encontravam,
sendo misturados por um periodo de 2 min. Os ovos foram transferidos para
incubadoras de cano de PVC teladas no fundo (Figura 4). A temperatura da dgua
para incubacdo dos ovos foi de 26°C e a taxa de eclosao foi verificada apds 16 h
da fertilizagdo, contando-se o niimero de larvas eclodidas e de ovos ndo-
fertilizados.

A taxa de eclosdo foi expressa por:

namero de larvas x 100

ndamero de larvas + ovos

Taxa de wmotilidade espermatica: A avalia¢gio da motilidade
espermdtica do sémen fresco e do descongelado foi realizada segundo a

metodologia descrita no experimento 1A.

Taxa de sobrevivéncia dos espermatozdides: A coloracdo diferencial
dos espermatozoéides foi realizada no pds-descongelamento do s€men, durante a
execugdo do experimento 3, objetivando avaliar a sobrevivéncia do material
fecundante. A porcentagem de espermatozdides vivos obtidos pela coloragdo
diferencial foi comparada com a estimativa percentual subjetiva da motilidade
espermatica. O teste estatistico utilizado foi o qui-quadrado (¥?) ao nivel de 5%

de significancia.
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Em uma lamina histolégica foram colocadas, separadamente, uma gota
de sémen e duas gotas de uma solug@o eosina-nigrosina (eosina B a 5% e
nigrosina a 10%).

O sémen foi misturado aos corantes e, posteriormente, foi feito um
esfregaco em lamina de vidro, completando toda a opera¢do no maximo em um
minuto, como recomendado pelo método de Blom (Derivaux, 1961). O
esfregaco foi seco sobre uma chama e a leitura realizada em microscopio ptico,
em objetiva de imersdo. Os espermatozdides mortos coravam-se de vermelho,
enquanto os vivos permaneciam ndo corados. Em cada amostra foram contadas

cerca de trezentas células entre vivas e mortas.

FIGURA 3. A. Tipo de raque utilizada; B. Afericdo da temperatura do
botijdo de vapor de nitrogenio através de um termOmetro digital para
posterior resfriamento das palhetas.
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FIGURA 4. A. Visao da parte superior da incubadora de PVC; B. Visdo da
parte inferior telada; C. Sistema de incubagdo dos ovos utilizado no teste de
fertilizacdo, abastecido com 4dgua na temperatura de 26°C.

4.6 Analise estatistica

Para os valores das taxas de motilidade espermaética e eclosdo dos ovos,
o residuo de cada modelo foi testado para distribui¢do normal. Os valores que
ndo possuiram essa distribui¢ao foram transformados em arc seno ® % para sua

normalizagdo.
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Experimento 1A e 1C — Anilise dos diluidores espermaticos no processo

de resfriamento.

Estes experimentos foram conduzidos em um delineamento em blocos
casualizados com parcelas subdivididas. Os tratamentos foram arranjados em um
esquema fatorial 7 x 4 (sete diluidores e quatro periodos de estocagem), com
diluidores na parcela e os periodos de resfriamento nas subparcelas . O bloco
controla a variacdo entre o sémen dos diferentes peixes. As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Yik=m+Di+Bj+ei+Pi+(PD)u+e gy
em que:
(Exp. 1A i=1,2,3,4,5,6,7;j=1,2,3,4,k=1,2,3)
(Exp. 1B i=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10;j=1,2,3,4,5,6,7,8,k=1, 2, 3)

yixk = taxa de motilidade espermdtica do sémen que recebeu o diluidor i no
periodo de estocagem j no bloco k;

u = média geral;

D . = efeito do diluidor i;

e , = erro associado a parcela que recebeu o diluidor i no bloco j;

P | = efeito do periodo de estocagem k;

B = efeito do bloco j;

(PD) , = efeito da interag@o entre o diluidor i e o periodo de estocagem k;

e ,, = erro associado a subparcela que recebeu o diluidor i no periodo de

estocagem k no bloco j.
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Experimento 1B — Avaliacdo da toxicidade dos crioprotetores e seu uso no

processo de resfriamento.

Este experimento foi realizado em parcelas subdivididas. O
delineamento utilizado foi o DBC. A parcela foi composta por um fatorial (5 X
4) e a suparcela, pelo periodo de estocagem (5) + tratamento adicional (s€émen
ndo diluido). O uso do bloco serviu para controlar a variagcdo entre sémen dos
diferentes peixes. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de significancia.

O seguinte modelo estatistico foi utilizado:

ik = U0V Bt (o)t HatT+D gy it Aj A0+ (AY)+H(Aory) it (AT) i+ Eiji

em que:

yijk = taxa de motilidade espermdtica do sémen que recebeu o diluidor i
associado ao crioprotetor 1 no periodo de estocagem j no bloco k;

u = média geral;

o; = efeito do diluidor i, comi=1,2, 3, 4, 5;

Y= efeito do crioprotetor I, com 1 =1, 2, 3, 4;

Bk = efeito do bloco k, comk = 1, 2, 3;

(oy); = efeito da interacdo entre o diluidor i e o crioprotetor 1, na parcela;

u, = media do tratamento adicional;

T = efeito do tratamento adicional;

Dayx = erro experimental associado a parcela composta pelo diluidor i e o
crioprotetor 1 dentro do bloco k.

A; = efeito do periodo de estocagem j, com j = 1,2, 3, 4, 5;

(Aov) i = efeito da interagdo entre o periodo de estocagem j e o diluidor i;
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(Ay); = efeito da interagdo entre o periodo de estocagem j e o crioprotetor I;
(Aovy)j = efeito da interagdo entre o periodo de estocagem j e o diluidor i
associado ao crioprotetor I;

(AT); = efeito da interagdo entre o periodo de estocagem j e o tratamento
adicional;

Eijx = erro associado a subparcela que recebeu o diluidor i e o crioprotetor 1 no

periodo de estocagem j no bloco k.

Experimento 2 - Congelamento do sémen

Para o teste de congelamento, o delineamento utilizado foi em blocos
casualizado com tratamentos repetidos (DBCRD), com trés blocos e trés
repeticdes por bloco. O uso do bloco serviu para controlar a variagdo entre
sémen de diferentes peixes. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

O modelo estatistico utilizado foi:

Yik =M1 + Ti+ Bj +(TB)ij+€ (ijk)

em que:

yij = taxa de motilidade espermdtica do sémen que recebeu a solucdo
crioprotetora i repetido k vezes no bloco j, k=1, 2, 3;

u = média geral do experimento;

T; = efeito da solugao crioprotetora i, comi=1, 2, 3,..., 22;

B;=efeito do bloco j, Comj=1, 2, 3;

(TB), = efeito da interag@o entre a solugdo crioprotetora i e o bloco j;

ej= erro associado a taxa de motilidade espermdtica do sémen do peixe que

recebeu a solucdo crioprotetora i repetido k vezes no bloco j.
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Experimento 3 — Capacidade de fertilizacao do sémen congelado

Utilizou-se um delineamento em blocos casualizado com tratamentos
repetidos (DBCRD), com trés blocos e trés repeti¢des por bloco. O uso do bloco
serviu para controlar a variagdo entre s€men de diferentes peixes. As médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

O modelo estatistico utilizado foi:

ik = 1+ Ti+ Bj +e g

em que:

yik = taxa de eclosdo dos ovos que receberam o sémen congelado na solucio
crioprotetora i repetido k vezes no bloco j, k=1, 2, 3;

u = média geral do experimento;

T; = efeito da solugao crioprotetora i, comi=1, 2, 3,..., 22;

B;=efeito do bloco j, Comj=1, 2, 3;

eijk= erro associado a taxa de eclosdo dos ovos que receberam o sémen

congelado na solucdo crioprotetora i repetido k vezes no bloco j.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracao espermatica

A concentragdo espermdtica nos 18 machos utilizados nos experimentos
encontra-se mais detalhada no Anexo 1. Foi observado o valor médio de 5,31 x
10° (d.p. 2,44 x 109; extendendo-se de 2,8 a 10,7 x 109) espermatozdéides por
mL.

5.2 Experimento 1 — Resfriamento do sémen de piracanjuba

5.2.1 Experimento 1A — Avaliacao de diluidores de sémen

No experimento 1A, todos os diluidores testados foram capazes de
manter a viabilidade das células espermadticas imediatamente apds diluicdo,
produzindo altas taxas de motilidade apds ativacdo (Tabela 1). Apés 1 h de
resfriamento, o s€émen diluido em todos diluidores com excecdo do Fish Ringer,
mantiveram uma boa taxa de motilidade, acima de 80%. O sémen diluido nas
solugdes NaCl 0,9%, NaCl 200 mM e Saad mantiveram taxas de motilidade
espermadtica significativamente semelhantes no periodo compreendido entre o
inicio (0 h) e 10 h de resfriamento. Até 24 h, o sémen diluido em solugdo de
NaCl 0,9%, NaCl 200mM e Saad produziram taxas de motilidade maiores
(P<0,05) que o sémen ndo diluido. Entre 24 e 48 h ocorreu uma redugdo

marcante na motilidade espermatica. Ap6s 48 h o sémen diluido em NaCl 200
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mM e Saad (13 e 17%, respectivamente) apresentaram baixas taxas de

motilidade espermatica, sendo semelhantes ao s€men nao diluido (12%).

TABELA 1. Porcentagem de motilidade espermatica do s€men de piracanjuba
(média * d.p.; n= 3 peixes) apds resfriamento do sémen por 48
horas a 4°C em diferentes solugdes diluidoras (propor¢ao
sémen:diluidor 1:4).

Periodo de resfriamento a 4°C (h)

Dilui
iluidor Oh 1h 10h 24 h 48h
NaCl 0,9% 100£0* 100+0* 97+3* 57415 0°°
Kurokura 100+£0* 88+13* 73+15"® 23415 0°°
Agua de Coco 90+10** 83+15™ 17411 ® 8+6* 0
NaCl 200 mM 97+3* 92+6* 024+3* 53415 13+6%C
Fish Ringer 87+6™ 63%11" 63411 20£10° 0°°
Saad 100£0* 92+6* 90+9* 80+10™® 17+6%

Sémen ndo diluido  100+£0* 83+6*® 53+11°C 33+21P 12+8*

3 Médias com a mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna nfo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

5.2.2 Experimento 1B - Avaliacio da adicao de crioprotetores nos

diluidores de sémen.
A interacdo entre diluidores e crioprotetores em cada tempo avaliado foi

significativa (P<0,05). Os crioprotetores apresentaram um efeito diferenciado

em cada diluidor testado (Tabela 2).
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TABELA 2. Porcentagem de motilidade espermatica do s€émen de piracanjuba

(média + d.p.; n= 3 peixes) apds resfriamento por 48 horas a 4°C
em diferentes diluidores acrescidos de crioprotetores a 10%.

Diluidor

Crioprotetor

Periodo de resfriamento a 4°C

0Oh 1h 10h 24 h 48h
DMSO 9743 9743 85+13°® 7746 30+20°C
NaCl Metanol 98+2 4 97+3%  g7+8* 37+11°B 0°C
09%  Metil glicol 98+2**  98+2** 0246 43+11® 23+15°
Ausente 10010 ** 10020 ** 93+3** 60+10™®  0°C
aA aA bA dB bC
DMSO 8843 85+5 7716 27+15 0
NaCl Metanol ~ 57+15% 55423 % 33425%® (<€ 0°¢
200mM  Metil glicol ~ 90+5** 85+10** 73%x15"® 20+10%  0®°
Ausente 10020 100£0* 9243 6746 ® 17+15%
DMSO 83+6 ™ 78+8 " 75+13°* 17x15%® 0"
Saad Metanol ~ 85+13 ™ 80+20™ 67421 °® 27+15% 1316
Metil glicol ~ 95+5**  97+3** 87+6** 13+x13 " 10£10*"
Ausente 10020 ** 10020 ** 9343 ** 8243 17411
DMSO 82410 82410  4+45°<B 0°® 0"B
Agua de Metanol 0™ 0 0 0 0"
coco  Metil glicol 40+10** 136 10+£10® 7+6°® 0"
Ausente 9540 **  88+3* 43421 ® < 0°¢
DMSO 73+6 A 77164 72419°4 5746 10+10 %
Kurokura  Metanol 6519 4 636" 63+15°* 5010 0"
Metil glicol ~ 68+3 * 6243 % 57+15* 27421 ® 0"
Ausente 10010 ** 10020 ** 774108 4549 <€ 0°°
Sémen nio diluido 10010 ** 10020 ** 78+10™® 536" 1746

A Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). Saad (NaCl 200 mM; Tris 30 mM);
Kurokura (NaCl 128,4 mM; KCl 2,7 mM; CaCl, 1,4 mM; NaHCO; 2,4 mM);
DMSO = dimetilsulféxido.

O sémen diluido em NaCl 0,9% com ou sem crioprotetor no periodo

compreendido entre o inicio (0 h) e 10 h de resfriamento, ndo apresentou uma

queda significativa na motilidade espermatica. Até 24 h de resfriamento, o
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DMSO adicionado ao diluidor manteve a motilidade espermética mais alta em
relacdo ao NaCl 0,9% sem crioprotetor € ao s€émen nao diluido. O sémen ndo
diluido, apés 48 h de resfriamento, apresentou motilidade espermadtica baixa
(17%), semelhante ao sémen diluido acrescido de DMSO (30%) e metil glicol
(23%).

O diluidor NaCl 200 mM + metanol reduziu significativamente a
motilidade espermadtica em todos os periodos observados, em relagdo ao s€men
diluido nos outros crioprotetores. Apds 10 e 24 h de resfriamento, apenas o
sémen diluido em NaCl 200 mM sem crioprotetor proporcionou uma taxa de
motilidade espermadtica superior ao s€men ndo diluido. Esse diluidor, acrescido
de qualquer um dos crioprotetores testados, proporcionou uma queda acentuada
na motilidade espermadtica ap6s 24 h. Apds 48 h de resfriamento apenas o s€men
diluido em NaCl 200 mM sem crioprotetor apresentou alguma motilidade
espermadtica (17%) semelhante ao s€émen ndo diluido.

O sémen diluido na solu¢do de Saad e Saad + metil glicol até 10 h de
resfriamento apresentaram alta motilidade espermaética, apresentado-se superior
ao sémen ndo diluido. Até 24 h de resfriamento, somente o sémen diluido na
solucdo de Saad sem crioprotetor mostrou-se superior ao s€émen ndo diluido.
Todos os crioprotetores adicionados a este diluidor, reduziram a motilidade
espermatica neste periodo. Apds 48 h de resfriamento, a motilidade espermatica
do sémen nao diluido foi semelhante a do s€émen diluido em Saad, Saad + metil
glicol e Saad + metanol.

A 4gua de coco em combinacdo com todos os crioprotetores reduziu
significativamente (P<0,05) a motilidade espermadtica imediatamente apds a
dilui¢do em relagcdo ao sémen diluido na dgua de coco. Até 1 h de resfriamento,
o sémen diluido na dgua de coco sem crioprotetor ou acrescido de DMSO teve
uma queda na motilidade espermética em relagdo ao s€émen ndo diluido, mas
ainda acima de 80%. Ap0s este periodo a queda na motilidade espermatica foi

acentuada tanto na auséncia quanto na presenca de crioprotetor.
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A solucdo Kurokura acrescida com os crioprotetores, reduziu
significativamente (P<0,05) a motilidade espermadtica imediatamente apds a
dilui¢do (0 h). Até 10 h de resfriamento, o sémen diluido em Kurokura ou
Kurokura + DMSO apresentaram motilidade espermadtica semelhante ao sémen
ndo diluido. Até 24 h de resfriamento, o s€men diluido em Kurokura acrescido
de DMSO ou metanol foi semelhante ao sémen nio diluido. Apds 48 h de
resfriamento, o s€émen diluido em Kurokura acrescido de DMSO apresentou taxa

de motilidade espermatica estatisticamente semelhante ao sémen nao diluido.

5.2.3 Experimento 1C — Adicao de antibiético aos diluidores de sémen

Os diluidores que proporcionaram as maiores taxas de motilidade apés
24 h de estocagem, testados no experimento 1A (NaCl 0,9%, NaCl 200 mM e
Saad), foram selecionados para este experimento, juntamente com as solugdes
BTS acrescido ou ndo de KCl e M III. Os diluidores NaCl 200 mM e Saad
mostraram-se eficientes na preservacio da motilidade espermatica até 7 dias de
resfriamento a 4°C, adicionados ou nao de gentamicina (Tabela 3). As solugdes
BTS, BTS-KCIl e M III preservaram a motilidade espermética por um periodo
menor, de 5 dias. A solugdo NaCl 0,9% acrescida ou nido de gentamicina
preservou o s€émen por apenas 2 dias, proporcionando baixas taxas de motilidade
nesse periodo. O sémen nao diluido também apresentou uma queda brusca em
sua motilidade, reduzindo de 97 para 33% entre o inicio do resfriamento (dia 0)

e o 1° dia de estocagem.

37



8¢

TABELA 3. Porcentagem de motilidade esperméatica do s€émen (média + desvio padrio; n=3) de piracanjuba, diluido em

solugdes acrescidas de sulfato de gentamicina e resfriadas a 4°C por 7 dias (propor¢do s€émen:diluidor 1:9).

Diluidor Ger%tz;r/u&ina Periodo de Resfriamento a 4°C (dias)

0 1 2 3 4 5 6 7

NaCl 0,9% 0 93+6* 77+11° 5+ 0° 0° 0° 0° 0° 0°

NaCl 0,9% 250 93+6° 77+11° 12+ 8° 0° 0° 0° 0° 0°
NaCl 200 mM 0 95+5* 73+ 6" 70+10° 63+ 6° 43+6° 40+10° 37+ 6° 37+6°
NaCl 200 mM 250 95+5* 73+11° 70+10° 67+ 6° 57+6° 50+10° 40+10° 37+11°
Saad 0 97+3* 90+ 5° 87+ 3" 80+10° 63+6° 63+ 6° 50+10° 40+10°
Saad 250 97+3% 88+ 8% 85+ 9* 80+10° 77+6* 67+ 6° 40+10° 37+11°

BTS® 250 97+3" 83+ 6° 63+ 6° 43+ 6° 37+11° 27+ 6° 0° 0°

BTS® + KCl 250 97+3% 70+£10° 50+ 0° 47+ 6° 47+6° 10+ 0° 0° 0°

M Im® 300 90+0* 80% 0° 60+ 0" 47+11° 17+x11° 5+ 5¢ 0° 0°

Sémen nio diluido 0 97+3* 33+ 6° 20+10¢ 7+ 6° 0° 0° 0° 0°

aA Médias seguidas da mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste scott-Knott p<0,05. As
férmulas do BTS e M III encontram-se descritas no item material e métodos.



5.3 Experimento 2-Congelamento do sémen de piracanjuba

O botijao de vapor de nitrogénio liquido usado para o congelamento das
amostras de sémen nesse experimento estabilizou-se a uma temperatura de
-170°C em um periodo de 329 segundos, gerando uma velocidade de
congelamento de -35,6°C min "entre 21 e -170°C (Anexo 2).

As amostras de sémen diluidas em NaCl 0,9%, M 1II e BTS combinado
com o crioprotetor metil glicol apresentaram as maiores taxas de motilidade
espermadtica pés-descongelamento (Tabela 4), em comparacdo com o sémen
diluido nesses mesmos diluidores, acrescidos de DMSO ou metanol.

A adi¢do de gema de ovo ao diluidor M III acrescido de DMSO,
metanol ou metil glicol proporcionou uma melhoria na motilidade espermatica
pos-descongelamento em relacdo a ndo adicdo da gema de ovo, nos mesmos
criodiluidores testados. J& no diluidor BTS a adicdo de gema de ovo
proporcionou uma melhoria na motilidade espermética pds-descongelamento

quando combinado com DMSO ou metanol, mas ndo com metil glicol.
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TABELA 4. Porcentagem de motilidade espermdtica do s€émen de piracanjuba
(média = desvio padrdo; n=3 peixes; 3 palhetas/peixe) apds o
descongelamento.

Diluidor Crioprotetor 10% Gema de ovo (%) Motilidade (%)

Agua de coco DMSO 5 10+£8°
DMSO 5 g+2°
NaCl 0,9% Metanol 5 7+4"
Metil glicol 5 66+9*
Kurokura DMSO 5 5+4¢
DMSO 5 33+£7°¢
Saad Metanol 5 4+4¢
Metil glicol 5 26+5"°
NaCl 200mM DMSO 5 16+5 b
Metil glicol 5 44 +5
DMSO 0 0+0"
Metanol 0 4+4¢%
M II® Metil glicol 0 10+8"
DMSO 5 23+5¢
Metanol 5 34+12°
Metil glicol 5 60+10°
DMSO 0 0+0"
Metanol 0 21+8°
BTS® Metil glicol 0 70+12°
DMSO 5 11+3°
Metanol 5 48 +8°
Metil glicol 5 47+9°

* Médias seguida pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (P<0,05).
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5.4 Experimento 3 - Taxa de sobrevivéncia e capacidade de fertilizacao dos

espermatozo6ides apés o congelamento

A taxa de sobrevivéncia dos espermatozdides (% de espermatozdides
vivos) obtida pelo método da coloragdo diferencial foi originada do sémen
utilizado na fertilizacdo (Experimento 3). O teste de qui-quadrado revelou que
ndo ha diferengas significativas entre o método subjetivo de avaliacdo da
motilidade espermadtica e o método objetivo obtido pela coloragdo diferencial
dos espermatozdides (porcentagem de espermatozdides vivos - Anexo 3). O
sémen foi preservado eficientemente em todos os criodiluidores testados,
apresentando uma elevada taxa de sobrevivéncia dos espermatozdides (Figura 5)
ap6s o descongelamento (70, 66 e 62% nos diluidores M III, BTS e NaCl 0,9%,

respectivamente). O s€émen fresco apresentou 84% de espermatozdides vivos.

TABELA 5. Taxa de eclos@o (média + desvio; n=3; 3 repeti¢cdes/peixe) de ovos
fertilizados com sé€men congelado em solugdes contendo metil
glicol 10% como crioprotetor e descongelado a 60°C por 8

segundos.
Diluidor Gema de ovo (%) Taxa de eclosao (%)
Sémen fresco - 86+16°
NaCl 0,9% 5 58+10°"
BTS 0 66 +20°"
M I 5 40+18°

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(P<0,05).

A partir do valor médio da concentracdo espermética encontrado no
sémen dos peixes utilizados no experimento 3, estimou-se o ndmero de

espermatozéides utilizados na fertilizagio dos ovécitos, que foi de 46 x 10°
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espermatozéides por ovécito com o sémen congelado e 4,6 x 10° com o sémen
fresco. A capacidade de fertilizacio dos espermatozdides apds o
descongelamento foi mantida. O sémen congelado em NaCl 0,9% + metil glicol
+ gema de ovo ou em BTS e metil glicol proporcionaram taxas de eclosdo dos
ovos de 58 e 66 %, respectivamente (Tabela 5). A taxa de eclosdo dos ovos

fertilizados com sémen fresco foi superior ao s€émen congelado (P<0,05).

100 +

Valores em %

Ml BTS NaCl 0,9% Controle
Solucées criodiluidoras (diluidor+crioprotetor)

[Taxa de motilidade B% Espermatozoides vivos B Taxa de Eclosédo

FIGURA 5. Taxa de motilidade espermatica, porcentagem de espermatozéides
vivos obtidos pela coloracdo diferencial e a taxa de eclosdo dos
ovos fertilizados com espermatozéides descongelados.

42



6 DISCUSSAO

6.1 Resfriamento do sémen

Os espermatozdides de peixes teledsteos podem ser armazenados com
sucesso no estado liquido sob refrigeracdo por curtos periodos de tempo. No
presente estudo, a motilidade dos espermatozdides variou com o diluidor e a
taxa de dilui¢do utilizada (experimentos 1A e 1C). O sémen diluido na relagdo
1:4 manteve uma boa motilidade espermadtica até 24 h de resfriamento quando a
taxa de diluicdo aumentou para 1:9; o periodo de sobrevivéncia dos
espermatozdides aumentou para 7 dias de resfriamento a 4°C.

As solugdes salinas (Experimento 1A) que se destacaram na preservagao
do sémen de piracanjuba foram as solucdes de Saad, seguidas de NaCl 200 mM
e NaCl 0,9%. O sémen ndo diluido, apés 24 h, apresentou uma taxa de
motilidade inferior ao sémen diluido, evidenciando a necessidade do uso de
diluidores no s€émen de piracanjuba, quando armazenado por periodos iguais ou
superiores a 24 h. A solucdo de Saad é comumente utilizada como solugdo
imobilizadora da motilidade espermética do bagre Europeu (Clarias gariepinus),
superando as propriedades ativadoras proporcionada pela contaminacdo com
dgua ou urina durante a coleta de sémen (Linhart et al., 1993). Na piracanjuba, a
solucdo de Saad demostrou ser um eficiente diluidor, mantendo uma elevada
taxa de motilidade apds 24 h de resfriamento a 4 C. Assim, dguns dluidores
utilizados para espécies comumente cultivadas na Europa podem ser utilizados
com sucesso em espécies brasileiras. Algumas solugdes como Kurokura, usado
como diluidor de sémen de carpa (Kurokura et al., 1984), e Ginsburg fish
Ringer, usado como diluidor de s€men de bagre africano (Viveiros et al., 2000),

foram testadas como diluidores de s€men em uma espécie brasileira. O s€émen de
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piau-agu, Leporinus macrocephalus, foi resfriado nessas solucdes e produziu
taxas de motilidade espermdtica de 33 e 44%, respectivamente apds 48 h de
resfriamento, valores superiores ao sémen nao diluido (2%; Moraes, 2004).

A queda acentuada na motilidade espermadtica observada entre 24 e 48 h
de resfriamento (experimento 1A) pode ter ocorrido devido a diversos fatores,
como contaminagdo bacteriana do s€men devido ao método de coleta,
deficiéncia na oxigena¢do do meio ou ha taxa de diluicdo espermadtica. O método
de coleta do sémen através da massagem abdominal produz uma alta taxa de
contaminacdo bacteriana devido ao contato do sémen com o muco externo do
peixe. O prolongamento das condi¢cdes de estocagem no resfriamento pode
afetar principalmente a qualidade do s€émen, devido as condi¢des anaerdbicas e
associadas a contaminagdes microbianas (Rurangwa et al., 2004).

Os diluidores BTS e M III, rotineiramente utilizados no resfriamento de
sémen suino, mostraram-se eficientes na preservacdo do sémen de piracanjuba
até 5 dias a 4°C, quando diluido numa relagdo 1:9 (Experimento 1C). A
concentracdo de gentamicina adicionada nas solug¢des salinas (Saad, NaCl 200
mM e NaCl 0,9%) foi semelhante a existente nos diluidores BTS e M III. A
adicdo de gentamicina nas solucdes salinas ndo melhorou a taxa de motilidade
espermética até 7 dias de resfriamento possivelmente devido a baixa dosagem
(2501 g/mL), ao tipo de antibidtico utilizado, ou ainda a falta de associa¢do com
outros antibidticos ou antimicéticos. Talvez, doses mais altas de gentamicina
possam diminuir o crescimento bacteriano e manter alta a motilidade
espermadtica do sémen de piracanjuba durante o resfriamento por mais tempo. A
adicao de antibidticos aos diluidores utilizados no armazenamento do sémen sob
refrigeracdo deve ter uma concentracio apropriada, prevenindo o crescimento
bacteriano. Em tildpia (Oreochromis niloticus), altas concentracdes de

gentamicina (750 1g/ml) e de ampicilina (>250 1g/ml) reduziram
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significativamente a viabilidade espermdtica e a fungdo mitocondrial (Segovia et
al., 2000).

O sémen de piracanjuba foi anteriormente preservado no BTS na
dilui¢do 1:3, apresentando uma boa viabilidade até 6 dias de resfriamento a 4°C.
Entretanto, foi observado um efeito pré-ativador do BTS sobre a motilidade
espermadtica, tornando-se necessdria a adi¢do de solutos como o KCIl para
aumentar a osmolaridade do meio e manter o estado de imotilidade espermaética,
caracteristica do s€émen de peixes (Murgas et al., 2002 b). J4 nesse trabalho, nao
foi observado o efeito pré-ativador do BTS sobre a motilidade espermatica.
Quando o sémen diluido em BTS foi posteriormente ativado, as taxas de
motilidade espermadtica foram superiores em relacdo as amostras diluidas em
BTS-KCI (10%), ap6s 5 dias de resfriamento (27%).

O sémen diluido tanto em BTS quanto em M III, a partir do primeiro dia
de armazenamento, precipitava e aglutinava no fundo do tubo de ensaio,
formando uma massa de espermatozdides coagulada. Moraes (2004) observou
que as amostras de sémen de piau-acu diluidas em NaHCO, 150 mM e 200 mM
também apresentaram este aspecto coagulado apds 12 h de resfriamento entre 5
e 8°C. O BTS e o M III possuem uma concentragdo de NaHCQO, de 15,8 ¢ 30
mM, respectivamente, podendo ser responsdveis por essa coagulacio. Por outro
lado, o sémen diluido em Ginsburg fish Ringer e Kurokura que também
possuem NaHCO, em suas férmulas mas em menor concentracdo (2,65 e 2,4
mM, respectivamente) ndo apresentaram esse aspecto coagulado.

A adicdo de crioprotetores nos diluidores de sémen durante o
resfriamento (Experimento 1B) n3o promoveu uma melhoria na motilidade
espermdtica em relacdo as amostras diluidas ndo acrescidas de crioprotetores. As
unicas excec¢des foram as amostras diluidas em NaCl 0,9% + DMSO, que
apresentaram maior taxa de motilidade até 24 h de resfriamento em relacdo as
amostras diluidas apenas em NaCl 0,9%. Entretanto, as amostras de sémen

diluidas em Saad e NaCl 200 mM sem crioprotetor, apresentaram taxa de
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motilidade semelhante as amostras diluidas em NaCl 0,9% acrescidas de DMSO,
indicando ndo ser necessdrio o acréscimo de crioprotetores no processo de
resfriamento quando as solu¢des de Saad ou NaCl 200 mM sdo usadas como
diluidores. Resultados semelhantes foram observados no sémen de piau-agu
diluido em Kurokura e NaCl 200 mM. A adicdo dos crioprotetores metanol ou
metil glicol ndo melhorou as taxas de motilidade espermédtica apds 48 h de
resfriamento em relacdo as amostras diluidas nos mesmos diluidores, porém sem
acréscimo dos crioprotetores (Moraes, 2004).

A toxicidade proveniente da combinacdo entre os diluidores e os
crioprotetores e a consequente escolha do crioprotetor para uso no congelamento
do sémen foram verificadas apés uma hora de armazenamento a 4°C, periodo
suficiente para manipulacdo. O tempo necessdrio para que o crioprotetor penetre
nas células espermadticas, chamado de tempo de equilibrio, € muito variado. Em
bagre africano foi observado que longo tempo de equilibrio (maiores que 60
minutos) ou altas concentragdes de DMSO (20%) ou glicerol (10%) afetaram a
viabilidade espermadtica e diminuiram significativamente a taxa de eclosdao dos
ovos. Por outro lado, o metanol pode ser usado por um periodo de incubagdo

longo (60 minutos), mesmo em altas concentragdes como 20%.

6.2 Congelamento do sémen

A taxa de congelamento Gtima para células espermdticas varia de
-1-10°C min' para sémen humano (Henry et al., 1993) a -100°C min' para
sémen de touro (Woelders, 1997). Para células esperméticas de peixes, a taxa de
congelamento nio pode ser nem muito rdpida nem muito lenta (Viveiros, 2005).
O botijao de vapor de nitrogénio liquido utilizado neste trabalho apresentou uma
taxa de congelamento de -35,6°C min', entre 21 e -170°C, estando dentro dos

limites recomendados por Harvey & Carolsfeld (1993) que sdo de -10 a
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-50°C min'. No mesmo tipo de botijdo j4 foi registrada taxa de congelamento de
-45°C min' entre 8 e -150°C (Carolsfeld et al., 2003). Alguns fatores, como
estado de conservacdo do botijdo, tempo para sua estabilizagdo e freqiiéncia de
uso dentre outros, podem afetar a taxa de congelamento (Bedore, 1999). A
temperatura de estabilizacdo do botijdo encontrada no presente estudo foi de
-170°C, semehante a de -176° C encontrada por Moraes (2004). O uso do botijdo
de vapor de nitrogénio liquido proporcionou bons resultados no processo de
congelamento do sémen de piracanjuba. Vérios autores t€ém obtido sucesso na
utilizacdo desse botijdo durante o processo de congelamento de s€émen de peixes
(Bedore, 1999; Carolsfeld & Harvey, 1999; Cruz, 2001; Murgas et al., 2002 a;
Ribeiro, 2003; Carolsfeld et al., 2003).

O efeito da velocidade de descongelamento na sobrevivéncia das células
espermdticas depende do histérico de congelamento. Em geral, células
congeladas rapidamente, como em palhetas de 0,5 mL, devem ser mais
rapidamente descongeladas em dgua quente, quando comparadas com aquelas
células congeladas em taxas mais lentas, como em criotubos ou macropalhetas
contendo um maior volume de sémen (Viveiros, 2005). Nesse estudo foi
utilizado no descongelamento das palhetas de 0,5 mL uma temperatura da dgua
do banho-maria de 60°C a fim de que a taxa de descongelamento fosse rapida,
uma vez que o seu congelamento também foi rdpido. O descongelamento rapido
¢ muito utilizado como medida importante na prevencdo de recristalizagdo do
gelo intracelular (Carolsfeld & Harvey, 1999). A temperatura da dgua utilizada
no descongelamento do sémen de algumas espécies de piracema tem variado
entre 26 e 60°C, com um tempo de imersdo entre 5 e 14 segundos (Bedore, 1999;
Silva, 2000; Murgas et al., 2001; Cruz, 2001; Moraes, 2004). Em revisdo
realizada por Viveiros (2005), com diversas espécies de bagre, o
descongelamento do sémen tem ocorrido principalmente em banho-maria entre

25 e 40°C.
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O crioprotetor metil glicol na concentracdo 10%, quando adicionado aos
diluidores testados, mostrou-se eficaz na protecdo dos espermatozdides de
piracanjuba durante os processos de congelamento e descongelamento, quando
comparado com o metanol e DMSO. O metil glicol nunca foi testado como
crioprotetor no congelamento de s€émen de peixes.

O acréscimo de gema de ovo como crioprotetor externo € crucial para a
manutencdo da motilidade espermatica de piracanjuba apds o descongelamento,
tornando mandatéria sua adi¢do no meio diluidor (Maria et al., 2004 b). A gema
de ovo € rotineiramente utilizada nos diluidores para criopreservacdo de sémen
de mamiferos com o intuito de proteger as células espermdticas contra o choque
térmico. Acredita-se que sua ag@o seja devida a presenca de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), as quais aderem 2 membrana celular durante o processo
de criopreservacdo, preservando, com isso, a membrana do espermatozéide
(Moussa et al., 2002). Sua atuacdo se d4 na superficie da membrana plasmatica,
restaurando a perda de fosfolipideos e aparentemente induzindo uma alteracio
transitéria de sua composi¢do, e consequentemente prevenindo a ruptura da
membrana (Farstard, 1996). Em peixes, como em mamiferos, a gema de ovo estd
relacionada com a resisténcia da membrana plasmdtica aos danos causados pela
baixa temperatura (Leung, 1991). Em Salmonideos, esse agente estabilizador de
membrana € essencial para manter a viabilidade dos espermatozéides apds o
processo de congelamento e descongelamento (Baynes & Scott, 1987;
Lahnsteiner et al., 1996); ja nos ciprinideos, a adi¢do de gema de ovo provoca
um efeito negativo na qualidade do s€émen, reduzindo a motilidade espermadtica
(Babiak & Glogowski, 1998; Lahnsteiner et al., 2000).

A solugao fisioldgica de NaCl 0,9% (154 mM) utilizada como diluidor
no congelamento do sémen de piracanjuba, acrescida de metil glicol 10% e
gema de ovo 5%, mostrou-se eficiente, apresentando uma boa taxa de motilidade

apo6s o descongelamento. As formulacdes simples tém geralmente obtido grande
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sucesso como diluidor. Segundo Scott & Baynes (1980), solu¢des que t€ém como
base NaCl, com niveis entre 100 e 200 mM, possuem um pequeno risco de
danos hipo ou hiperosmético para os espermatozdides de salmonideos. Uma
solugdo 0,8% de NaCl associada ao DMSO 10% preservou os espermatozdides
de dourado Salminus maxillosus, apresentando de 10 a 40% de motilidade pds-
descongelamento (Cdser et al., 1984).

A solugdo de Saad utilizada como diluidor de sémen de piracanjuba,
acrescido de DMSO, metanol ou metil glicol, proporcionou uma menor taxa de
motilidade (33, 4 e 26%, respectivamente) apds o descongelamento em relagdo
aos outros criodiluidores testados, mostrando ndo ser um bom diluidor. Ja o
sémen de dourado congelado em Saad + DMSO ou Saad + metil glicol
apresentou motilidade espermética apds o descongelamento acima de 60%
(Orfao & Viveiros, 2004).

A 4gua de coco utilizada como diluidor de sémen de piracanjuba,
acrescido de gema de ovo e DMSO, proporcionou baixa taxa de motilidade
espermdtica (10%) apdés descongelamento. Entretanto, quando o sémen dessa
mesma espécie foi congelado no mesmo criodiluidor e ativado com NaHCO; 0,5
e 1%, uma taxa de motilidade espermética de 60% foi observada (Murgas et al.,
2001). A taxa de dilui¢do utilizada neste estudo (1:9 v:v) foi diferente da taxa
utilizada por esses autores (1:3 v:v). Alguns fatores como a dilui¢do e o ativador
utilizado, diferencas no ano e na idade reprodutiva e a variabilidade individual
dos animais estudados podem ser os responsaveis pela diferenca observada na
taxa de motilidade.

Os diluidores BTS e M III utilizados rotineiramente no resfriamento do
sémen suino obtiveram sucesso na preservagdo do s€émen de piracanjuba. O BTS
e o M III possuem 80 e 89% de glicose, respectivamente, em 100 g do produto.
O efeito crioprotetor da glicose estd relacionado com a atividade de estabiliza¢ao

de membranas. A glicose, como a sacarose, promove a estabilizacdo da camada
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lipidica da membrana plasmdtica durante o congelamento (Gwo, 1994). O uso
de acicares sdo menos toxicos do que muitos crioprotetores (Watson et al.,
1987). O sémen diluido em M III + metil glicol + gema de ovo apresentou uma
maior taxa de motilidade espermatica (60%) pds-descongelamento do que M 111
+ metil glicol (10%). No entanto, o sémen diluido em BTS + metil glicol,
produziu uma maior taxa de motilidade espermatica (70%) do que BTS + metil
glicol + gema de ovo (47%). A gema de ovo tem sido utilizada com sucesso em
combinacdo com a glicose e DMSO no congelamento do s€émen de piracanjuba,
apresentando motilidade espermdtica pds-descongelamento acima de 80%

(Carolsfeld et al., 2003).

6.3 Taxa de sobrevivéncia e capacidade de fertilizacio dos espermatozoides

apoés o congelamento

A taxa de sobrevivéncia dos espermatozdides (% de espermatozdides
vivos) de piracanjuba obtida através do método de coloragdo diferencial, apds o
processo de congelamento e descongelamento, foi elevada e semelhante aos
resultados subjetivos obtidos pela andlise da taxa de motilidade espermética.
Esses resultados confirmam as observagdes de Kavamoto et al. (1985), os quais,
ap6s avaliagdo do sémen de 54 machos de truta arco-iris (Salmo irideus
Gibbons), verificaram que a proporcdo de espermatozéides vivos e mortos estd
de acordo com a estimativa porcentual subjetiva da motilidade espermética. A
avaliacdo da qualidade do sémen efetuada pela coloragdo diferencial, na espécie
estudada, foi um método auxiliar eficiente dentre os testes qualitativos
rotineiramente utilizados.

Informagdes sobre o nimero minimo de espermatozéides frescos (nio

congelado) necessdrios a fertilizacdo de ovdcitos de piracanjuba nio estdo
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disponivel na literatura. Geralmente a relacdo utilizada é relativamente alta e
varia com a espécie. Para o sémen descongelado essa relacdo precisa ser
ajustada, pois os processos de congelamento e descongelamento provocam uma
grande mortalidade dos espermatozodides, além de danificarem as estruturas
celulares (membrana celular, peca intermedidria e flagelo), incapacitando-os
para a fertilizagdo (Martinez & Ekwall, 1998). Neste estudo o s€émen congelado
foi diluido 20 vezes e o s€men fresco, 200 vezes, obtendo-se relacdes de
espermatozéides:ovécito de 4,6 x 10°:1 para o sémen fresco e de 46 x 10:1 para
o s€émen congelado. Em bagre africano, o s€men congelado pode ser diluido 200
vezes e o s€men fresco, até 2000 vezes, sem perder a habilidade de fertilizacao.
As relacdes espermatozéides:ovicito nessas situagdes foram de 11,3 x 10” para o
sémen congelado e de 1,13 x 10°:1 para o sémen fresco (Viveiros et al., 2000).
Para a fertilizacdo dos ovdcitos de matrinxa, Silveira (2000) utilizou 2,36 x 10°
espermatozdides descongelados por ovdcito.

A solucdo NaCl 50 mM € melhor ativador da motilidade espermadtica do
sémen descongelado de pacu e piracanjuba do que o NaHCO; 1% (Bedore,
1999). Neste estudo, testes preliminares indicaram a solu¢do NaCl 50 mM como
ativador para o sémen descongelado, embora as taxas de eclosdo fossem
préximas de zero. Decidiu-se entdo utilizar como ativador espermadtico a 4gua do
préprio tanque em que os reprodutores se encontravam, apresentando, assim,
altas taxas de eclosdo. Em ciprinideos, também foi observado a influéncia da
solugdo ativadora da motilidade espermatica sobre a taxa de motilidade. A
utilizacdo da dgua como solugdo ativadora proporcionou taxas e duragcdo da
motilidade muito mais baixas que as solugdes NaCl (12,5 e 50 mM) e
KCI/MgSO0.. No entanto, as taxas de fertilizagdo foram mais baixas nas solugdes
NaCl e KCI/MgSQO4 em comparacdo com a dgua (Lahnsteiner et al., 2003). Isto
indica que a motilidade espermdtica e a fertilidade ndo estdo correlacionadas

nessas condicoes.
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Poucos trabalhos de criopreservacdo de sémen de peixes nativos tém
utilizado a fertilizacdo como um pardmetro para avaliar a qualidade do s€émen
apods o descongelamento. Rana (1995) sugere que se faga o teste de fertilizagao
para comprovar a eficiéncia do método de congelamento, pois o0s
espermatozdides que exibem motilidade podem ndo ser vidveis.

No presente estudo, observou-se uma boa taxa de eclosio de ovos
quando se utilizou o s€men congelado em BTS acrescido de metil glicol (66%) e
em NaCl 0,9%, metil glicol e gema de ovo (58%). Embora apresente
semelhangas na taxa de sobrevivéncia dos espermatozdides, o sémen diluido em
M I + metil glicol + gema de ovo apresentou uma menor taxa de eclosdo.
Alguns grumos de espermatozéides foram observados no sémen diluido nesse
criodiluidor apés o descongelamento. Uma interacdo entre os componentes do
diluidor e a gema de ovo pode ter sido responsdvel pelo efeito negativo na
fertilizacdo. Em matrinxa (Brycon cephalus) a taxa de eclosdo dos ovos
fertilizados foi de 30,93% para o sémen congelado em glicose, DMSO e gema
de ovo e de 45,11% para o sémen fresco (Silveira, 2000).

Foi observada uma grande variagdo individual entre os machos utilizados
na fertilizacdo. Algumas interagcbes complexas entre fatores genéticos,
fisiolégicos e ambientais afetam a qualidade espermédtica (Rurangwa et al.,
2004). Segundo Lahnsteiner et al. (1998), a variacdo na taxa de fertilizacdo do
sémen de truta arco-iris pode ser explicado por alguns modelos de regressao.
Nesses modelos os componentes do plasma seminal (pH, atividade B-D-
glucuronidase, niveis de lipideos totais) sdo responsdveis por 80% da variagao
total na taxa de fertilizacdo. Os pardmetros de metabolismo esperméatico
(atividade da malato dehidrogenase, atividade respiratéria, atividade do aspartato
aminotransferase, niveis de lipideos totais) sdo responsdveis por 75% da

variacdo total na taxa de fertilizacdo. Finalmente, os parametros de motilidade
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espermdtica (taxa de motilidade, velocidade de natagdo total) sdo responsdveis
por 65% da variacio total da fertilizacao.

Os protocolos de resfriamento e congelamento desenvolvidos nesta
dissertacdo podem ser utilizados em situagdes de produgdo envolvendo essa
espécie. No entanto, mais experimentos devem ser realizados para maximizar o

uso dos s€émen descongelado.
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7 CONCLUSOES

Nas condicdes apresentadas na presente dissertagdo, pode-se concluir que:

O sémen de piracanjuba pode ser resfriado (4°C) por 7 dias quando diluido

em Saad ou NaCl 200 mM em uma taxa de dilui¢do 1:9;

Nado hd vantagens em se acrescentar um crioprotetor interno para a
preservacdo do sémen a 4°C quando as solugdes Saad e NaCl 200 mM sdo

utilizadas como diluidores;
O sémen pode ser eficientemente congelado em um dos seguintes

criodiluidores: NaCl 0,9% + metil glicol + gema de ovo; M III + metil glicol

+ gema de ovo e em BTS + metil glicol.
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ANEXO 1

Concentragdo espermdtica obtida no s€émen de 18 exemplares de piracanjuba.

Experimento Peso corporal (g) Espermatozéides x 10 ’/mL
1000 5,30
1A 900 5,90
1000 3,80
1200 4,15
1B 800 9,20
900 6,90
1500 2,80
1C 1000 3,15
1300 3,75
1000 2,80
2A 1100 4,60
900 3,35
1200 2,80
2B 1200 4,15
900 5,50
1200 8,10
3 1200 10,75
1200 8,55
Média 1083 5,31
Desvio padrio 179 2,44
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ANEXO 2

Tempo de estabilizagdo do botijdo de vapor de nitrogénio liquido, antes da
introducdo das palhetas.

40 -

20 4

220 1
40
60

-80 1

Temperatura (2C)

-100 1

-120 4

-140 1

-160

-180

0 6 30 44 65 182 329

Tempo (segundos)
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ANEXO 3

Porcentagem da motilidade espermatica e de espermatozdides vivos obtidos pela
coloragdo diferencial (médiatdesvio; n=3; 3 repeticdes/peixe) apos
descongelamento do s€émen.

Solucdes criodiluidoras  Motilidade espermatica* Taxa de sobrevivéncia *

60 65
60 66
70 75
70 74
NaCl 0,9% 60 69
70 69
50 49
50 42
50 51
Meédia + desvio padrio 60+9 62 +12
70 68
60 59
70 69
80 74
BTS 70 71
70 63
50 55
70 66
70 72
Média + desvio padrdo 68 + 8 66 + 6
50 59
70 78
50 58
80 80
M 11 70 71
70 80
70 73
50 61
60 69
Média + desvio padrio 6311 70£9
Média do sémen fresco 92 +4 84 +5

* Estatisticamente iguais pelo teste de qui quadrado (P>0,05)
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ANEXO 4

Andlise de variancia do efeito das solucdes diluidoras do s€émen no processo de
resfriamento (Experimento 1A)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 2093.3333  1046.6666  12.116 0.0013
DILUIDOR 6 15853.3333  2642.2222  30.585 0.0000
erro 1 12 1036.6666 86.3888
TEMPO 4 113767.6190 28441.9047 561.485 0.0000
DILUIDOR*TEMPO 24 137157142 571.4880 11.282 0.0000
erro 2 56 2836.6666 50.6547
Total corrigido 104 149303.3333
CV1(%)= 15.66
CV 2 (%)= 12.00
Média geral: 59.3333  Numero de observagdes: 105
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ANEXO 5

Andlise de varidncia do efeito das solucdes diluidoras acrescidas de 10% de
crioprotetores no processo de resfriamento (Experimento 1B).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 1045.6066 522.8033 2.895 0.0676
DILUIDOR 4 75485.5466 18871.3866 104.497 0.0000
CRIOPROTETOR 3 30410.8100 10136.9366 56.131 0.0000
DILUIDOR*CRIOP 12 161229066  1343.5755 21.600  0.0000
FATORIAL x ADICIONAL 1 4340.0701  4340.0701 24.990  0.0000
erro 1 40 6946.6666 173.6666
TEMPO 4 247549.5466 1887.3866 994.921 0.0000
TEMPO*DILUIDOR 16 18430.0200 1151.8762 18.518 0.0000
TEMPO*CRIOP 12 8260.2400  688.3533  11.066 0.0000
TEMPO*DILUI*CRIOP 48  29280.4600  610.0095  9.807  0.0000
erro 2 168 10259.2000 61.0666
Total corrigido 299  443400.1966
CV1 (%)= 25.73
CV2(%)= 15.10
Meédia geral: 52.2366 Numero de observagdes: 300
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ANEXO 6

Andlise de variancia do efeito das solugdes diluidoras acrescidas de antibitico
na preservacio do s€émen durante o resfriamento (Experimento 1C).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
BLOCO 2 223.6000 111.8000  2.048 0.1580
DILUIDOR 9 55997.5166  6221.9462 113.963 0.0000
erro 1 18 082.7333 54.5962

TEMPO 7 105756.9166 15108.1309 650.612 0.0000
DILUIDOR*TEMPO 63  23608.0833 374.7314 16.137  0.0000
erro 2 140 3251.0000 23.2214

Total corrigido 239 189819.8500

CV1 (%)= 19.08

CV2 (%)= 12.44

Média geral: 38.7250 Numero de observagdes: 240
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ANEXO 7

Andlise de variancia do efeito dos criodiluidores no congelamento do sémen

(Experimento 2).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
BLOCO 2 240.0990 120.0495 3.277 0.0401
CRIODILUIDORES 21 54803.5948  2609.6949 71.243  0.0000
erro 174 6373.7894 36.6309
Total corrigido 197  61417.4833
CV (%) = 22.89
Média geral: 26.4397 Numero de observagdes: 198

ANEXO 8

Andlise de variancia do efeito do sémen congelado na taxa de eclosdo dos ovos

(Experimento 3).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
BLOCO 2 3328.7424  1664.3712 10.656  0.0004
CRIODILUIDORES 3 8219.9040  2739.9680 17.542  0.0000
erro 27  4217.2286 156.1936
Total corrigido 32 15765.8751
CV (%) = 20.70
Meédia geral: 60.3787 Numero de observagdes: 33
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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