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RESUMO

A presente tese teve por objetivo avaliar as caracteristicas espermaticas do sémen de
tambaqui, com (I) e sem indugdo (NI) hormonal, por um periodo de doze meses, elaborar a
curva de concentragao de espermatozoides de tambaqui através de camara de Neubauer e
espectrofotometro, assim como analisar as caracteristicas cinéticas de sémen de Tambaqui, C.
macropomum (Curvier, 1818), criopreservado em criosolucdes a base de ACP 104" ou
solucdo de Ringer, através da analise de sémen auxiliado por computador (CASA). Foram
utilizados 26 machos com idade média de trés anos, pertencentes ao Centro de Pesquisas em
Aqtiicultura (CPAq) do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS),
devidamente identificados com chips magnéticos. A analise através do (CASA) foi usada para
avaliar os efeitos da criopreservacao na motilidade dos espermatozoides do tambaqui, diluido
em agua de coco em pd (ACP-104) e em Ringer modificado para peixes, com dois
crioprotetores DMSO e Metilglicol, na concentracao de 10%, em trés dilui¢des de sémen (1:3,
1:4 e 1:5) para cada solugdo contendo diluidor e crioprotetor. Foram avaliados os percentuais
de espermatozdides mdveis e estaticos, bem como os parametros de motilidade espermatica e
velocidades curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade média (VAP) e
linearidade (LIN), nos diferentes meios e diluigdes, descongelados 15 dias apos
congelamento. Encontrou-se os seguintes dados seminais para o sémen coletado do grupo I e
NI, nessa ordem: volume médio de 5,05 mL e 0,55 mL (p<0,05); pH médio de 8,21 e 8,09 (p>
0,05); osmolaridade média de 320,51 e 323 mOsm/Kg (p> 0,05) e concentragdo espermatica
média de 22,93 x 10° ¢ 40,46 x 10’ sptz/mL (p<0,05). A producio espermatica total foi de
115,79 x 10° sptz/mL no grupo I sendo de 22,25 x 10°sptz/mL no grupo NIL. A concentracio
espermatica individual variou de 11,40 a 71,13x10° espermatozdides/mL. A avaliagio da
concentracdo espermatica, por espectrofotometria (A=540nm) mostrou variacdo de

transmitancia de 95% a 62,1%, além de uma forte correlacdo negativa, entre a concentragao

viii



espermatica em camara de Neubauer e a transmitancia a 540 nm. A mensuracdo da
concentracao gerou equagdo Y= 100,293 - 0,509X; R?*= 0,966, (p<0,0001) SAS 2003, ¢ se
mostrou eficiente, podendo ser empregada em procedimentos de rotina em laboratorio de
reprodugao artificial de peixes. Os resultados obtidos com o diluente a base de agua de coco
em po (ACP-104) se mostraram superiores em relacdo ao meio Ringer em relacdo a
quantidade de espermatozoides moveis, (45,63%+3,58 e 30,64%=+2,67, respectivamente,
p<0,05) e quando se comparou os dois diluidores com os -crioprotetores DMSO
(dimetilsufoxido) e metilglicol, o ACP-104 também mostrou resultados superiores aos obtidos
com a solu¢ao de Ringer (56,18%+5,29 e 34,52%+3,49, respectivamente, (p<0,05). Diante do
exposto conclui-se que a indu¢do hormonal se faz necessaria para facilitar a manipulagao
seminal no tambaqui, ndo alterando as caracteristicas do s€men do mesmo. A determinagao da
concentracdo espermatica através da espectrofotometria (A= 540nm) nesta espécie € eficiente.
Os resultados encontrados nesse estudo mostraram a superioridade do ACP-104" como meio
diluente para criopreservacdo do sémen do tambaqui, sendo, portanto, indicado para a

criopreservacao nesta espécie.

Palavras chaves: Peixe. Tambaqui. CASA. Criopreservagdo. Agua de coco em p6. ACP.
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ABSTRACT

The present thesis had the objective to evaluate the spermatic characteristics of tambaqui, C.
macropomum (Curvier, 1818) semen with (I) and without (NI) hormonal induction, by a
period of twelve months, formulate the concentration curve of tambaqui sperm by Neubauer
chamber and spectrophotometer, as well as analyze the kinetic characteristics of tambaqui
semen cryopreserved in extenders based on ACP 104® or Ringer solution, through the sperm
analysis assisted by computer (CASA). In this work were utilized 26 males with an average
age of three years, belonging to Research Center in Aquaculture (CPAq) of the National
Department of Works Against the Droughts (DNOCS) and identified by magnetic chips. The
CASA system analysis was used to evaluate the cryopreservation effects on sperm motility
diluted in powder coconut water (ACP-104 ) solution and Ringer solution modified for fish,
associated with two cryoprotectors Dimethyl sulfoxide (DMSO) and Methyl glycol, in
concentrations of 10%, and three dilutions rates semen: extender (1:3, 1:4 and 1:5). The
analysis evaluated the percentage of motile spermatozoa, as well as the velocity parameters as
curvilinear velocity (VCL), straight line velocity (VSL), average path velocity (VAP) and
linearity (LIN), in the different dilutions medium and thawed 15 days after storage. The
results showed the following average seminal characteristics in the groups I and NI in that
order: volume of 5.05 mL and 0.55 mL (p<0,05); pH of 8,21 and 8,09 (p> 0,05); osmolarity
of 320.51 and 323 mOsm/kg (p> 0.05) and spermatic concentration of 22.93 x 10° and 40.46
x 10° sptz/ml (p<0,05). The total spermatic production was 115.79 x 10° sptz/ml in the I
group and 22.25 x 10°sptz/mL in the group NI. The individual sperm concentration varied of
11.40 to 71,13x10° spermatozoa/ml. The sperm concentration analysis by spectrophotometer
(A=540nm) showed transmittance in the range of 95% to 62,1%. A strong negative correlation
was observed between the spermatic concentration in Neubauer chamber and transmittance in

540 nm. The measurement of sperm concentration generated the equation Y=100,293 -



0,509X; R? = 0.966, (p<0,0001) SAS 2003. The results obtained with extenders based on
powdered coconut milk (ACP-104) were higher than Ringer solution in relation to motile
spermatozoa quantity (45,63%=+3,58 and 30,64%+2,67), respectively, (p<0,05) and when
compared the two diluents with the cryoprotectors DMSO (dimetilsuféxido) and metilglicol,
the ACP-104 also showed results higher than obtained with Ringer solution (56,18%+5,29
and 34,52%+3,49, respectively, p<0,05). This work concluded that the hormonal induction is
necessary to facilitate the manipulation the tambaqui semen. Moreover, the hormonal
induction didn't alter the seminal characteristics. = The determination of spermatic
concentration through spectrophotometer (A = 540nm) is an efficient and rapid method being
able to be employed in procedures of routine in laboratory of artificial reproduction of fish.
The superiority of the ACP-104® as diluent for cryopreservation of tambaqui sperm in this

study suggest the ACP104 can be routinely used in the cryopreservation semen of this specie.

Key Words: Fish. Tambaqui. CASA. Cryopreservation. Powder coconut water. ACP.
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1 INTRODUCAO

O tambaqui Colossoma macropomum, (Cuvier, 1818), é um peixe originario da
bacia amazonica, nativo dos rios Solimdes, Madeira e Orenoco e seus afluentes, com larga
distribuicdo em seus rios, € em areas proximas a Manaus. A desova desta espécie ocorre,
principalmente, nos meses de dezembro a janeiro, coincidindo com as enchentes dos rios
Negro e Amazonas. A introdu¢do do Tambaqui no Nordeste do Brasil foi realizada pelo
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) nos idos de 1972, quando 74
alevinos oriundos de Iquitos (Peru) foram introduzidos nos viveiros do Centro de Pesquisas
Ictiologicas (DIPIS/P) do DNOCS localizado em Pentecoste, Ceard, Brasil, (Silva et al.,
1984).

A qualidade do sémen ¢ fundamental para o processo reprodutivo dos tambaqui,
pois a contribuicdo do macho para a eficiéncia reprodutiva e da producdo em cultivo ¢ de
grande importancia. Isto porque, além do aporte genético, nos machos se pode aplicar uma
pressdo de selecao maior e mais rapida. Fatores como a concentragdo espermatica, aspecto e
volume do ejaculado, sdo de grande valia para o bom desempenho reprodutivo aliado as
qualidades espermaticas e desempenho em relacdo a movimento massal, velocidade
progressiva e percentual de células vivas (Salgueiro & Nunes, 1999).

A uilizacdo de agua de coco em pd na criopreservacdo de sémen de peixes
justifica-se pois, devido a nao uniformidade de protocolos e a grande viabilidade os resultados
encontrados na literatura necessita-se do desenvolvimento de novas tecnologias.

Os trabalhos de Nunes (1987) demonstraram a viabilidade da dgua de coco como
diluente de refrigeracdo e congelacdo do sémen caprino, o que levou a elaboracdo de um meio
de conservagdo, padronizado e estabilizado, a base de 4gua de coco em pd (ACP). Estudos
sobre a estabiliza¢do da dgua de coco em p6 (ACP) e de suas caracteristicas fisico-quimicas
sdo importantes por: contribuir para o conhecimento das substancias e fatores inerentes a 4gua
de coco que protegem os espermatozoides durante a criopreservagdo e disponibilizar dgua de

coco em centros de pesquisa que nao disponham da matéria-prima (coco).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REPRODUCAO DO TAMBAQUI

A reprodugdo do Tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818) ocorre de
outubro a margo, ¢ a maior concentracdo de desovas por inducdao tem prevaléncia entre os
meses de novembro a fevereiro (Kubitza, 2004).

Segundo Vazzoler (1996), nas espécies de desova total, os ovécitos maduros sao
eliminados durante o periodo reprodutivo de uma s6 vez, ao contrario daquelas de desova
multipla ou parcelada que eliminam seus 6vulos mais de uma vez, em lotes.

Estudos realizados com tambaqui no baixo Amazonas, mostraram que a espécie
possui desova anual e total que ocorrendo em um periodo determinado do ano (época das
enchentes dos rios) (Vivier et al, 1999). O comportamento da espécie ¢ diferente no
Nordeste, onde recebendo racdo adequada pode desovar o ano inteiro mediante bidpsia
ovariana ¢ inducao hormonal de fémeas e machos através de injecdes de solugdao contendo
hipofise de carpa desidratadas dissolvidas em solugdo fisiologica, (machos recebem 2
mg/kg/PV em uma s6 aplicagdo e fémea recebe dose de 5 mg/kg/PV dividida em duas
aplicacdes com intervalo de 14 a 18 horas entre cada uma, e a desova acontece 8 a 9 horas
apos a 2* dose num periodo que varia de 240 a 270 horas graus centigrados (H°C) (Kovacs et
al., 1993). Os resultados demonstraram que o sémen do tambaqui C. macropomum, Cuvier
1818 coloragdo leitosa textura acentuadamente viscosa € ma concentragdo espermatica média
em torno de 35 x 10° espermatozdides por mililitro (Menezes et al., 2008)

Em espécies aquaticas, de fecundacdo externa, os espermatozdides sdo liberados
num ambiente hostil quando sdo ativados, e tém sua sobrevivéncia por um periodo muito
curto (1 a 2 minutos). No caso de peixes de dgua doce, por outro lado, o 6vulo abre a
micropila por um periodo muito curto, para permitir a entrada do espermatozoide (menos de 2
minutos). O grande numero de espermatozdides no ejaculado ¢ uma grande ajuda nesse
processo inicial. A longevidade do espermatozdide apos a ativagdo também ¢ influenciada
pela habilidade fertilizante que depende do estresse osmotico que o espermatozoide for
exposto: hipotonico para dgua doce e hipertonico para 4gua do mar (Holt & Van Look, 2004).

Os espermatozoides da maior parte dos peixes teledsteos diferem dos
espermatozodides dos mamiferos em quatro importantes aspectos: sdo imoveis no momento da
ejaculacdo, a mobilidade ¢ induzida no contato com a agua, os espermatozoides tornam-se

iméveis em menos de dois minutos e ndo possuem acrossoma (Kime et al., 2001) por nao



haver necessidade de romper a barreira celular pois, sua penetracdo no 6vulo acontece através
da micropila, que apds a hidratacdo permanece aberta por aproximadamente dois minutos

(Kime et al., 2001). Fendmeno que ndo acontece em teledsteos de fecundagao interna.

2.2 CARACTERISTICAS ESPEMATICAS

Embora vérias investigagdes tenham sido feitas sobre a qualidade espermatica, a
mobilidade sem duvida ¢ a mais importante, uma vez que espermatozoides com alto padrao de
mobilidade constitui um pré-requisito para a fertilizagdo, e apresentam correlagdo com as
taxas de fertilizacdo ja estudadas (Rurangwa et al., 2004).

Em muitos peixes teledsteos o espermatozoédide € imovel no trato genital masculino
e ¢ ativado depois de liberado na &gua doce. A estrutura do flagelo ¢ rapidamente
desorganizada na 4gua doce e o espermatozoide para de se movimentar depois de 30 segundos
(Billard et al., 1995).

Quando a dilui¢ao do sémen ocorre em solucao com osmolaridade de 50 mM de
NaCl as trocas osmoticas sao suficientes para iniciar a motilidade, porém, o flagelo nado ¢
desorganizado e o espermatozoéide nada rapido por poucos minutos (Billard et al., 1995).

Os espermatozoides de peixes teledsteos de agua doce sdo quiescentes na
osmolaridade do plasma seminal, referida como uma condi¢do isotonica (aproximadamente
300mOsmol/kg). Eles comecam a se mover quando suspensos em solugdo hipotonica (<300
mOsml/kg) e exibem alta mobilidade (como % de espermatozdides moveis) em adgua doce (4
mOsml/kg). De modo oposto os espermatozoides de teledsteos marinhos comegam a se mover
quando liberados em solucdo hipertonica (>300 mOsmol/kg), e exibem sua mais alta
qualidade aproximadamente em 1000 mOsmol/kg, que ¢ o equivalente ao encontrado na agua
do mar (Morisawa & Suzuki, 1980).

Farias et al. (1999) estudando o volume seminal de tambaquis C. macropomum
induzidos com GnRH (100pg/Kg/PV) encontraram volumes de seminais de 5,0 £ 1,2 mL, e
concentragdo espermatica de 6,00 x 10° em individuos com indugio hormonal.

Em surivi (Steindachneridion scripta) o sémen coletado de individuos com peso
entre 1,8 e 4,7 kg rendeu volumes de 4 a 20 mL, com os espermatozoides apresentando
motilidade (no tanque) entre 46 a 75 segundos, diminuindo para 37 a 56 segundos quando do
uso da solugdo de bicarbonato a 1 %. Estes dados mostraram que quando se uso o bicarbonato

a atividade espermatica ¢ comprometida e que a concentragdo espermatica encontrada variou
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de 19,5 a 120,1 milhdes por mL (Luz et al., 2001). Enquanto, em outras espécies com menor
peso a concentragao espermatica pode variar numa faixa semelhante.

Ferreira et al. (2001), estudando o jundid (Randia quelen) avaliaram individuos
com peso entre 115 e 200 gramas (174,67 40,3 g), volume seminal entre 0,11 e 1,10 mL
(0,41+ 0,37 mL), motilidade entre 60 e 85% (média 73%), concentragdo espermatica entre 24
e 138 milhdes de espermatozéides por mL (69,9+37,7x10° sptz/mL).

2.2.1 Importancia da concentragao espermatica

A concentragdo espermatica em peixes de diferentes espécies ¢ bastante variada.
O alibute do atlantico (Hippoglossus hippoglossus), por exemplo, tem seus valores variando
de 17 a 20 bilhdes de espermatozoides por mL no periodo de foto-periodo natural (Babiak et
al., 2006).

Kavamoto & Silveira (1986) encontraram concentracdo de sémen de bagre
(Rhamdia hilarii) que variaram de 59 a 67 milhdes de espermatozodides por mL durante a
estacao reprodutiva que vai de setembro a dezembro no Estado de Sao Paulo.

Andrade-Talmelli et al. (2001), em pesquisas com sémen de piabinha (Brycon
insignis), encontraram concentragdes espermaticas entre 24,43 e 25,10 milhdes de
espermatozdides por mL durante de exames direto e objetivo de animais induzidos com
horménio.

Navarro et al. (2004), obtiveram concentragdes espermaticas médias na avaliagao
de sémen de cachama branca (Piaractus brachypomums) de 17+1,8 bilhdes de
espermatozdides por mL, obtidos 24 a 36 horas apds a injecdo hormonal mediante a
massagem abdominal na dire¢do cranio caudal.

O sémen do tambaqui apresentou concentracao espermatica média em torno de 35
x 10° espermatozoides por mililitro (Menezes et al., 2008)

Fatores externos as células espermaticas, tais como, alteracdes na composicao,
pH, temperatura e osmolaridade do meio que as circunda, podem provocar alteragdes
irreversiveis em suas membranas limitando a funcdo fertilizante dos espermatozoides

(Watson, 2000).

2.3 CRIOPRESERVACAO SEMINAL
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Segundo Hunter (1982), a viabilidade de espermatozdides congelados esta
relacionada a fatores como: o diluente e a concentragdo de células; o agente crioprotetor
adequado e sua concentragdo no meio, o tempo e a temperatura de equilibrio, a natureza da
curva de resfriamento, a natureza da curva de descongelacdo, a utilizacdo de um meio de
descongelagdo especifico; o modo de eliminar o agente crioprotetor (dilui¢ao ou didlise).

Os diluentes permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitando sua
divisdo em doses inseminantes e, proporcionando um meio favoravel para a sobrevivéncia dos
espermatozoéides in vitro (Derivaux, 1980). Eles diferem em sua composicao dependendo da
espécie animal de que proceda o sémen e da tecnologia seminal empregada (Hopkins &
Evans, 1991).

Segundo Hopkins & Evans (1991), a sensibilidade dos espermatozoides as
mudancas de temperatura se deve a a¢do protetora do plasma seminal e a integridade da
membrana espermatica. Esta Gltima relaciona tanto com sua composicao lipido-protéica como
de colesterol e fosfolipidios (Darin-Bennett & White, 1977).

Alguns diluentes mantém a viabilidade do sémen a temperatura ambiente,
enquanto que outros se refrigeram entre 4 e 5°C para ajudar a controlar o crescimento
bacteriano e reduzir a taxa metabolica das células espermaticas (Hopkins & Evans, 1991).

A maioria dos diluentes apresenta a gema de ovo como componente basico, ja que
a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoproteinas da gema e a caseina do leite protegem os
espermatozodides durante o resfriamento, contra o choque térmico (Mies Filho et al., 1982;
Das, 1995).

O congelamento do s€men apresenta dificuldades como a formagao de cristais de
gelo intra e extracelulares e aumento da concentragdo de solutos (Mateos-Rex & Aguillar,
1996).

Foram observados diferencas com relagdo a “congelabilidade” e fertilidade do
sémen entre individuos e entre ejaculados de um mesmo individuo (Watson, 1981). A
comparagdo entre os métodos e protocolos de congelagao-descongelagdo do s€émen ¢ dificil
devido aos diferentes parametros envolvidos e a falta de uniformidade nas metodologias
(Leboeuf et al., 2000).

Virias atividades podem ser otimizadas com o uso de sémen resfriado e
congelado, incluindo sua obtencdo em tempos e locais diferentes e utilizacdo em programas

de melhoramento genético. Nao obstante os progressos obtidos na criopreservagao de sémen

21



de peixes, os resultados praticos obtidos ainda estdo sujeitos a grandes variagdes, resultando
na necessidade do desenvolvimento de tecnologias.

Para permitir que a criopreservacdo de sémen de peixe se torne uma técnica
eficiente, rotineira, ha necessidade de informa¢des muito mais detalhadas. Lahnsteiner et al.
(2003) estudaram varias técnicas de fertilizacdo e taxas de concentracdo espermatica por dose
fecundante do Chalcalburnus chalcalburnus obtiveram taxas de fertilizacdo de 77-92% com
propor¢des de ovo/espermatozoide de 1:1,3 a 2,5 milhdes, sendo semelhante para outras

espécies pesquisadas.

2.4 DILUICAO SEMINAL

A composi¢ao do diluente ¢ um dos fatores que afetam a proporcao de
espermatozdides vivos apos a congelacdo-descongelagdo (Watson, 1995). Uma das grandes
metas da biotecnologia da reproducdo de peixes ¢ a de encontrar um bom diluente para a
criopreservacao do s€men.

Hafez (2004) sugere que um diluente deve ter as seguintes caracteristicas:
proporcionar nutrientes como fonte de energia; proteger os espermatozoides do efeito
maléfico do frio; proporcionar um meio tampao; manter a pressdo osmotica adequada; inibir o
crescimento bacteriano; aumentar o volume do ejaculado; proteger as células espermaticas
durante a congelacao.

Os diluentes para congelacdo devem possuir: uma sustancia organica que atue
como crioprotetor externo e que proteja as células contra o choque térmico que se produz ao
resfriar o sémen desde os 20°C aos 5°C: gema de ovo ou leite desnatado; uma fonte de
energia: glicose ou frutose; um componente tampao: citrato de sédio ou tris-hidroximetil-
aminometano (TRIS); um crioprotetor interno que proteja aos espermatozdides durante a
congelagdo: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol; acticares como a lactose e
rafinose, um antibiotico para prevenir o crescimento bacteriano: penicilina, estreptomicina ou
gentamicina.

Normalmente se utilizam dois tipos de diluentes, de refrigeracdo e de congelagao.
O diluente de refrigeragdo ndo contém crioprotetor ja que este, a temperatura ambiente, €
muito toxico para os espermatozoides.

Viveiros et al. (2000) estudando a criopreservacao de sémen de bagre africano

(Clarias gariepinus), usando 10% de metanol e 5% de DMSO testaram a melhor taxa de
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dilui¢do ap6s o descongelamento nas proporgdes de 1:20, 1:200 e 1:2000 antes da fertilizacao.
Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa em nivel de 5% entre as
médias de eclosdo entre espermatozoides congelados e frescos. Taxas de eclosdo mais altas
foram registradas para espermatozodides congelados e com 10% de metanol e em resfriamento
lentos de -2, -5 e -10°C/minuto para varias temperaturas numa faixa de -25 a -70°C antes de
congelar rapidamente. O protocolo que ofereceu um resultado mais significativo foi quando
os espermatozoides foram congelados nas condigdes de 10% de metanol com uma taxa de
resfriamento de -5°C por minuto em 5 minutos até -40°C para depois ser transferido para
nitrogénio liquido (NL) e descongelamento a 60°C por 8 segundos numa taxa de diluicao de
1:200.Neste protocolo ndo houve nenhuma diferenca significativa na taxa de eclosdo quando
comparado aos espermatozoéide fresco.

Com o objetivo de desenvolver um método de criopreservagdao de sémen de
Turbot (Scophthalmus maximus) e comparar as caracteristicas de motilidade espermatica,
estado metabolico e capacidade de fertilizacdo descongelado e fresco, Dreanno et al. (1997)
obtiveram os melhores resultados quando o sémen foi diluido numa propor¢do de 1:2 em
diluente de Mounib modificado complementado com 10% de BSA e 10% de DMSO. As
amostras de sémen diluidas foram envasados em palhetas distantes 6,5 cm da superficie do
nitrogénio liquido (NL), sendo entdo armazenadas em NL. As palhetas foram descongeladas
em banho-maria a 30°C durante 5 segundos. Uso deste método simples resultou em uma taxa
de 60 a 80% de reativagdo do espermatozoide descongelado. O processo de criopreservacao
diminuiu significativamente o conteido de ATP intracelular. A taxa de fertilizagdo de
espermatozdide congelado-descongelado foi significativamente menor que do espermatozoide
fresco, mas aumentou com a concentragdo do sémen. Embora a porcentagem de
espermatozdides moveis nas amostras de sémen congelado-descongelado fossem
significativamente menor que as do sémen fresco, a velocidade do espermatozoide e a taxa
respiratoria permaneceram inalteradas.

Em estudo realizado por Babiak et al. (1999) foi avaliado o efeito de gema de
ovo, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e metilxantina (cafeina e teofilina) em diluentes
para avaliar a eficiéncia da fertilizagdo na criopreservacdo de sémen de Esox [lucios. O
diluente consistia em 0,6 de sacarose acrescida de 15% de DMSO e gema de ovo ou LDL. Os
resultados mais efetivos foram de 77,3% de eclosdo de larvas contra 74,1% do grupo controle.
A presenga da cafeina na solucdo de descongelamento baixou a taxa de fertilizagao dos

espermatozdides criopreservados significativamente, considerando que a teofilina nao afetou
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estes resultados de maneira significativa. A adicdo de gema de ovo ndo alterou estes
resultados.

Em experimentos relativos a criopreservacdo de sémen de Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus L.), variedade Chitralada, com diferentes diluentes e solucdes
ativadoras pds-descongelamento, utilizando solugdes crioprotetoras contendo DMSO e
metanol nas concentracdes de 5, 10 e 15% respectivamente, os diluentes preparados com
combinagdes de DMSO, gema de ovo e metanol com leite em po, associado a glicose e agua
destilada mostraram-se igualmente adequados para o congelamento de s€émen desta espécie.
As proporg¢des de diluente:sémen satisfatorias foram 1:1; 1:4; 1:9 e podem ser utilizadas com
igual sucesso na ativagdo da motilidade espermatica do s€émen descongelado (Godinho et al.,
2003).

Babiak et al. (2001) estudaram os efeitos da composicao de diluentes e tempo de
equilibrio para a habilidade de fertilizagdo do espermatozoide criopreservado de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), observaram que o diluente Erdahl & Graham + 10% DMA (dimetil
acetamida + 10% gema de ovo e 0,3 M de glicose) apresentou as mais altas taxas de
fertilizagdo pos-descongelagdo, foram detectados neste estudo interagdes entre os
componentes do diluente e o equilibrio do sémen diluido, indicando o efeito multifatorial dos
componentes dos diluentes com relacdo a resisténcia dos espermatozdides contra os
criodanos, tanto para diluentes a base de DMA, como de DMSO (dimetil acetamida e dimetil
sufoxido) respectivamente. Cada fator foi testado separadamente, sendo comprovado que
estes produzem efeitos cumulativos.

Criopreservando sémen de peixe teledsteo da familia gadidae, o Burbot (Lota
lota) Lahnsteiner et al. (2002) obtiveram motilidades espermaticas médias de 46,6+8.0%,
contra 86,5+8.2% do sémen fresco (controle). A fertilidade observada foi de 78,1£2,7% no
sémen criopreservado e de 82,2+2,9% em sémen fresco, utilizando 10% de metanol, 1,5% de
glicose e 7% de gema de ovo em palhetas de 0,5 mL a uma distancia de 1 cm do nivel do
nitrogénio liquido (NL) e descongeladas em banho-maria a 25°C por 20 segundos. A
propor¢ao ovo:espermatozoide foi de 1:1,7 milhdes. A fertilizacdo com sémen criopreservado
ndo teve nenhuma influencia no desenvolvimento embrionario, bem como com os embrides
que pararam seu desenvolvimento e em relagdo as més formacdes embriondrias que eram
semelhantes ao sémen fresco.

M¢étodos de criopreservagdo rapida e estocagem de s€émen foram utilizados no

sémen fresco de Latris trumpeter a 18°C. O percentual de espermatozdides moveis declinou
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rapidamente de 80%, imediatamente apds a ativagdo com agua do mar, para menos de 2% em
nove minutos depois da ativacdo. A motilidade apos ativagdo do sémen fresco ndo diluido
estocado a 5°C foi mantida por dois dias e declinou marcadamente no oitavo dia, ficando
imovel apds a ativagdo. A motilidade pds-descongelacao foi alta para a diluicdo média de 1:5
(sémen :diluente). Apds a descongelacdo a motilidade espermatica foi similar a outros padrdes
de congelacdo rapida usando o DMSO como crioprotetor € com a osmolaridade da dgua do

mar em 300 mOsm/Kg (Ritar et al., 2000).

2.4.1 Diluentes a base de dgua de coco

A agua de coco (Cocus nucifera L.) ¢ uma solucdo acida, natural e estéril,
composta de sais, proteinas, acucares, vitaminas, gorduras neutras (Nunes & Combarnous,
1995), além de indutores da divisdo celular e eletrolitos diversos, que conferem densidade e
pH compativeis com o plasma sangiiineo, proporcionando, os nutrientes necessarios para
manter a sobrevivéncia e viabilidade de gametas masculinos e femininos criopreservados
(Blume & Marques Jr., 1994).

A 4gua de coco tem sido utilizada em biotecnologias da reprodu¢do animal, tendo
sido obtidos bons resultados com a utilizagdo da 4gua de coco na preservacao do sémen de
animais domésticos como caprinos (Salles, 1989), ovinos (Araujo, 1990), suinos (Toniolli &
Mesquita, 1990) e caninos (Montezuma Jr. et al., 1994).

Nunes (1986, 1987), avaliando o sémen caprino apds duas horas de incubagdo a
37°C, observou que tanto a motilidade individual progressiva (MIP) como a porcentagem de
espermatozdides méveis (PEM) eram superiores quando o s€émen se diluia em uma solucao
baseada em agua de coco, que quando se diluia em leite desnatado. A motilidade individual
progressiva dos espermatozdides diluidos em dgua de coco quando comparados aos diluidos
em leite glicosado foi superior ao final de duas horas de incubagdo (Nunes & Salgueiro,
1999).

Resultados similares foram obtidos ao se utilizar ambos os diluentes na
refrigeragdo de s€émen a 4°C e em seu uso para inseminagao artificial em cabras nas que se
haviam sincronizado o estro com tratamentos hormonais (Nunes, 1986). Com o uso da
inseminagdo artificial com sémen caprino diluido em agua de coco e refrigerado a 4°C foram

obtidas taxas de pari¢do superiores a 60% (Nunes, 1986).
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Freitas (1988) observou 55,6% de fémeas contra 44,4% de machos nascidos de
partos de cabras inseminadas com sémen diluido em dgua de coco. Salles (1989) inseminou
78 cabras com sémen resfriado a 4°C e diluido em agua de coco na forma in natura,
estabilizada e de gel, observando as respectivas taxas de parigdes: 63,15%, 87,50% e 92,59%.
Com relagdo a propor¢do sexual, foram obtidos valores de 83,33%, 76,00% e 67,89% de
fémeas nascidas, segundo a forma da agua de coco utilizada: in natura, estabilizada e de gel,
respectivamente.

Tratando de determinar a fracdo da agua de coco que atua sobre os
espermatozodides, Nunes et al. (1994) isolaram uma molécula pertencente ao grupo das
auxinas, o acido 3-indol-acético (IAA), que ativa o metabolismo dos espermatozdides. A
presenca do IAA pode variar com o estdgio de maturagdo e a espécie do fruto e influenciar
nos resultados in vitro e in vivo em sémen diluido em agua de coco (Nunes & Salgueiro,
1999).

A introducdo do IAA na composicdo dos diluentes convencionais do sémen de
diferentes espécies conferiu aos espermatozoides um aumento de motilidade, maior taxa de
fertilidade, além de permitir sua conservagdao durante periodos mais prolongados (Nunes ef
al., 1994).

Aratjo & Nunes (1991) avaliando o sémen caprino diluido e congelado em agua
de coco in natura com gema de ovo (10%) e sem gema, verificaram apds a descongelagdo que
a adi¢do da gema de ovo conferiu uma maior sobrevivéncia espermatica “in vitro”. Salgueiro
et al. (2005) avaliando o s€émen caprino diluido e congelado com agua de coco em pd com 2,5
% de gema de ovo e 7% de glicerol obtiveram média, apds cinco minutos de descongelacao,
quanto a porcentagem de espermatozoides moveis e motilidade individual progressiva de 33%
e 2,48, respectivamente.

A 4gua de coco foi utilizada como diluente de s€émen de carpa (Cyprinus carpio
L.) objetivando o prolongamento da motilidade espermética sendo comparada com a solug¢ao
de Alsever modificada (cloreto de sédio 4,2g; citrato sodio 5%; acido citrico 0,5g; dextrose
20,50g; 4gua destilada 1000 mL), ambos com a osmolaridade média de 150 mOsm/Kg, sendo
observado melhores resultados quando do uso da agua de coco (Carvalho et al., 2002).

Farias et al. (1999) utilizaram a 4agua de coco “in natura” em quatro diferentes
osmolaridades (100, 125, 150 e 300 mOsm/Kg) como diluente de sémen de tambaqui

(Colossoma macropomum CUVIER, 1818) em temperatura ambiente, observando que as
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osmolaridades de 125 e 150 mOsm/Kg aumentam a motilidade e sobrevivéncia espermatica,

em compara¢do com a agua “in natura” (dgua do tanque).

2.5 CRIOPROTETORES

Segundo Viveiros (2005) os crioprotetores que oferecem melhores resultados para
o sémen de peixes sdo: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA) e
metanol, mostrando elevadas taxas de motilidade pos-descogelacao e valores satisfatorios de
percentuais de fecundagao.

Fresneda et al. (2004), estudando a cahama branca (Piaractus brachypomos),
utilizaram como crioprotetor DMSO a 5% e Metanol a 8% em protocolos de congelamento
em peixes com e sem indu¢do hormonal, ndo encontrando resultados significativos em relagao
a fecundagdo de oOvulos, independentemente do tratamento. No entanto, os resultados
diferiram quando foi comparada a fertilizacdo e a eclosdo de larvas dependendo da fémea
utilizada.

Medena-Robles et al. (2005), estudando a taxa de congelacdo-descongelacao de
sémen de Brycon amazonicum, utilizando 10% de DMSO, acondicionado em palhetas de 0,25
ou 4,0 mL, e descongelado em banho-maria a 35°C, observaram maior motilidade e maiores
taxas de fertilidade naquele sémen que foi acondicionado em palhetas de 0,25 mL.

Navarro et al. (2004), utilizaram DMSO e Metanol nas concentragdes de 5, 10 e
15% para criopreservacdo de sémen de cachama blanca (Piaractus brachypomus), e
observaram que os tratamentos que melhor preservaram os espermatozoides foram aqueles
que utilizaram a concentragdo de 10% de crioprotetor (DMSO ou Metanol).

Fabbrocini et al. (2000) visando otimizar protocolos de congelacdo de
espermatozdides de “sea bream” (Sparus aurata) testaram cinco crioprotetores: dimetil
sulfoxido, etilenoglicol, propileno glicol, glicerol e metanol, em concentracdes entre 5 e 15%,
obtendo melhores resultados com o DMSO a 5% e com o propilenoglicol e o etileno glicol
ambos a 10%.

Estudando a possibilidade de estocagem a longo prazo (criopreservagdo em
nitrogénio liquido) do sémen de “ocean pout” (Macrozoarces americanus), peixe marinho de
fecundacgdo interna, e as mudangas na motilidade, estrutura do espermatozoéide e fertilidade
apos congelacdo-descongelacao, Yao et al. (2000) utilizaram quatro criprotetores, incluindo o

DMSO, e trés diluentes e concluiram que o DMSO a 10% resultou em 20 a 25% de
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espermatozdides moveis com fertilidade em ovos frescos de 33% contra 48 a 58% para o
sémen fresco.

Maria et al. (2006) desenvolveram protocolos para armazenamento de sémen de
piracanjuba (Brycon orbignyanus) a fresco, a 4°C e criopreservados a -196°C e observaram
que o metilglicol foi o crioprotetor mais efetivo quando comparado com o DMSO e o metanol
com relagdo a motilidade espermatica. J4 com relagdo a porcentagem de espermatozdides

vivos, ndo houve diferenga significativa entre os crioprotetores utilizados.

2.6 DANOS PRODUZIDOS AO ESPERMATOZOIDE PELA CRIOPRESERVACAO

Durante os processos de congelacdo-descongelacdo os espermatozoides sao
submetidos a condi¢des desfavoraveis como: desidratacao, mudangas da fase de transigao dos
fosfolipidios da membrana, efeito solugdo e formagao de gelo intracelular, (Parks & Graham,
1992).

A conseqiiéncia imediata destes processos ¢ a ruptura da membrana plasmatica
(Watson, 1995) devido aos estresses térmico, mecanico, quimico e osmotico exercidos sobre a
célula durante a congelagdo (Parks & Graham, 1992). O acrossoma também pode sofrer
mudangas estruturais e degenerativas, como ruptura da membrana acrossomal (Hafez, 1995).

O resfriamento deve ser suficientemente lento para minimizar a formagao de
cristais de gelo intracelular e o suficientemente rapido para tornar minimo o dano do “efeito
solucao” (Watson, 1995).

Os danos causados pela criopreservacao de sémen de peixe de dgua doce tém sido
relatados em varios estudos. Estdo relacionados com a fertilidade média de ovos, podendo
estar relacionados com outros fatores ainda nao determinados, como crio-injurias sub-letais
que poderiam afetar a funcionalidade e a viabilidade celular. A permeabilidade do
espermatozodide a diferentes periodos depois da dilui¢do em varios meios hiposméticos foi
estudada por Cabrita et al. (1998) que utilizaram trés crioprotetores (DMSO, DMA e metanol)
com adi¢do de gema de ovo. A gema de ovo proporcionou uma significativa protecdo a
membrana e prolongou a sobrevivéncia e a média da fertilizacdo. As amostras congeladas

com DMSO apresentaram melhores resultados.

2.7 ANALISE SEMINAL
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A agroindustria de peixes focaliza sua atividade na qualidade de ovo e larvas em
vez de dar mais atengdo ao sémen, embora, a qualidade de ambos os gametas possa afetar o
sucesso da fertilizagdo e a sobrevivéncia das larvas, em algumas espécies a qualidade pobre
do sémen pode ser um fator limitante ao cultivo, porém até mesmo quando o sucesso da
fertiliza¢do ¢ alto, existem diferencgas entre a qualidade de sémen entre os machos. Pools de
sémen sao utilizados para elevar os niveis de fecundagdo, no entanto, comprometem a
integridade genética das futuras populacdes. O manejo dos reprodutores durante a coleta e
armazenamento do sémen antes da fertilizagdo, ou os procedimentos de fertilizacao
dependeram sempre de avaliagdes subjetivas que, obviamente, diferem de observador para
observador, tornando a avaliagdo incorreta ou imprecisa. Para dirimir tais problemas, foram
desenvolvidos sistemas computadorizados de analise de sémen. Inicialmente utilizados em
mamiferos, mas recentemente tem desempenhado um papel importante dentro da aqiiicultura
(Rurangwa et al., 2004).

A avaliacao da motilidade espermatica e da morfologia sdo parametros essenciais
dentro do exame androldgico, importantes para o estabelecimento da correlacdo entre a
qualidade do sémen e a fertilidade. Anélises seminais computadorizadas (CASA) permitem
uma avaliacdo objetiva de diferentes caracteristicas da célula espermatica, tais como
movimento, velocidade e morfologia, embora alguns resultados interessantes ja tenham sido
obtidos, principalmente em humanos, muitas perguntas permanecem. O problema principal
esta relacionado a padronizacdo e a otimizacdo do equipamento e procedimentos. Os
instrumentos de analise computadorizada de sémen tém demonstrado niveis altos de precisao
e confianga, avaliando o sémen de diferentes espécies. A disponibilidade deles nos fornece
uma grande ferramenta para estudo objetivo da motilidade e morfologia espermaticas,
melhorando nosso conhecimento e habilidade em manipular o s€émen. Embora existam
diferentes maquinas de analise computadorizada de sémen, o sistema ¢ baseado em oOtica e
software utilizados em conjunto para a identificagdo do espermatozodide e reconstrucao de sua
trajetoria (Verstegen et al., 2002).

Em estudos de criopreservacdo de sémen de ciprinideos através de analise
espermatica computadorizada (CASA), o uso de 10% de DMSO e de 0,5% de glicina, com
um periodo de equilibrio do diluente menor ou igual a cinco minutos, distante do nitrogénio
liquido 4 a 5 cm e descongelado a 25°C por 15 a 45 segundos, resultou em 35 a 60% de

motilidade espermatica pos-descongelagdo (Lahnsteiner et al., 2000).
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A avaliacdo da qualidade seminal ¢ complementar ao exame clinico para estimar o
potencial de um macho, como um reprodutor e normalmente julga o volume, aspecto,
concentracdo, motilidade e morfologia espermatica (Rodriguez-Martinez, 2005).

As injurias causadas pela criopreservacdo sao prejudiciais ao transporte e
sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino (Salamon & Maxwell,
1995). Segundo Bailey et al. (2000), a capacitagdo espermatica induzida pela congelagdo
poderia produzir uma populacdo de espermatozoides apds a descongelagao com viabilidade
curta e ineficiente.

Apobs o processo de preservacao, as células espermaticas devem apresentar boa
motilidade e manter a integridade das membranas espermaticas para poder levar a cabo a
penetracao do ovocito (Royere, 1996). Ja qualquer falha inerente a fisiologia espermatica
poderia prejudicar sua capacidade de fertilizagdo do oocito como também de suportar o

desenvolvimento embrionario (Holt & Van Look, 2004).

2.8 SISTEMA DE ANALISE SEMINAL AUXILIADO POR COMPUTADOR (CASA)

O sistema de analise seminal auxiliado por computador (CASA) que inicialmente
foi desenvolvido para analisar a qualidade espermdtica em mamiferos e passaros, tem sido
recentemente utilizado para sémen de peixes. O CASA pode representar uma importante
ferramenta na agqiiicultura de forma a quantificar rapida e objetivamente os efeitos das
condigdes de criacdo e manipulacdo espermatica acerca da motilidade dos espermatozoides,
incrementando a capacidade fertilizante dos criatérios (Rurangwa et al., 2004).

Os CASA s30 a evolugcdo de multiplas fotomicrografias e técnicas de video-
micrografia do caminho percorrido pelos espermatozdides, utilizando um computador
equipado com um software de captura de imagens, ¢ do método de processamento e analise
dos mesmos (Boyer et al., 1989 citado por Rurangwa et al., 2004).

Embora o desenvolvimento das técnicas para avaliagdo da motilidade espermatica
tenham tido recentemente grande progresso, muitos avangos tém sido registrados em
mamiferos, incluindo o homem, em comparagdo com peixes e outros organismos aquaticos. O
sistema foi inicialmente desenvolvido para analisar a fertilidade masculina em laboratorios de
andrologia clinica, e foram depois aplicados em outras espécies de mamiferos (Hirano ef al.,

2001).
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A mensuracdo objetiva da motilidade espermatica de peixes foi primeiramente
reportada por Cosson et al. (1985) que utilizaram iluminagdo estromboscopica e cadmara de
video na analise da motilidade de espermatozéides de truta ativados. Somente durante os
ultimos anos os sistemas modernos de CASA foram adaptados para o estudo do
espermatozdide de peixes (Toth et al., 1995, 1997; Christ et al., 1996; Kime et al., 1996,
2001; Ravinder et al., 1997).

As diferencas na biologia dos espermatozoéides entre peixes € mamiferos podem
explicar o atraso na adequacdo das ferramentas para andlise da motilidade espermatica em
peixes. A introdu¢do do CASA no estudo da reproducdo de peixes primeiro transpds os
problemas espermadticos particulares como o curto periodo em que os espermatozoides se
mantém moveis apds a ativagdo e a alta freqii€ncia do batimento flagelar apds a ativagdo
(Billard & Cosson, 1992).

Com as analises subjetivas da motilidade de espermatozoides de peixes utilizadas
até recentemente, os diferentes componentes da motilidade espermatica e padrdes gerais nao
podiam ser identificados e determinados. A digitalizagdo computadorizada da cabega do
espermatozdide apds a captura de imagem através de microscopia de contraste de fase permite
uma mensuracdo acurada e confidvel dos parametros fisicos da motilidade espermatica. A
técnica tem permitido o estudo de componentes da motilidade de espermatozdides de carpa,
através da qual trés parametros distintos podem ser distinguidos (linear, circular e aleatorio)
(Ravinder et al., 1997).

Os sistemas CASA quantificam diferentes parametros de motilidade espermatica
de interesse, incluindo aqueles que ndo sdo observados subjetivamente. A avaliagdo da
motilidade espermatica utilizando a metodologia do CASA, além de ser rapida, permite
elaborar andlises de componentes desta motilidade. Entretanto, temperatura, tamanho e
concentracdo espermatica, assim como a velocidade, podem também afetar a qualidade dos
resultados e devem ser lavados em consideracdo no processo de calibragdo. O CASA tem
grande repetibilidade e fornece estimativas mais discriminadas da motilidade espermatica que
os procedimentos visual/microscopico subjetivos (Rurangwa et al., 2004).

Nos estudos da trajetéria do espermatozdide pelo CASA os parametros mais
importantes de velocidade sdo a velocidade curvilinear (VCL, a velocidade real ao longo da
trajetoria) e a velocidade em linha reta (VSL, a distancia em linha reta entre o ponto de inicio
e o final da trajetoria dividida pelo tempo despendido na mesma) (Ciereszko et al., 1996b;

Kime et al., 2001; Rurangwa et al., 2001, 2002; Jobling et al., 2002). Se a trajetoria ¢ uma
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linha reta, a VCL e a VSL sdo idénticas. A velocidade do caminho angular (VAP, a
velocidade ao longo de uma trajetoria corrigida) ¢ geralmente de pouca utilidade em peixes
desde que, ao contrario dos espermatozoides de mamiferos, a trajetoria € geralmente na forma
de curvas suaves, entdao a VAP e a VCL sdo idénticas, podendo o espermatozdide se mover
tri-direcionalmente no meio aquatico (Kime et al., 2001). Imediatamente apos a ativacao, os
espermatozodides de teledsteos geralmente se movem em trajetoria curvilinea tendendo a reta.
A motilidade percentual (MOT) e a concentragao de méveis (MOC) sdao bons indicadores do
numero de espermatozoides viaveis. A fertilidade dependerd entdo do numero de

espermatozdides moveis e de sua velocidade (Rurangwa et al., 2004).
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3 JUSTIFICATIVA

Diante da falta de dados sobre a biologia reprodutiva do macho do tambaqui
criado em cativeiro no nordeste do Brasil especificamente quanto as caracteristica seminais
faz-se necessario o estudo dos pardmetros seminais para dar suporte a trabalhos de reprodugao
assistida (criopreservacao e fertilizagao).

Uma vez que, a dgua de coco em pd tem sido usada com sucesso na conservagao
celular de varias espécies justifica-se a utilizagdo da mesma na espécie tambaqui no processo

de criopreservagdo do sémen.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Os espermatozoéides de tambaqui apds o congelamento e descongelamento em
meio contendo agua de coco em p6é mantém as qualidades seminais semelhantes ao sémen
fresco, sendo a 4gua de coco em pd um meio de criopreservacao de sémen desta espécie em

protocolos de congelacdo, igual ou superior aos meios tradicionais.
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5 OBJETIVOS

5.1 GERAL

Caracterizar o sémen do tambaqui e criopreserva-lo em diluente a base de dgua

de coco em p6 comparado-o com diluentes tradicionais.

5.2 ESPECIFICOS

e Avaliar as caracteristicas espermaticas do sémen de tambaqui com e sem
inducdo hormonal por um periodo de doze meses;

e Elaborar a curva de concentracao de espermatozéides do s€émen do tambaqui C.
macropomum CUVIER, 1818, com o uso de camara de Neubauer e
espectrofotometro;

e Avaliar os parametros cinéticos do sémen de tambaqui diluido em ACP-104 e
Ringer modificado ap6s 15 dias da congelacao, comparando as taxa de diluigdo
(1:3, 1:4, 1:5) e os crioprotetores (DMSO e Metilglicol), através de analise
computadorizada (SCA).
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6 CAPITULO 1

CARACTERISTICAS DO SEMEN DE TAMBAQUI (Colossoma macropomum) EM
LATITUDE EQUATORIAL

TAMBAQUI (Colossoma macropomum) SEMEN CHARACTERISTICS
ON EQUATORIAL LATITUD

Periodico: ARCHIVO DE ZOOTECNIA (Aceito em maio de 2010).
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RESUMO

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) ¢ uma espécie de teledsteo da bacia
amazonica e abundante naquela regido, de alto valor comercial e forte apelo culindrio e
esportivo sendo uma das principais espécies amazonicas com larga distribui¢do nos rios e nas
areas proximas a Manaus (Silva et al, 1984) Este trabalho teve por objetivo avaliar as
caracteristicas espermaticas do sémen de tambaqui com e sem indug¢do hormonal por um
periodo de doze meses. Utilizou-se 26 machos com idade média de trés anos, pertencentes ao
Centro de Pesquisas em Aqiiicultura (CPAq) do Departamento Nacional de Obras Contra as
Secas (DNOCS), devidamente identificados com chips magnéticos. Os animais foram
divididos em dois grupos: induzidos (I) e ndo induzidos (NI). Os animais do grupo I
receberam 2 mg de extrato de pituitaria de carpa (EPC™) por Kg de peso vivo (PV), via intra
celomatica. O sémen foi coletado apds 14 horas através de massagem abdominal. Os
parametros avaliados foram: volume, pH, osmolaridade e concentracdo espermatica. Os
peixes apresentaram peso médio de 5410 g, comprimento total de 68 cm e comprimento
padrao de 59,17 cm. Para os grupos I e NI foram observados respectivamente: volume médio
de 5,05 mL e 0,55 mL (p<0,05); pH médio de 8,21 e 8,09; osmolaridade média de 320,51 e
323 mOsm/Kg e concentracio espermatica média de 22,93 x 10° e 40,46 x 10° sptz/mL
(p<0,05). A producdo espermatica total foi de 115,79 x 10° sptz/mL no gruo I sendo de 22.25
x 10’sptz/mL no grupo NI. Nio houve diferenca significativa entre os valores obtidos de
osmolaridade e pH dos individuos induzidos e ndo induzidos. No entanto, a concentracao
espermatica e o volume no grupo induzido apresentaram valores significativamente superiores

(p <0,05) comparado aos individuos nao induzidos.

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: Reprodu¢do. Sémen. Peixes. Teledsteos. Nordeste do
Brasil.
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RESUMO

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) ¢ uma espécie de teledsteo da bacia
amazonica ¢ abundante naquela regido, de alto valor comercial e forte apelo culinario e
esportivo sendo uma das principais espécies amazonicas com larga distribui¢do nos rios e nas
areas proximas a Manaus (Silva et al, 1984) Este trabalho teve por objetivo avaliar as
caracteristicas espermaticas do sémen de tambaqui com e sem indu¢do hormonal por um
periodo de doze meses. Utilizou-se 26 machos com idade média de trés anos, pertencentes ao
Centro de Pesquisas em Aqiiicultura (CPAq) do Departamento Nacional de Obras Contra as
Secas (DNOCS), devidamente identificados com chips magnéticos. Os animais foram
divididos em dois grupos: induzidos (I) e ndo induzidos (NI). Os animais do grupo I
receberam 2 mg de extrato de pituitaria de carpa (EPC™) por Kg de peso vivo (PV), via intra
celomatica. O sémen foi coletado apds 14 horas através de massagem abdominal. Os
parametros avaliados foram: volume, pH, osmolaridade e concentracdo espermatica. Os
peixes apresentaram peso médio de 5410 g, comprimento total de 68 cm e comprimento
padrao de 59,17 cm. Para os grupos I e NI foram observados respectivamente: volume médio
de 5,05 mL e 0,55 mL (p<0,05); pH médio de 8,21 e 8,09; osmolaridade média de 320,51 e
323 mOsm/Kg e concentracio espermatica média de 22,93 x 10° e 40,46 x 10° sptz/mL
(p<0,05). A producio espermatica total foi de 115,79 x 10° sptz/mL no gruo I sendo de 22,25
x 10°sptzZmL no grupo NI Nio houve diferenca significativa entre os valores obtidos de
osmolaridade e pH dos individuos induzidos e ndo induzidos. No entanto, a concentracao
espermatica € o volume no grupo induzido apresentaram valores significativamente superiores
(p <0,05) comparado aos individuos ndo induzidos.

SUMMARY
The Amazonian fish known as tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818) is a type of
teleosteo and has high commercial value because of its meat quality and for recreational
fishing. Tambaqui is one of the major species in the Amazon basin and found in most rivers
and surroundings of Manaus city (Silva et al., 1984). The present study was carried out to
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evaluate sperm parameters from tambaqui, subjected or not to hormone treatment for a period
of 12 months. We used 26 males with three years of age, raised at the Aquaculture Research
Center of the National Department for Drought Control (DNOCS). Animals were identified
with magnetic chips and divided into two groups: controls (C NI) and hormone-treated (1),
which received 2 mg of carp pituitary extract (CPE")/Kg of body weight (via intra celomic).
Semen was collected 14 hours after hormonal induction and the following parameters
evaluated: volume, pH, osmolarity and sperm concentration. Fishes had body weight of 5410
g, with total length and standard length of 68 cm and 59.17 cm, respectively. In the case of
hormone-treated and control animals, we found the following criteria, respectively: semen
volume of 5.05 mL and 0.55 mL (p<0.05); pH of 8.21 and 8.09; osmolarity of 320.51 and 323
mOsm/Kg; sperm concentration of 22.93 x 10° and 40.46 x 10° sptz/mL (p<0,05). Total
sperm productions were quantified as 115.79 x 10° sperm/mL in treated fishes and 22.25 x
10°sperm/mL in the controls. We conclude that treatment of adult tambaqui with carp
pituitary extract increase semen volume but reduces sperm concentration while had no effect
on sperm osmolarity and pH.

INTRODUCAO

O tambaqui Colossoma macropomum, Cuvier (1818) - Characidae Characiforme,
originario da bacia amazodnica, encontra-se amplamente distribuido por seus rios e afluentes e
em areas proximas a Manaus. Em 1972, o Departamento Nacional de Obras Contra as Secas
(DNOCS) introduziu no Nordeste do Brasil 74 alevinos oriundos de Iquitos, Peru, que deram
inicio a colossomicultura no Ceard (Silva et al., 1984). A obtencdo da primeira desova
artificial foi em 1977, sendo entdo os alevinos distribuidos para todo o Nordeste. O periodo
reprodutivo desta espécie em ambiente nativo vai de setembro a fevereiro com desovas
ocorrendo entre os meses de setembro/outubro até janeiro/fevereiro (Villacorta-Correa &
Saint-Paul, 1999). Durante este periodo alimenta-se de frutos e sementes como fonte de
energia para o desenvolvimento e a maturacao gonadal, (Silva et al., 1999). Em cativeiro, sob
estresse de confinamento, o tambaqui perde a capacidade de se reproduzir naturalmente,
sendo necessaria a inducao a desova através da aplicagdo de hormonios gonadotroficos
exogenos. Diversos estudos tém avaliado o efeito de indutores hormonais sobre a capacidade
reprodutiva desta espécie (Silva et al., 1981; Ponzi Junior, 2003; Muniz, 2006).

Aspectos seminais tém sido divulgados para algumas espécies de peixes, no entanto,
quando se faz referéncia a efeitos da sazonalidade nas espécies reofilicas de dguas tropicais
sobre a qualidade espermatica estes dados sdo bastante escassos (Kavamoto et al., 1986;
Shimoda et al., 1999; Andrade-Talmelli ef al., 2001; Shimoda, 2004; Cruz-Casallas et al.,
2005) nao tendo evidencia de estudos que avaliem a qualidade seminal do tambaqui em
cativeiro e sua varia¢ao anual.

A qualidade do sémen ¢ fundamental para o processo reprodutivo, pois a contribui¢do
do macho para a eficiéncia reprodutiva e produtiva ¢ de grande importancia, uma vez que
além do aporte genético, neles pode se aplicar uma maior e mais rapida pressdao na selegdo.
Fatores como a concentracdo espermadtica, aspecto, ¢ volume do ejaculado, sdo de grande
significancia para o bom desempenho reprodutivo aliado as qualidades espermaticas como
velocidade progressiva e percentual de células vivas (Salgueiro & Nunes, 1999). Portanto,
este trabalho teve por objetivo avaliar as caracteristicas espermaticas do sémen do tambaqui
com e sem indu¢do hormonal por um periodo de doze meses.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no Centro de Pesquisas em Aqiiicultura (CPAq) do
DNOCS, no municipio de Pentecoste, Ceara, situando-se a 3°45°00” de latitude sul e
39°10°24” de longitude oeste, distante 82 Km da Capital Fortaleza, e no Nucleo Integrado de
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Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual do Ceara (UECE) em Fortaleza, Ceara, Brasil,
no periodo entre 2007 e 2008. Os animais foram mantidos em viveiros de terra de 350m’
abastecidos pela agua do agude Pereira de Miranda. A temperatura ambiental média foi de
26,8°C, com maxima de 34°C e minima de 20,6°C. O periodo de chuvas estendeu-se de
janeiro a junho e a pluviosidade média anual foi de 860 mm (FUNCEME, 2008).

Foram utilizados 26 machos da espécie Tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier,
1818), devidamente identificados através de chips, para evitar perdas dos dados, e agrupados
em pares (n = 13) e impares (n = 13), de acordo com o niimero do chip. Os animais aptos a
reprodu¢ao com idade média superior a trés anos foram selecionados, sendo em seguida
pesados (g) e medidos (cm). Receberam racdo comercial contendo 32% de proteina bruta com
base em 5% do peso vivo (PV) dividida em duas refei¢des diarias, as oito e as 16 horas.

Os animais selecionados receberam dose tnica em cada aplicacdo de extrato pituitario
de carpa comum (EPC) (Cyprinus carpio, 2mg/Kg PV), por via intra celomatica, na base da
nadadeira peitoral. Os animais foram submetidos a um regime de rodizio de maneira que em
cada més um grupo tinha o s€émen coletado apds indu¢ao com EPC (I) enquanto que o outro
grupo tinha o s€émen coletado sem indugao (NI). Deste modo, todos os animais recebiam EPC
a cada 60 dias. Os animais impares foram induzidos nos meses de abril, junho, agosto,
outubro e dezembro de 2007 e fevereiro e abril de 2008, ja os animais pares foram induzidos
nos meses de maio, julho, setembro e novembro de 2007 e janeiro e margo de 2008. Os dados
médios do grupo I sdo referentes aos animais com numeragao par e impar, da mesma forma
que o grupo NI

Durante a coleta os animais foram submetidos a anestesia com solugdo a base de 6leo de
cravo (Unido Vegetal Suplementos Nutricionais Ltda), usado como se segue: 1 mL do 6leo de
cravo diluido em 10 mL de 4lcool absoluto e 1 mL desta solu¢cao mae foi diluida em 1000 mL
de agua obtendo uma diluicao final 1:10.000. Cada animal foi individualmente mergulhado
no tanque para anestesia com capacidade de 70 litros, contendo a solucdo anestésica por
aproximadamente 2 minutos, até que fosse detectado o sintoma principal da perda de
equilibrio (ventre voltado para cima). Atingindo este estado, o peixe era imediatamente
retirado do tanque e submetido a coleta de s€émen, mensuragdo do comprimento e pesagem.
Apos estes procedimentos o mesmo era devolvido ao tanque de manuseio para se recuperar
totalmente da anestesia.

As coletas de s€émen foram realizadas apos 14 horas da indu¢ao hormonal. Cada animal
foi contido em decubito dorsal e envolto em pano Umido sobre os olhos para facilitar
conten¢do. O orificio genital foi enxuto com papel toalha, ¢ uma pressdo abdominal foi
realizada no sentido antero-posterior conforme método adotado rotineiramente pelo DNOCS.
O sémen liberado em aliquotas foi coletado em tubos de polipropileno de 1,5 mL graduados.
Logo apos, foi aferido o volume (mL) e o pH (0-14; mediante uso de fitas reagentes).
Aliquotas de 1 pL foram retiradas e diluidas em 4000 pL de solucdo salina formolizada a 1%
para contagem de espermatozdides em Camara de Neubauer e 100 uL para leitura da
osmolaridade (mOsm/Kg) (Osmometer Automatic, Roebling, Alemanha). Para avaliar o
percentual de espermatozdides moveis, uma aliquota de sémen de 2 pL foi diluida em 50 pL
de dgua do agude e uma estimativa subjetiva da motilidade foi realizada em microscopio 6tico
em aumento de 100 x, considerando-se como 0 (zero) nenhum espermatozédide moével e 100
(cem) todos espermatozoides moveis. As amostras foram identificadas e conservadas em
1sopor com gelo em escamas a uma temperatura de = 5°C para o transporte até o Laboratdrio
do Nucleo Integrado de Biotecnologia da UECE.

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As médias apresentadas
com intervalo de confianca de 95% foram testadas através de analise de variancia em duas
vias para verificar a diferenga entre os animais dos grupos induzido e nao induzido. O teste de
Tukey foi utilizado para comparar as médias entre os tratamentos (p>0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios para os parametros de volume, pH, concentragdo espermatica e
osmolaridade dos grupos induzidos (I) e ndo induzidos (NI) encontram-se na Tabela I. Para
melhor compreensao dos dados, os animais quando induzidos com EPC foram referenciados
como grupo (I) enquanto que, os animais quando ndo sofreram inducgdo foram referenciados
(NI) Os animais do grupo I apresentaram um peso médio de 5.410 = 289¢g, comprimento total
de 68 £ 1,8 cm e comprimento padrio de 59,17 + 1,80 cm, enquanto no grupo NI
apresentaram peso médio de 5.452,00 + 339 g, comprimento total de 68,00 = 2,39 cm e
comprimento padrao de 59,00 = 2,03 cm. Foi observada concentragcdo espermatica média de
22,66 + 9,7 x 10° sptz/mL para o grupo I e 40,46 + 18,13 sptz/mL para o grupo NI, como
mostra a Tabela I. A menor concentracdo espermatica registrada para o grupo I foi de 9,12 x
10° sptz/mL no més de janeiro de 2008, enquanto a maior foi 44,04x10° sptz/mL no més de
maio de 2007 (Grafico 1B). O grupo NI diferiu significativamente (p<0,05) do grupo I
apresentando concentracdo média de 40,46 + 18,13 x10° sptz/mL em relagdo a variacao
mensal A concentragdo espermatica minima observada ocorreu em novembro de 2007 (18,12
x 10° sptz/mL) e a maxima em dezembro de 2007 (73,42 x 10° sptz/mL) (p<0,5), coincidindo
com baixo volume seminal. A producdo total de espermatozoéides do grupo I foi de 115,79 x
10° sptz/individuo e do grupo NI foi de 22,25 x 10°sptz/individuo.

O volume seminal médio foi de 5,05 + 2,08 mL no grupo I e 0,55+0,52 mL no grupo
NI. O maior volume de sémen observado para o grupo I ocorreu em novembro de 2007, assim
como a menor concentragdo espermatica; entretanto, foi também observada no més de janeiro
de 2008, mostrando uma grande variagao no volume seminal neste grupo durante aos meses
do ano. Viveiros & Godinho (2009) mencionam o volume seminal como um fator importante
no processo reprodutivo e que tanto em espécies migratorias na época de reproducao quanto
em animais induzidos com hormonio ¢ bastante varidvel, e a concentragdo espermatica varia
de 10,9 a 69,9 x 10° sptz/mL, (L. obtusidens e R. quelen), respectivamente. Os valores médios
de pH foram de 8,17 £+ 0,38 para o grupo I e 8,06 £ 0,22 para o grupo NI; e osmolaridade de
319 £ 13 a 313 £ 20 mOsml/Kg para nos grupos I e NI, respectivamente.

Os resultados deste trabalho mostram que houve variacao entre os meses do ano durante
o estudo, no entanto, tal fato ndo inviabiliza a utilizagdo do sémen desta espécie durante todo
o ano, especialmente sob inducao hormonal. Esta variagdo foi especialmente observada no
parametro volume seminal, tendo reflexo direto sobre a concentragdo espermatica.

Segundo Taitson & Godinho (2003) ha uma grande variagdo nos dados de concentragao
espermadtica em peixes em geral, parecendo ser uma influéncia espécie-especifica, havendo
também grandes diferencas individuais, acarretando informagdes diferenciadas dentro da
mesma espécie. Observa-se, para peixes de agua doce, uma variagdo de 1,33 mL (com
Leporinus elongatus; Taitson & Godinho, 2003 ) e 1,0 mL (Viveiros & Godinho, 2009) a 14,5
mL em Brycon orbignyanus, (Viveiros & Godinho, 2009) no volume seminal coletado
inclusive com indugdo hormonal (Ciereszko & Dabrowskib, 1993; Andrade-Talmelli et al.,
2001; Taitson & Godinho, 2003; Akos et al., 2003; Fresneda et al., 2004; Bombardelli et al.,
2006; Viveiros et al., 2008). Menezes et al. (2008) obtiveram concentragdes espermaticas de
tambaqui C. macropomum de 35 x 10° sptz/mL apés indugdo com 1 mg/kg de solugio com
hipoéfise de carpa C. carpio.

Farias et al. (1999) estudando o volume seminal de tambaqui C. macropomum,
induzidos com GnRH (100 pg/Kg/PV), encontraram volume seminal de 5,0 £ 1,2 mL,
resultado semelhante ao do presente estudo no grupo I de tambaqui utilizando 2
mg/ECP/kg/PV que obteve média de 5,05 £2,00 mL. Entretanto, os resultados destes autores,
quando se compara os dados em peixes nao induzidos hormonalmente, observam-se valores
médios superiores de volume seminal (2,0 + 0,8 mL versus 0,55 £ 0,5 mL).
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Variagdo da concentracdo espermatica também ¢ observada entre as espécies,
encontrando-se relatos de concentracdo minima, em peixe de agua doce, de 1,97 x 10°
sptz/mL (Rhamdia quelen; Bombardelli et al., 2006) e maxima de 41,58 x 10° sptz/mL (Perca
Jlavescens; Ciereszko & Dabrowskib, 1993). Farias et al. (1999) e Menezes et al. (2008)
obtiveram com tambaqui concentra¢des espermaticas da ordem de 35 x 10° sptz/mL e Folgli
da Silveira et al. (1990) citado por Viveiros & Godinho (2009) obtiveram concentracdes de
23,3 x 10’ sptzZmL em P. mesopotamicus. No presente trabalho, encontrou-se variagdo média
mensal de 9,12 a 73,42 x 10° sptz/mL, demonstrando que h4 diferengas significativas na
concentracdo ndo sO entre espécies, mas também individuais, dentro da mesma espécie.
Observou-se ainda que com a indu¢do hormonal ocorre diminui¢do da concentragdo
espermatica (22,93 x 10° vs. 40,46 x 10’ sptz/mL nos grupos I e NI, respectivamente), porém
ha um aumento significativo no volume seminal coletado (5,05 vs. 0,55 mL nos grupos I e NI,
respectivamente) o que contribui positivamente para o manuseio do sémen em reprodugao
assistida. Vale ressaltar que os valores encontrados neste estudo sdo inferiores aos de
Menezes (2003) que também trabalharam com tambaqui (induzido com ECP 1 mg/Kg/PV)
onde encontram concentragdo espermatica média de 35 x 10° sptz/mL e volume variando de 6
al2mL.

O pH do sémen de peixes dgua doce varia de 6,5 a 8,5, segundo Tabares et al. (2005),
portanto, os dados encontrados para tambaqui (8,21 £ 0,3 e 8,09 £ 0,26 nos grupos I e NI,
respectivamente) estdo de acordo com esta assertiva.

De acordo com Morisawa & Susuki (1980) a osmolaridade do sémen de peixes
apresenta-se em torno de 300 mOsm/Kg, corroborando com os dados encontrados neste
estudo para tambaqui (276 a 342 mOsm/Kg). A variabilidade apresentada neste parametro
parece ter relacdo com caracteristicas individual e espécie-especificas, pois as mesmas
também foram encontradas em trabalhos com ciprinideos (254 a 346 mOsm/Kg; Alavi &
Cosson, 2006) e salmonideos (232 a 322 mOsm/Kg; Alavi & Casson, 2006). No presente
estudo foi observada osmolaridade média para tambaqui induzido hormonalmente (2
mg/ECP/Kg/PV) de 320,51 mOsm/Kg, superior ao encontrado por Farias et al. (1999) com
tambaqui (induzido com GnRH: 100 pg/Kg/PV) que foi de 274 mOsm/Kg.

O conhecimento da osmolaridade média do sémen de peixe teledsteos, como no caso o
tambaqui, ¢ de extrema importancia na reprodugdo assistida, uma vez que seus
espermatozodides permanecem quiescentes na osmolaridade do plasma seminal, fator critico
aos espermatozoéides que, apos a ativagdo, tem uma viabilidade média de aproximadamente 2
minutos. Dentre os fatores que ocasionam a ativacao da motilidade espermatica esta o choque
osmodtico que os mesmos sofrem ao encontrarem na agua doce (meio hipotdnico; 4
mOsm/Kg) ou salgada (meio hipertonico, 1.000 mOsm/Kg), no caso de teledsteos marinhos
(Alavi & Cosson, 2006).

CONCLUSOES

A indugdo hormonal € necessaria para garantir a quantidade de parametros seminais
para o processo de reproducdo do tambaqui C. macropomum Cuvier, 1818. A concentracao
espermatica entre os animais induzidos € menor que as dos nao induzidos, porém, a diferenca
ndo compromete o processo reprodutivo, pois o volume compensa a diferenca de
concentracdo. Foi comprovado que o intervalo de dois meses ¢ suficiente para permitir o
repouso necessario entre as indugdes hormonais. Osmolaridade e pH nos dois grupos,
induzidos e nao induzidos, mantém-se nos limites aceitaveis para as espécies de agua doce em
condi¢cdes edafoclimaticas equatoriais de Pentecoste-Ceara durante todo o ano.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo dos parametros seminais do tambaqui C. macropomum nos
grupos induzido (I) e ndo induzido (NI) hormonalmente com 2 mg/ECP/Kg/PV,
Pentecoste, Cearda, Brasil. [Mean and standard desviation of tambaqui C.
macropomum seminal parameters into hormonally induced (I) and no-induced (NI)
groups with 2 mg/ECP/Kg/AW, Pentecoste, Ceard, Brazil]

Parametros Induzidos Nao induzidos
Volume (mL) 5,05 £2,00° 0,55+ 0,50
pH (0-14) 821+0,39° 8,09 = 026"
Osmolaridade (mOsm/Kg) 320,51 £+ 14,58 313,40 +£27,20°
Concentragio (x10° sptz/mL) 22,93 +9,79° 40,46+18,31"
Concentragio total sptz/més (x10° sptz/mL) 115,79 x 10™ 22,25 x 107

Letras diferentes entre colunas (p<0,05)
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Grafico 1. Parametros seminais do tambaqui C. macropomum nos grupos induzido (I) e

ndo induzido (NI) hormonalmente com 2 mg/ECP/Kg/PV no periodo de abril
de 2007 a abril de 2008, em Pentecoste, Ceard, Brasil quanto a: (A)
Osmolaridade, (B) Concentragdo espermatica, (C) Volume seminal e (D) pH.
[Tambaqui C. macropomum seminal parameters into hormonally induced (I)
and no-induced (NI) groups with 2 mg/ECP/Kg/AW during the period
between April 2007 to April 2008, at Pentecoste, Ceard, Brazil related to: (A)
Osmolarity, (B) Spermatic concentration, (C) Seminal volume, and (D) pH].
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7 CAPITULO 2

CURVA DE CONCENTRACAO DE ESPERMATOZOIDES DE TAMBAQUI

SPERM CONCENTRATION CURVE OF TAMBAQUI
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Curva de concentracio de espermatozoides de Tambaqui

Sperm concentration curve of Tambaqui
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Audalia Marques de Carvalhol, Liliane Veras LeiteI, Cristiane Clemente de Mello
Salgueiro ! Felipe Silva Maciel', Arlindo de Alencar Araripe Moura 2" José Ferreira

Nunes '

RESUMO

A elaboragdo de uma curva de concentragdo de espermatozoides teve como
finalidade auxiliar no manejo produtivo de machos de tambaqui durante a fertilizagdo
artificial. Foram utilizados vinte e seis (26) exemplares com idade média de trés anos
pertencentes ao plantel do Centro de Pesquisas em Agqiiicultura — CPAq. do Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas — DNOCS no Estado do Ceara-Brasil. Os animais
receberam dose unica de extrato pituitdrio de carpa (EPC; 2mg/kg de peso vivo, intra
celomatico). O sémen foi coletado 14 horas apds a indu¢do hormonal. A concentragdo de
espermatozdides foi determinada em camara de Neubauer e em espectrofotometro (540nm)
em amostras individuais numa dilui¢dao prévia de 1:4000 (s€men: diluente). A concentracao
variou de 11,40 a 67,20x1095ptz/mL. O grau de transmitancia variou de 95% a 63% para as
menores € maiores concentragdes respectivamente. A curva de concentracdo espermatica do
tambaqui ao longo do ano revelou que os animais podem ser induzidos a cada dois meses sem

prejuizos na producdo de sémen (5,05£2,0mL). A diluicdo seminal por efeito da indugdo

! Universidade Estadual do Cear4, Nicleo Integrado de Biotecnologia — NIB, Av Paranjana, 1700-Campus do
Itaperi, CEP: 60.740-000, Fortaleza-CE, Brasil. E-mail: ascensaof(@bol.com.br
% Universidade Federal do Ceara , Av Humberto Monte, 2977, Campus do PICI-UFC
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hormonal ainda apresenta elevada concentracdo espermatica podendo ser distribuido em doses
inseminantes ¢ melhor aproveitado durante os procedimentos de fertilizagdo artificial. Deste
modo, estudos utilizando a curva de concentracdo de espermatozoides para facilitar e agilizar
a definicao das doses inseminantes com sémen diluido a fresco ou criopreservado deverao ser

realizados.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, reproducao, sémen, espectrofotometria.

ABSTRACT

The sperm concentration curve had the purpose to help the productive management
of tambaqui males during artificial fertilization. Twenty-six (26) mature males with three
years old were used. The animals were kept on facilities of Research Center of Aquaculture
belonged to National Department of Works Against the Droughts - DNOCS a public company
in the Ceara State-Brazil. A single dose of carp pituitary extract (CPE; 2mg/kg of body
weight, intra celomic cavity) was administrated to animals. The sperm was collected 14 hours
after hormonal induction. The spermatozoa concentration) in individual samples was
determined in Neubauer chamber and in spectrophotometer (540nm) prior a dilution of
1:4000 (semen: extender). The sperm concentration varied of 11.40 to 67.20x1095ptz/mL.
The transmittance range varied of 95% to 63% for the lower and bigger concentrations
respectively. The concentration curve analysis of tambaqui sperm during one year of study
revealed that the animals can be hormonal induced each two months without damages in the
output of semen (5,05£2,0mL). The sperm dilution by effect of the hormonal induction still
presents elevated sperm concentration, and in this way it should be better exploit during of

procedures of artificial fertilization. In this way, studies utilizing the sperm concentration
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curve for facile and quick definition of the sperm:egg ratio with fresh or cryopreserved sperm

should be carried out.

Key Words: Colossoma macropomum, reproduction, semen, spectrophotometry.

INTRODUCAO

A concentracdo de espermatozoéides, o volume e a motilidade t€m sido utilizados
como critérios de qualidade do sémen e bons indicadores da capacidade fertilizante. Neste
sentido estudos sobre a qualidade seminal em diversas espécies de aguas tropicais t€m sido
realizados especialmente pds inducdo hormonal (CRUZ-CASALLAS et al., 2005;
ANDRADE-TALMELLI, et al., 2001; SHIMODA et al., 1999). Porém na literatura nao
foram localizados trabalhos que caracterizem e avaliem a qualidade seminal do tambaqui em
cativeiro apos indu¢ao hormonal, notadamente em relagdo a concentragdo espermatica.

A concentragdo espermatica tem sido um dos parametros mais avaliados e pode ser
estimada através de trés métodos: 1) contagem em cdmara hematimétrica, entretanto mesmo
sendo um método mais preciso ¢ mais demorado e menos pratico para uso no momento da
criopreservacdo e fertilizacdo artificial exigindo um manejo répido entre a coleta e a
manipulacdo do sémen (CRUZ-CASALLAS et al., 2007; DONG et al., 2005;); 2) Leitura do
espermatocrito que embora muito rapido e pratico algumas vezes ndo apresenta correlagdes
lineares com a concentragdo espermadtica obtida em camara hematimétrica ou com a
densidade otica (SHIMODA et., 2007; CRUZ-CASALLAS et al., 2006) e 3) através da
densidade otica medida por espectrofotometria, o qual necessita de uma calibragdo inicial com
a leitura em camara hematimétrica. Este método vem sendo amplamente utilizado na

criopreservacdo de sémen de animais de producdo ja que facilita a determinagdo répida das
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concentracdoes a serem estabelecidas por palheta (CIERESZKO & DABROWSKI, 1993;
SUQUET et al., 1992; BILLARD et al.,1971).

A concentragdo espermatica pode ser utilizada para determinar o volume operativo
de sémen, principalmente com sémen congelado e descongelado a fim de identificar sua
possivel variagdo em relagcdo as doses utilizadas (DUMONT, 2002). Pode ainda identificar
variacdes entre machos quanto a producdo espermatica em relagdo ao periodo reprodutivo
(MYLONAS et al., 2003; KAVAMOTO et al., 1997) ou em relacdo a animais selvagens e
aqueles mantidos em cativeiro ou recondicionados (FERREIRA et al.,, 2001; POOLE &
DILLIANE, 1998). Além disso, o exame anual da concentragdo espermatica pode avaliar o
numero e o intervalo de vezes que um mesmo macho sob indugdo hormonal podera ser
utilizado (KAVAMOTO et al., 1997).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi elaborar a curva de concentragdo
espermatica do Tambaqui através das leituras em espectrofotometro correlacionando-os com

as concentragdes determinadas pela contagem em camara de Neubauer.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro de Pesquisas em Agqiiicultura (CPAq) do
DNOCS em Pentecoste, Ceara, Brasil, nos anos de 2007 a 2008. O Centro situa-se a 3°45°00”
de latitude sul e 39°10°24” de longitude oeste e localiza-se a 82km de Fortaleza. A
temperatura média ambiental foi de 26,8°C com maxima de 34°C e minima de 20,6°C. O
periodo de chuvas estendeu-se de janeiro a junho e a pluviosidade média anual foi de 860mm
(FUNCEME, 2008).

Vinte e seis (n=26) machos com idade média superior a trés anos (peso médio

5431,00£29,70g; comprimento médio: 68,00+0,00cm) foram selecionados pela emissdo de
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sémen. Os animais identificados com chips eletronicos formando dois grupos (Grupo I=
animais induzidos, Grupo NI animais nao induzidos) foram mantidos em dois viveiros de
terra de 350m” Diariamente recebiam ragdo comercial contendo 32% de proteina bruta
fornecida numa taxa de 5% do peso vivo, dividida em duas refei¢des diarias, conforme
procedimento rotineiro de manejo no centro.

Mensalmente um grupo foi induzido hormonalmente (Grupo I) enquanto o outro
permaneceu sem inducao hormonal (grupo NI). Desta maneira, cada grupo induzido recebeu
dose unica de extrato pituitario de carpa comum (Cyprinus carpio) (EPC 2mg/Kg de peso
vivo), por via intra celomadtica, na base da nadadeira peitoral em intervalo de 60 dias. Cada
grupo foi induzido seis vezes, sendo realizadas doze coletas no total.

A coleta de sémen foi realizada apds 14 horas da indu¢ao hormonal. Antes da coleta
cada animal foi submetido individualmente a sedacdo com solu¢ao a base de 6leo de cravo
puro (Unido Vegetal Suplementos Nutricionais LTDA), usado da seguinte maneira: 1mL do
6leo de cravo foi diluido em 10mL de alcool absoluto e ImL desta solugdo mae foi diluida em
1000mL de 4gua. Cada animal foi individualmente mergulhado no tanque por
aproximadamente 2 minutos quando detectava-se o sintoma principal da perda de equilibrio
(ventre voltado para cima). Atingindo este estado de sedacdo era imediatamente retirado do
tanque e submetido a coleta de s€émen, medidos, pesados e devolvidos ao tanque de manuseio
vindo a se recuperar totalmente da anestesia ap6s 15 minutos (ROUBACH et al. .2005).

Durante a coleta cada animal mantido em dectbito dorsal sobre esponja densidade
D-33 e envolto em pano tmido sobre os olhos e na regido caudal para facilitar sua contengao
e evitar perda de escamas. Papel toalha foi utilizado para limpeza do orificio genital a fim de
eliminar dgua, sangue, fezes ou urina. Uma pressdo abdominal foi realizada no sentido antero-
posterior conforme método adotado rotineiramente pelo DNOCS (FONTENELE, 1981). O

sémen liberado em aliquotas foi coletado em tubos de polietileno graduados para aferi¢cdo do
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volume, conservadas sobre gelo em escamas, e transportadas em isopor a uma temperatura de
+5°C até o Laboratorio de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino (LTSCO), em Fortaleza,
tendo a viagem a duragdo média de uma hora.

Para a contagem dos espermatozoides o sémen foi diluido em solugdo salina
fisiologica formolizada a 1% na propor¢do de 1:4000 (1pl sémen: 4ml do diluente). Desta
diluicdo 20ul foram depositados em camara de Neubauer sob microscopio com contraste de
fase em objetiva de 40x. As contagens foram realizadas em cinco quadrados nos dois reticulos
apos 15 minutos de sedimentacao da amostra, sendo realizadas trés repeticdes por amostra. Os
valores que diferiam de 10% foram descartados e uma nova leitura realizada. As médias do
namero de células contadas nos dois reticulos foram multiplicadas pelo fator 200 x 10°.

Ap6s homogeneizagao da mistura sémen:diluente, na mesma proporg¢ao anterior, uma
aliquota de 4mL da amostra foi colocada em cubeta de cristal e colocada no
espectrofotometro. De cada amostra trés leituras foram realizadas em transmitancia (T) com
um comprimento de onda de A=540nm. O equipamento foi calibrado com a solu¢do formol-
salina a 1% para 100% de transmitancia. Os dados foram agrupados como média + erro
padrao, submetidos a andlise estatistica e usados para a elabora¢ao da curva. Os dados de
transmitancia foram transformados (2-log) e entdo submetidos a andlise de correlacao linear
de Pearson com probabilidade de erro de 5%, juntamente com os dados de concentracao

espermatica obtidos pela contagem na camara de Neubauer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentaram um peso médio de 5.431,00+£29,70g, comprimento total de
68,00 = 0,00cm e comprimento padrao de 59,00+0,00cm. O volume seminal e a concentragao

espermatica ao longo de um ano de estudo foi 5,05+2,08mL e 22,66 i9,7x109sptz/mL
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respectivamente para o grupo I, enquanto no grupo NI o volume seminal foi 0,55+0,52mL e a
concentracio foi 40,46+18,13x10°sptz/mL respectivamente. Verificou-se assim um aumento
no volume seminal e uma redu¢do na concentracdo espermatica quando se utilizou a indugao
hormonal com extrato hipofisario aumentando a disponibilidade de sémen. Este dados
coincidem com os resultados de STREIT JUNIOR et al., (2008) que ao induzirem o dourado
Salminus maxillosus com extrato hipofisario de carpa verificaram um aumento no volume do
sémen com conseqiiente redugdo da concentracao espermatica devido a diluigdo seminal. Esta
diluicao seminal em espécies de elevada concentracdo espermatica como o tambaqui favorece
a divisao do sémen em doses inseminantes. Entretanto no caso do presente experimento a
redugdo na concentragdo foi de quase 50%, necessitando ser avaliada em relagdo ao potencial
fertilizante das doses a serem utilizadas.

Os resultados aqui encontrados foram semelhante aos de FARIAS et al. (1999)
quando trabalharam com o tambaqui (22,9+9.8x10° e 22,9+9,7x10°sptz/mL, respectivamente),
oriundos do mesmo Centro de Pesquisas e aos dados de FRESNEDA et al., (2004)
(30x10°sptz/mL) para o caracideo Piaractus brachipomus cultivado na Coldmbia, parental
do tambaqui. Entretanto foi inferior aos 43,7x109sptz/mL obtidos por (VELASQUEZ-
MEDINA, 2008) e 55,5x1,4sptzzmL (NASCIMENTO, 2008) para a Pirapitinga (P.
brachipomus) cultivada em Pentecoste-Ceara e induzidas com EPC na mesma dose utilizada
para o tambaqui. Estas variagdes nas concentragdes dentro de um mesmo género ou espécie
podem estar relacionadas a época do ano (ARAL et al., 2007; WANG & CRIM, 1997), peso
do animal (OLIVEIRA et al., 2007; SHIMODA et al., 2007) e aspecto nutricional (SALARO
et al.,1999). Além disso, a qualidade de 4gua também influencia na producdo espermatica, se
esta apresentar elevada contaminacao por metais pesados (KIME et al., 1996) ou disruptores

endocrinos como octilfenol (RASMUSSEN & KORSGAARD, 2004; KIME & NASH 1999).
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Foi observada uma correlagdo linear e inversa entre a concentracao espermatica em
camara de Neubauer e a transmitancia em 540nm (Figural) com um coeficiente de
determinagao R2=0,9656, altamente significativo, obedecendo assim a lei de Lambert-Beer.
Através dessa lei, intensidades da radiagcdo incidente e emergente podem ser relacionadas com
as concentragdes de material presente na solugio (ARAUJO, 2007; SKOOG et al., 2002). A
relacdo linear entre densidade 6tica e densidade espermatica oferece um método rapido para
estimativa do numero de espermatozoides no sémen (CIERESZKO & DABROSWKI, 1993) e
de acordo com estes mesmos autores a lincaridades das correlagdes entre densidade otica e
densidade espermatica oferece um bom coeficiente de correlagcdo (r=1) em comprimentos de
onda entre 400 a 700nm, entretanto a acuracia das determinacdes sofre influéncia de fatores
como tipo de camera hematimétrica utilizada (CHRISTENSEN et al., 2005), e da experiéncia

do observador (BJIORNDAHL et al., 2004) .

CONCLUSAO

A curva de concentragdo obtida a partir de animais induzidos a cada dois meses
demonstra que a qualidade e a quantidade sémen produzida ¢ suficiente para permitir a
divisdo em doses inseminantes, o que favorece o melhor uso dos reprodutores devendo por
isso ser aplicada nos trabalhos de fertilizacdo assistida.

A dilui¢do de 1:4000 para leitura em espectrofotdometro permite a determinagdo da
concentragdo mesmo em animais de elevada concentracdo de espermatozdides por mL.
Estudos para a defini¢do da melhor propor¢do espermatozoides:ovo com sémen a fresco ou
criopreservado deverdo ser realizados utilizando esta curva como suporte aos trabalhos de

fertilizagdo assistida do tambaqui em cativeiro.
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A utiliza¢do desta curva ¢ de seus dados em tabela introduz informag¢des de ordem
pratica necessarias para um manejo mais eficiente do s€émen seja fresco ou congelado durante

trabalhos de fertilizagao artificial.
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Tabela 1 - Percentual de transmitincia (%T) obtido no espectrofotometro (A = 540nm) e a
concentracdo espermatica (sptzzmL em Nx10°), obtida por contagem em cimara de Neubauer,

de tambaqui em cativeiro, sob indu¢do hormonal de EPC:(2 mg/kg).

%T sptzmL %T sptzzmL %T sptzzmL %T sptzzmL % T sptz/mL

0 198,18 20 158,62 40 119,05 60 79,49 80 39,92
1 196,20 21 156,64 41 117,07 61 77,51 81 37,94
2 194,22 22 154,66 42 115,09 62 75,53 82 35,96
3 192,25 23 152,8668 43 113,12 63 73,55 83 33,99
4 190,27 24 150,70 44 111,14 64 71,57 84 32,01
5 188,29 25 148,72 45 109,16 65 69,59 85 30,03
6 186,31 26 146,75 46 107,18 66 67,62 86 28,05
7 184,33 27 144,77 47 105,20 67 65,64 87 26,07
8 182,35 28 142,79 48 103,22 68 63,66 88 24,09
9 180,38 29 140,81 49 101,25 69 61,68 89 22,12
10 178,40 30 138,83 50 99,27 70 59,70 90 20,14
11 176,42 31 136,85 51 97,29 71 57,73 91 18,16
12 174,44 32 134,88 52 95,31 72 55,75 92 16,18
13 172,46 33 132,90 53 93,33 73 53,77 93 14,20
14 170,48 34 130,92 54 91,36 74 51,79 94 12,23
15 168,51 35 128,94 55 89,38 75 49,81 95 10,25
16 166,53 36 126,96 56 87,40 76 47,83 96 8,27

17 164,55 37 124,99 57 85,42 77 45,86 97 6,29

18 162,57 38 123,01 58 83,44 78 43,88 98 4,31

19 160,59 39 121,03 59 81,46 79 41,90 99 2,33
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Tabela 2 - Valores percentuais de transmitancia em espectrofotdmetro (A =540nm) e

concentracdo espermdtica em camara

de Neubauer (Nx10’sptzmL), mostrados

individualmente por animal doador (C. macropomum) de sémen, apos inducao hormonal

(EPC: 2mg/kg de peso vivo, intra celomatico). Pentecoste Ceard, Brasil.

Animal % de Trasnmitdncia  Concentragio espermatica x 10 sptz/mL
1 95,0 11,40
2 89,0 19,86
3 89,5 20,60
4 87,0 21,73
5 87,0 21,86
6 88,5 22,26
7 88,3 22,50
8 89,3 23,66
9 87,8 24,00
10 88,8 24,26
11 89,2 27,53
12 90,0 20,00
13 83,0 29,20
14 86,0 30,60
15 86,4 33,60
16 78.2 50,20
17 72,2 53,26
18 69,0 57,86
19 68,1 68,40
20 66,8 68,43
21 62,1 71,13
22 63,9 67,20
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Figura 1 - Curva de concentracdo de sémen de tambaqui (C. macropomum), criado em
cativeiro apos indu¢ao hormonal (EPC: 2mg/kg de peso vivo, intra celomadtico), obtida
mediante correlagdo entre ao percentual de transmitancia em espectrofotdometro (A =540nm) e

concentracdo espermatica obtida em camara de Neubauer. Pentecoste, Ceara, Brasil.
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8 CAPITULO 3

COMPUTER-ASSISTED ANALYSIS OF TAMBAQUI (COLOSSOMA

MACROPOMUM, CUVIER, 1818) SEMEN CRYOPRESERVED IN MEDIA

BASED ON POWDER COCONUT WATER (PCW-104) AND RINGER
SOLUTION.
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ABSTRACT

The computer-assisted analysis (CASA) of semen was used to evaluate the effects of the
cryopreservation in the sperm motility of tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818),
diluted in media based on powder coconut water (PCW-104) and Ringer Solution modified
for fish, with two cryoprotectants, DMSO and methyl glycol at 10%, into three dilutions rates
(1:3, 1:4, and 1:5) of semen for each cryosolution. The percentage of mobile and static
spermatozoa were evaluated, as well as, the kinetic parameters of curvilinear velocity (VCL),
straight line velocity (VSL), average velocity (VAP) and linearity (LIN) into cryosolutions
and dilutions rates, thawed 15, 30 and 45 days after freezing. The media based on powder
coconut water (PCW-104) showed superior results comparing to Ringer Solution (45.63 =+
3.58% and 30.64 + 2.67%, respectively) related to percentage of mobile spermatozoa. At the
same way, when the extenders were compared with the cryoprotectants DMSO
(dimetilsufoxide) and methyl glycol, the PCW-104 also showed superior results compared
with whose obtained with Ringer Solution (56.18 + 5.29% and 34.52 + 3.49%, respectively).
The results showed that the media based on powder coconut water showed better performance
on cryopreservation of tambaqui spermatozoa (P<0.05).

Keywords: Fish, Tambaqui, CASA, cryopreservation, powder coconut water
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1. Introduction

The tambaqui Colossoma macropomum, CUVIER, 1818, is a fish originated from the
Amazon basin with large distribution in its rivers. The reproductive season occurs from
December to January, mainly, coinciding with the flood of the Negro and Amazon rivers
(Vieira et al., 1999). The introduction of tambaqui in the Northeast of Brazil is due to the
National Department of Work Against the Drought — DNOCS, in 1972, when 74 fingerlings
from Iquitos (Peru) were introduced in the vivarium of the Ichthyological Search Center
(DIPIS/P) from DNOCS situated in Pentecoste, Ceara, Brazil (Bezerra et al., 1984,
Albuquerque et al., 1994). Tambaqui is one of freshwater species reared in captivity which
has a great commercial importance in the northeast of Brazil. However, this specie, when kept
in vivarium, needs stimulation of its reproduction, needing of induction of spermiation and
synchronized ovulation, once in this specie, it is short the period in which the microplicae
remains open, as well as, the maintenance of sperm viability. Cryopreservation has been used
to preserve semen of fish as much as to the production in aquiculture as to preservation of
genetic material in conservation programs (Cabrita et al., 2008). But, what is observed in the
literature is that the preservation of the sperm of fish isn’t efficient and is often based on
works of other species. One of the extenders in preservation of sperm of fish is the Ringer
associated to cryoprotectants, detaching the Dimethysulfoxide (DMSO); however, data are
very controversial. Extenders that seem to be promising are those for sperm cooling and
freezing based on “in nature” coconut water (Carvalho et al., 1999) and powdered coconut
water (PCW; Nunes and Salgueiro, 2007), that have been used successfully in biotechnology
of sperm of goats, sheep and dogs.

In the fish creation, stands out as predominant, the quality of the eggs or larvae rather
than semen, however, both gametes qualities have important role in fertilization success and
embryo survival (Rurangwa et al., 2004). Therefore, the quality of semen is essential to the
reproductive process, ‘cause it is very important the male contribution for reproductive and
productive efficiency of the cattle, once beyond the genetic contribution, they can apply for a
larger and faster selection pressure. Factors, such as the sperm concentration, aspect and
volume of ejaculated, are very important to a good reproductive performance, together with
sperm qualities, such as, mass motility, progressive velocity and percentage of living cells

(Salgueiro and Nunes, 1999).
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The spermatozoa motility evaluation and the morphology are essential in the exam of
sperm quality, and establishing the correlation between the quality of sperm and fertility.
Computer-assisted semen analysis (CASA) allows an objective evaluation of different
characteristics, such as: movement, velocity and morphology. Though, some interesting
results have been already obtained, mainly in human beings. A great number of questions
remain without answers which must be answered to allow further development of technology
in animal breeding and production. The main problem to this development is related to
standardization, optimization of equipment procedure (Verstegen et al., 2002).

Different systems of computer-assisted semen analysis have shown high levels of
accuracy and confidence (Kime et al., 2001; Rurangwa et al., 2004). The computer-assisted
semen analysis (CASA), is an automated system to view, scan and analyze successive images
of spermatozoa providing accurate information of the individual movement of each sperm and
also statistical summaries of the sperm population (Amann and Katz, 2004). Was developed
to analyze the sperm quality in human beings, later in other mammals (Asturiano et al., 2004)
and fish (Toth et al., 1995). The CASA can represents an important tool in aquiculture, in
order to quantify fast and objectively the effects of the breeding conditions and sperm
manipulation about spermatozoa motility, increasing the fertilizer capacity of the animals
from the vivarium (Rurangwa et al., 2004).

The differences in biology of the spermatozoa between fish and mammals can explain
the difficulty in adequacy of the tools for the sperm motility analysis in fish. The introduction
of CASA in the study of the fish reproduction, firstly overcame the sperm particular
problems, such as: the short period in which the spermatozoa remain mobile after the
activation and the high frequency of beating lash after activation (Billard and Cosson, 1992;
Ciereszko et al., 1996; Kime et al., 2001; Rurangwa et al., 2001).

Studies on tambaqui seminal characteristics, especially on the motility parameters of
frozen and thawed spermatozoa do not exist in literature, mainly preserved in cryosolutions
based on powder coconut water (PCW) and evaluated by CASA. Thus, this study aimed to
perform a computer-assisted semen analysis of the kinetic characteristics of the tambaqui C.
macropomum, (Cuvier, 1888) frozen and thawed in cryosolotions based on powder coconut

water (PCW-104) and in Ringer solution modified for fish.
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2. Material and Methods

2.1. Experimental design and animals

The experiment was conducted at the Center of Agriculture Search (CPAq) from
DNOCS, in Pentecoste, CE, Brazil, and at the Biotechnology Integrated Nucleus (NIB) from
Ceara State University (UECE), in Fortaleza, Ceard, Brazil, started in April, 2007 and ended
in April, 2008. CNAq is located to 3°45°00°” south latitude and 39°10°24°” west longitude and
82 Km from Fortaleza.

The animals were kept in land vivarium of 350 meter squares supplied by Pereira de
Miranda. The average environmental temperature was 26.8°C with maximum of 34°C and
minimum of 20.6°C. The period of rainfall extended from January to June and the average
annual rainfall was 860 mm (FUNCEME, 2008).

Twenty-six (26) males of the specie tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier,
1888) were used. They were previously selected by semen emission and properly identified
through electronic microchips implanted subcutaneously at the base of the dorsal fin. The
samples by approximately three years old were subsequently weighted (g) and measured (cm).
During the experimental period, the fish received commercial ration containing 32% of crude

protein consisting of 5% of alive weigh (AW) provided twice a day.

2.2. Hormonal treatment

For purposes of distribution of hormonal treatment behavior during the period of 12
months, the animals were divided into two equal batches (13 fish each), one with odd
numbers and another with pair numbers (microchips). Each 30 days, in an alternate way, each
batch was treated with a single dose of common carp pituitary extract (CPE; Cyprinus carpio,
2 mg/Kg AW) by intra abdominal way, at the Baden pectoral fin. On this way, the animals

were 60 days resting between hormonal successive inductions.

2.3. Animals anesthetic, collection and sperm transportation

Before semen collection, the experimental animals were subjected to anesthetic though
solution based on carnation oil (Eugenol; Union Plant Nutritional Supplements Ltda). It was
diluted 1 mL of carnation oil into 10 mL of absolute alcohol, and then 1 mL of stock solution

was re-diluted into 1000 mL of tank water (adapted from Vidal et al., 2007). Each fish was
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kept immersed into the tank with anesthetics solution for approximately 2 minutes (till it was
detected the main symptom of the loss equilibrium; womb upwards), being immediately
subjected to sperm collection and next refunded to the handling tank.

Semen was collected after an interval of 14 hours after hormonal induction. Each
animal was held in lateral decubitus and covered in humid cloth over the eyes to facilitate its
contention. The genital orifice was dried with paper towel and an abdominal pressure was
done in anteroposterior direction as the method adopted routinely by DNOCS (Fontenele,
1981). The semen was kept into Epperdorf tubes of 1.5 mL, identified and preserved in
polystyrene under ice scales an average temperature of 5°C. The samples preserved like that

were taken during an hour to NIB in Fortaleza.

2.4. Subjective motility analysis

To assess the quality of fresh semen 2uL a rate of 100 mL was diluted in water tanks
and subjectively assessed under a light microscope with 200x increase, and we used a
subjective scale of motility as Chambeyronia and Zohar (1990). Only samples with subjective

motility than 80% were used to form the pool of semen for freezing.

2.5. Extenders and cryoprotectants

The pool of semen was initially divided into two aliquots and diluted in the following
extenders: PCW-104: 2 g/50 mL of distilled water; pH 7.8 and 300 mOsm/Kg; (ACP
Biotecnologia), and Ringer modified to fish (NaCl 6.5 g/L; KCI 3.0 g/L; NaHCO; 0.2 g/L;
CaCl,.6H,0 0.3 g/L); pH 7.8 and 300 mOsm/Kg (Rana et al., 1995).

Were used as cryoprotectants dimethylsulfoxide (DMSO) and ethylene glycol methyl

ether (methyl glycol), at 10% of concentration, respectively, in each treatment.

2.6. Semen Freezing

After collection the semen was kept in a polystyrene box with ice at 5°C, then diluted
in a medium containing thinner (PCW-104 or Ringer modified for fish), plus 10% of the
cryoprotectant (DMSO or methyl glycol) . These cryosolutions were also at 5°C. The samples
were diluted in the proportions 1:3, 1:4 and 1:5 (semen : extender + cryoprotectant) and
packed in straws of 0.5 mL, kept for five minutes (equilibrium time) at the same temperature.
Then, the straws were exposed to liquid nitrogen vapor for 5 minutes, ramp freezing at a

height of 3 cm from the surface level of liquid nitrogen, with initial temperature of -150°C,
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and immersed in liquid nitrogen at -196°C. After this procedure, the samples were taken to
the NIB, for subsequent thawing at 15, 30 and 45 days. The protocol followed that established
by Viveiros et al. (2000) and Viveiros (2005).

2.7. Evaluation of post thawed semen characteristics using CASA system

The straws were removed from liquid nitrogen and immersed in a water bath at 40°C
for 20 seconds. Then diluted in the activating solution 50 mM NaCl at a ratio of 1:25, placed
in a Makler chamber and analyzed in SCA-CASA, adjusted for fish species, choice of speed
VCL (curvilinear velocity) with speed range defined for 10, 20 and 40 pm/s (microns per
second), respectively, for sperm slow, medium and rapid progression over 80% of STR
(straightness), run with 50% of LIN (linearity), to capture 25 images per second, eye lenses of
10x and 20x objective lens with yellow filter.

This study evaluates the percentage of motile sperm (fast, medium and slow) and
static, in fresh and cryopreserved sperm after thawing. Besides the evaluation of kinetic
parameters, also obtained from the CASA system, VCL, VSL (straight/line velocity), VAP
(average path velocity) and LIN.

2.8. Statistical analysis
The differences between extenders, cryoprotectants and dilution rates, associated with
seminal parameters, were evaluated through analysis of variance and DUNCAN statistical test

(SAS, 2003).

3. Results

The percentage of motile sperm in fresh semen (82.5 + 24.7%) was significantly
higher (P<0.05) when compared to semen cryopreserved with PCW-104 and Ringer after
thawing (Figure 1). There was also a significant difference when comparing the data of
general motility into PCW-104 and Ringer regardless dilution and cryoprotectant used, the
PCW-104 showed superior (45.6+3.5 vs. 30.612.6, respectively; P<0.05; Figure 2). When
confronting the data motility total PCW-104+DMSO 10% with the PCW-104+Met.Gli 10%
(56.1£5.2 vs. 35.04£3.4%, respectively), whereas the second one is lower (P<0.05; Figure 2).
But with respect to this same parameter, but thinner Ringer+DMSO 10% (34.5£3.4%) and
Ringer+Met.Gli 10% (26.8 £3.9%) there was no significant difference (P>0.05; Figure 2).
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The assessment of the percentage of motile sperm, fast, medium, slow and static
moving in different dilutions and different extenders and cryoprotectants tested in this
experiment are described in Table 1, where one can observe the superiority of PCW-
104+DMSO 10% at a dilution of 1:3 (65.2 £ 7.6% of motility, P <0.05).

In Figure 3 we can observe the kinetic parameters of tambaqui C. macropomum,
where there are significant differences between all data (VCL, VSL, VAP and LIN) only
when compared PCW-104 to Ringer (the lower, P <0.05) in general, in other words,

regardless dilution and cryoprotectant (Figure 3).

4. Discussion

The quality of semen is essential for the reproductive process. Factors such as sperm
concentration, appearance, and ejaculate volume are of great value for good reproductive
performance allied to the sperm quality, and the motility of sperm one of the most relevant in
the examination of semen quality, and establishing the correlation between semen quality,
both fresh and cryopreserved, with the fertility (Lahnsteiner et al., 1996, Rurangwa et al.,
2004). This study showed a significant difference between the percentage of motile sperm in
fresh semen and after thawing, which was also observed in other studies, such as Velazquez-
Medina (2008) that, working with semen of Piaractus brachypomus diluted in PCW-104,
glucose 5% and Ringer with 10% of methyl glycol or DMSO, observed decrease in motility in
all cryosolutions into 1:7 dilution rate. Toxic effects of cryoprotectants on the sperm of fish
have been observed especially when used at high concentrations. For this reason it was used
in this work the concentration of 10% cryoprotectant, the most commonly used in
cryopreservation. The cryosolution PCW-104+DMSO 10% into 1:3 dilution rate was the one
closest to the control group (65.2 vs. 97.1% of total motility, respectively), although the
treatments of the PCW-104+DMSO 10% have shown significantly higher, even as the
percentage of sperm fast and medium, they were significantly lower than that of fresh semen.

Studies by Navarro et al. (2004), obtained 40% of sperm motility from cachama
blanca (Piaractus brachipomus) using DMSO 10%; also Liu et al. (2007) when analyzed by
CASA the semen cryopreserved from Porgy marine red (Pagrus major), using DMSO 9%,
found values of 40.3% sperm motility, lower levels of those obtained with C. macropomum in
this work using PCW-104+DMSO 10%, into three dilutions rates, 1:3, 1:4 and 1:5 which was
65.2%, 47.8 and 55.5%, respectively. The result with the dilution rate of 1:3 was similar to
those found by Rurangwa et al. (2001), when used DMSO plus 10% egg yolk and, after
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thawing, obtained through the evaluation of CASA, sperm motility greater than 64% with
sperm of African catfish (Clarias geriepinus).

However, Orfao and Viveiros (2005) obtained sperm motility of golden (Salminus
maxillosus) above 68% using DMSO 10%, superior results to those found in this study and
suggests the feasibility of the use of DMSO for cryopreservation sperm of teleosts. Viveiros
(2005) and Murgas et al. (2007) reported that DMSO is one of the best cryoprotectant for
semen of fish, both freshwater (Bedore, 1999) and saltwater (Ritar, 1999), showing the
highest rates of post-thaw motility, supported by the affirmative findings of this study with
tambaqui (C. macropomum), where one can observe that both thinner using PCW-104 as the
Ringer, the best results were obtained when these were associated with DMSO compared to
methyl glycol (PCW-104+DMSO 10%: 56.1% vs. PCW-104+Met.Gli. 10%: 35.0%;
Ringer+DMSO 10%: 34.5% vs. Ringer +Met.Gli. 10%: 26.8%).

The fresh semen is virtually impossible to be frozen, requiring both the addition of
cryoprotectants such as media extenders. In most studies, the combination of these two agents
(cryoprotectants and extenders) is different and very difficult to know which factor is ideal for
all species, since they act differently (Maisse et al., 1998).

Extenders are solutions of salts or carbohydrates, which added to the semen, maintain
the viability of sperm cells during the reduction of temperature. The minimum requirements
for a suitable extender are isotonicity, so there is no prior activation of sperm motility,
stability, since their physical and chemical characteristics should not be changed during
contact with semen, high thermal conductivity, allowing the rapid transfer of temperature of
the external environment for the sperm, sterility, or not be linked to potentially harmful
micro-sperm cells, and finally, serve as a carrier of cryoprotectants. It is important for sperm
motility is not activated before or during freezing and thawing, because it can deplete the
energy reserves necessary for fertilization (Legendre and Billard, 1980). Therefore, given this
definition of thinner and the results obtained in this work with the species of fish C.
Macropomum observed that the PCW-104 can be used as an extender. Also worth pointing
out that, according to Melo and Godinho (2006), the effect of cryoprotectants on the viability
of the sperm should be evaluated when it intends to use them in species which have not
previously been tested.

A few studies in fish using the CASA program to record the movement of sperm after
cryopreservation process were done, one of these is Liu et al. (2007), which assessed the

motility and velocity of the fresh and thawed semen of Pagrus major 10 seconds after
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activation. Among others, also used the CASA analysis of fish sperm Ciereszko et al. (1996;
lake sturgeon, Acipenser fulvencens) Lahnsteiner et al. (2002; marine eel Lota lota),
Rurangwa et al. (2001; African catfish, Clarias geriepinus) Asturian et al. (2004; European
eel, Anguilla anguilla L.), Babiak et al. (2006; sole Atlantic, Hippoglossus hippoglossus).

Some studies are based on the CASA program to observe the characteristics of semen
in their natural state or to test other factors that influence the speed and movement of semen.
Dietrich et al. (2005), investigated the effects of sequential semen collected post mortem and
after anesthesia of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), realizing a decrease in motility
parameters, speed and trajectory. Wilson and Ingerman (2007) obtained in zebra fish (Danio
rerio) 83% motility, VCL of 104 pm/s, VAP of 77 um/s, VSL of 77 pm/s and LIN of 84 um/s
activated with tap water.

Kime and Nash (1999), argue that the CASA is a good tool to monitor the effects of
endocrine disturbances in sperm motility and morphology of sperm. Kime et al. (2001) show
four differences between the sperm of teleosts in relation to the sperm of mammals, are the
first properties in the ejaculate, gain motility on contact with water, have a short lifetime (two
minutes) and have no acrossoma, and the CASA allows the evaluation of sperm quality fast
and objective in a short life span of sperm of teleosts. Verstegen et al. (2002) argue that the
computer analysis (CASA) has different equipment and are machines that use optical and
software for sperm identification and recovery of his career and this system the User can
select the area to be examined, and the instrument CASA has demonstrated high levels of
accuracy in spermatozoa of various species, and that the main problem is reported in the

standardization and optimization of equipment and procedures.

5. Conclusions

Facing the best results obtained with the media based on powder coconut water
(PCW-104), which produced a higher percentage of motile sperm surviving fast, medium and
slow, and higher speeds, VCL, VSL, VAP and LIN when compared to Ringer modified to
fish, it is concluded that this new extender for semen fish is promising to use in
cryopreservation of tambaqui, Colossoma macropomum, and is indicated in assisted
reproductive association with DMSO 10% and a dilution rate of 1:3, as obtained by the
highest percentage of motile sperm.

Studies on the stabilization of the PCW-104 and its physical and chemical

characteristics are important: contribute to the knowledge of substances and factors inherent
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in the coconut water, which protect spermatozoa during cryopreservation and coconut water
available in research centers that haven’t the raw material (coconut).

Data from this study indicate that the CASA can be used as a powerful tool for precise
and accurate objective analysis of sperm quality of tambaqui, both fresh and after thawing.
However, further studies should be performed to verify the application of this system of
analysis and research on sperm correlation with fertilizing capacity of semen of this species

and other species of fish.
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Figurel. Effects of Crioextenders ACP and Ringer on the percentage of motile sperm
tambaqui C. macropomum (Cuvier, 1818) after thawing, analyzed with the aid of computer
SCA-CASA. (P <0.05).
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Figure 2. Effects of Crioextenders ACP and Ringer on the pattern of motility sperm tambaqui
C. macropomum (Cuvier, 1818) after thawing, analyzed with the aid of computer SCA-
CASA. (P <0.05).
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Figure 3. Effects of Crioextenders ACP and Ringer on the parameters of velocity: curved line
(VCL), Rectilinear (VSL), Average (VAP) and linearity (LIN) of spermatozoa of tambaqui C.
macropomum (Cuvier, 1818) after thawing, analyzed with the aid of computer SCA-CASA.
(P <0.05).
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Figure 4. Effects of Cryoprotector DMSO e Metilglicol on the percentage of motile sperm
tambaqui C. macropomum (Cuvier, 1818) after thawing, analyzed with the aid of computer
SCA-CASA. (P <0.05).
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Figure 5. Effects of Cryoprotector DMSO e Metilglicol on the pattern of motility sperm
tambaqui C. macropomum (Cuvier, 1818) after thawing, analyzed with the aid of computer

SCA-CASA. (P <0.05).
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Figure 6. Effects of Cryoprotector DMSO e Metilglicol on the parameters of velocity: curved
line (VCL), Rectilinear (VSL), Average (VAP) and linearity (LIN) of spermatozoa of
tambaqui C. macropomum (Cuvier, 1818) after thawing, analyzed with the aid of computer

SCA-CASA. (P <0.05).
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Figure 7. Effects of dilution rates in crioextenders ACP and Ringer on the percentage of
motile sperm tambaqui C. macropomum (Cuvier, 1818) after thawing, analyzed with the aid
of computer SCA-CASA. (P <0.05).
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Tab. 1. Percentage motility of tambaqui spermatozoa, C. macropomum (Cuvier, 1818)

cryopreserved on media based on powder coconut water (PCW-104) and Ringer modified for

fish, plus DMSO 10% or Metyl glycol 10% into three different dilution rates (1:3; 1:4 and

1:5) after thawing and by computed-assisted semen analysis (SCA, version 3.2., Microptic

S.L., Spain).
Dilution Mobile Fast Medium Slow Static
Cryosolutions Rate sptz sptz sptz sptz sptz

13 65.2+7.6 " 14.9+33 4 23.8+4.1 4 26.4+1.0 34.7+7.6 2

PCW-104+DMSO 10% 1:4 47.8£12.0 " 10.6+3.3 4 18.6+6.2 4 18.542.7 P 523+12.0°
1:5 55.5+7.14 10.0£2.4 4 17.6£2.8* 27.9+324 44.5+7.1 4
13 24.6+6.7° 5.9+2.6% 6.35+2.1° 12.3+2.9 8 75.4+6.7 2

PCW-104+Met.gli. 10% 1:4 34.5£5.0 48 854274 7.83£1.0 8 18.1£2.2 8 67.1£6.2 *B
1:5 46.1+2.1 4 11.2+1.84 11.3£1.04 23.6+1.14 53.842.1 8
1:3 3924854 6.5£5.6 % 11.4+£3.24 21.1+3.6 2 60.7+8.5~
Ringer+DMSO 10% 1:4 32.244.9 4 7.1£224 8.6£1.7% 16.4+2.5* 67.8+4.9*
1:5 32.144.44 58£1.5% 8.8+1.74 17.4+1.6 % 67.8+4.54
1:3 2254411 2.9+0.6 4 57£1.24 13.9+2.84 77.4+4.1%

Ringer+Met.gli. 10% 1:4 27.3+102 4 6.0+3.7 6.9+2.1* 1434454 72.6£102 4
1:5 30.4+5.4 2 53+1.24 8.9+1.94 16.1£3.4 4 69.5+5.4 A

For each treatment, different letters in the same column differ statistically (P<0.05).
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MEIOS DILUENTES PARA CRIOPRESERVACAO DE SEMEM DE PEIXES DA FAMILIA
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(EXTENDERS FOR FISHES SPERM CRYOPRESERVATION OF CHARACIDAE FAMILY:
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RESUMO

A familia dos peixes caracideos possui grande diversidade de espécies, uma enorme importancia
ecoldgica sendo também considerada de significativo valor comercial. A criopreservagdo de sémen ¢
uma técnica utilizada para contribuir na operacionalizagdo e flexibilizacdo dos programas de
reproducdo de espécies cultivadas ou em vias de extingdo. Para garantir a sobrevivéncias dos
espermatozoides durante a criopreservacdo € necessario adicionar solugdes diluidoras e crioprotetoras,
que reagem com o sémen de forma peculiar dependendo da espécie animal. E para avaliar o sucesso da
criopreservagdo ¢ de grande importdncia analisar a motilidade desses espermatozodides apds o
descongelamento. Diante disso, o objetivo dessa revisdo foi buscar identificar meios de congelamento
adotados pela técnica de criopreservacdo de sémen de peixes caracideos, e os métodos de analise da
motilidade do sémen pos-descongelamento. Os experimentos de criopreservacao de sémen de peixes
caracideos e observados nesta revisdo relatam que os criodiluidores mais utilizados sdo glicose, BTS e
Agua de coco (ACP) associados a glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), etilenoglicol, metilglicol,
dimetilacetamida, propilenoglicol ou metanol. A andlise da motilidade do sémen pds-descongelamento
que garante niveis mais altos de precisdo na avaliagdo do sémen € o método objetivo computadorizado
(Computer-Assisted Semen Analyses - CASA). Diante da grande variedade de protocolos, conclui-se
que ¢ de muita importancia incentivar o estudo sobre as particularidades do sémen dos peixes
caracideos, o que permitira a padronizagdo da técnica de criopreservagdo, definindo com isso os
componentes dos crioprotetores ¢ meios diluidores, bem como os procedimentos adequados para o
congelamento e descongelamento de s€émen desse grupo peixes.

Palavras-chave: criopreservagdo, sémen, diluentes, Characidae, CASA.

ABSTRACT

The Characidae fish has a great diversity of species, an enormous ecological importance and was
considered of significant commercial value. The sperm cryopreservation is a technique used to help
operations and flexibility of breeding programs for cultivated or endangered species. To ensure the
sperm survival during cryopreservation is necessary to add extenders, which react with the sperm of

peculiar way depending on species. To evaluate the success of cryopreservation it is important to
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analyze the sperm motility after thawing. Thus, the objective of this review was identify extenders
adopted by the cryopreservation technique for characid fishes, and analysis methods for sperm motility
after thawing. The cryopreservation experiments in characid fishes observed in this review reported
that the most extenders commonly used were glucose, (BTS) and coconut water (ACP) associated with
glycerol, dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol, methyl glycol, dimethylacetamide, propylene
glycol or methanol. The objective analysis of sperm motility after thawing through (Computer-
Assisted Semen Analysis — CASA) systems guarantees the highest accuracy in the evaluation of semen
than subjective method. Given the wide range of protocols, it appears that it is very important to
encourage the study of the characteristics of semen of characid fish, allowing the standardization of
cryopreservation, thereby defining the components of cryoprotectors and diluents, as well as
appropriate procedures for freezing and thawing of semen that particular group fish. Though, the great
variability of protocols used encourage more researches about peculiarities in sperm characteristics in
order to standard protocols for characid species.

Key words: cryopreservation, semen, extender, Characidae, CASA.

1. INTRODUCAO

Os peixes Characiformes estdo presentes em, praticamente, todos os ambientes de agua doce,
distribuidos pelo continente americano, desde a fronteira México - Estados Unidos até o sul da
Argentina (LUCENA, 1993). A ordem apresenta dez familias com 237 géneros e, pelo menos, 1343
espécies (NELSON, 1994). A familia Characidae ¢ considerada a maior e a mais complexa, pois €
composta de peixes com habitos alimentares muito diversificados (herbivoros, onivoros e carnivoros)
que exploram grande variedade de habitats.

A familia Characidae possui grande diversidade, uma enorme importancia ecologica sendo
considerada de significativo valor comercial. A maioria dessas espécies habita pequenos corpos de
agua como os riachos e cabeceiras, ambientes estes que possuem graus relativamente elevados de
riqueza, endemicidade, porém estes ambientes demonstram fragilidade as suas ictiofaunas frente a
agoes antropicas deletérias. Espécies dos géneros Colossoma tais como o tambaqui, C. macropomum
(Cuvier, 1818), e Piaractus como a pirapitinga, P. brachypomus (Cuvier, 1818); e o pacu caranha, P.
mesopotamicus (Holmberg, 1887), dentre outras sdo importantissimas, tanto do ponto de vista da
exploragdo pesqueira como da criagdo em viveiros.

A criopreservagdo de sémen tem sido utilizada para aperfeigoar varias atividades em cultivo
de peixes, como a obten¢do de s€émen em tempos e locais diferentes e a sua utiliza¢do em programas
de melhoramento genético (VERSTEGEN et al., 2002). O primeiro trabalho sobre congelamento de
sémen de peixe foi realizado a mais de 50 anos por BLAXTER (1953) para viabilizar o cruzamento de
dois “tipos” de arenque em épocas diferentes do ano.

O desenvolvimento de um bom método de congelacdo de sémen de peixes ¢ imprescindivel

nao s6 para promover um bom programa de selecdo e melhoramento da raga como também para poder
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suprir a atual demanda de sémen e reprodutores de alta produgdo. Para garantir o sucesso da
criopreservagdo do sémen nas diversas espécies peixes, ¢ necessario adquirir conhecimentos sobre as
caracteristicas seminais desses animais, pois a qualidade do sémen ¢ fundamental para o processo
reprodutivo.

A contribui¢do do macho para a eficiéncia reprodutiva e produtiva do cultivo ¢ de grande
importancia, uma vez que além do aporte genético, neles pode se aplicar uma pressao de selecdo maior
e mais rapida. Fatores como a concentragdo espermatica, aspecto e volume seminal, sdo de grande
valia para o bom desempenho reprodutivo, aliado as qualidades espermaticas ¢ desempenho em
relacdo a movimento massal, velocidade progressiva e percentual de células vivas (SALGUEIRO ¢
NUNES, 1999).

Uma das finalidades da biotecnologia reprodutiva de peixes é encontrar um bom diluente
para a criopreservagdo do sémen (WATSON, 1995). Esta técnica tornou-se uma ferramenta de auxilio
a aqliicultura comercial, pois houve a possibilidades de selecionar reprodutores, o desenvolvimento de
plantéis em programas de melhoramento genético (VERSTEGEN et al., 2002) e no aperfeigoamento
de varias atividades como a obtengdo de sémen em tempos e locais diferentes. Embora a
criopreservagdo tenha beneficiado a produgdo de pescado, estudos ainda buscam diminuir e eliminar
os fatores que reduzem a viabilidade e a fertilidade do espermatozoide apos descongelamento
(MEDEIROS, 2002)

Nos ultimos anos, varios pesquisadores tém tentado utilizar solugdes criodiluidoras
adicionadas ao s€émen com a finalidade de manter a viabilidade espermatica pos-descongelado. Entre
estes diluidores a agua de coco vem se tornando uma solugdo inovadora, pois esta tem demonstrado
grande viabilidade deste meio diluidor no processo de refrigeragdo e congelacdo do sémen (NUNES,
1987).

Andlises de sémen, tanto fresco quanto criopreservado, tém sido realizadas, principalmente,
por métodos computadorizados (CASA), pois este permite uma avaliacdo objetiva de diferentes
caracteristicas de célula, tais como movimento, velocidade ¢ morfologia. Embora alguns resultados
interessantes ja tenham sido obtidos, muitas perguntas permanecem, as quais devem ser respondidas
para permitir o desenvolvimento adicional desta tecnologia.

Muitos estudos sobre qualidade seminal pos criopreservacdo tém sido realizados utilizando
diferentes protocolos de congelacdo. Além disso, diferenca nas diversas etapas do processo utilizada
em cada protocolo tem levado a diferentes resultados o que sugere uma revisdo de literatura para
detecgdo de lacunas existentes com relagdo a perda da motilidade dos espermatozoides
criopreservados em programas de inseminacao artificial em algumas espécies.

Objetivou-se com essa revisdo, identificar os meios de congelamento habitualmente
adotados na técnica de criopreservacao de sémen de peixes da familia caracidea mais cultivados para
alimentagdo humana, e avaliados pelos métodos de analise da motilidade dos espermatozoides apos o

descongelamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Reprodugdo de peixes

Os espermatozoides da maior parte dos teledsteos diferem dos espermatozoides dos
mamiferos em importantes aspectos: sua fecundacdo ¢ externa, sdo imoveis no momento da
ejaculacdo, a motilidade espermatica ¢ induzida em contato com a agua e o tempo de motilidade ¢
muito curto (aproximadamente 2 minutos). A ativagdo do espermatozoide é, portanto, influenciada
pelo estresse osmotico ao qual é exposto: hipotonico para peixes de agua doce e hipertonico para
peixes de agua salgada (HOLT and VAN LOOK, 2004). Além disso, os espermatozoides de peixes, de
fecundagdo externa, ndo possuem acrossoma por ndo haver necessidade de romper a barreira celular,
pois sua penetracdo no ovocito acontece através de um orificio especializada denominado micropila
(KIME et al., 2001).

No caso de peixes de agua doce o ovocito permanece com a micropila aberta por um
periodo muito curto (menos de 2 minutos). Apds o fechamento deste orificio os espermatozoides sdo
impedidos de penetrar o ovdcito. Diante disso, quanto mais elevada a concentracdo de
espermatozoides e quanto mais longa for sua motilidade e longevidade, maiores as chances de
ocorrerem fecundagdes bem sucedidas. Deste modo, esses parametros seminais sdo de ampla
importancia nessa fase inicial da reproducdo de peixes (RURANGWA et al., 1998).

Nas condi¢des naturais, muitos peixes migram rio acima no periodo reprodutivo recebendo
estimulos do meio que modificam a sua fisiologia preparando-o para a desova. Os peixes que
praticam a estratégia reprodutiva da migracdo sdo denominados peixes de piracema. A grande maioria
dos peixes de valor para pesca sendo, portanto, muito importantes para a cultura e economia sao
peixes de piracema. Os individuos em cativeiro ndo conseguem reproduzir-se naturalmente porque,
nessas condigdes, ndo encontram estimulos fisico-quimicos necessarios para completar seu ciclo de
reproducdo (MURGAS, 2003).

Com o intuito de colaborar para a reprodugdo de peixes a fim de restaurar os estoques
selvagens ameacados e/ou em vias de extingdo, como também para atender a demanda do mercado
consumidor, diversos estudos sobre a criopreservagdo de gametas vém sendo realizados (SUQUET et

al., 2000).

2.2. Congelagdo seminal (Criopreservacao)

A criopreservagdo de sémen ¢ uma boa alternativa para a melhoria da reproducdo de peixes
em cativeiro, tendo em vista que seus beneficios sdo variados, dentre eles: sincronizagdo na
disponibilidade de sémen, facilita o transporte ¢ evita envelhecimento dos gametas. Além disso,
conserva da variabilidade genética, e elimina os custos com a manutengdo dos machos. (SUQUET et
al., 2000).

Porém muitos fatores influenciam no sucesso da criopreservagdo. Segundo HUNTER

(1982), fatores como: composicdo do diluente; concentragdo de células ou taxa de diluicdo;
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composi¢do do agente crioprotetor e sua concentracdo no meio; tempo e temperatura de equilibrio;
natureza da curva de resfriamento; natureza da curva de descongelagdo; composicdo do meio de
descongelagdo especifico, dentre outros sdo estresses em que os espermatozoides sdo submetidos
durante o congelamento que comprometem sua viabilidade pos-descogelamento.

Uma das maiores dificuldades na congelacdo do sémen ¢ evitar a formacao de cristais de
gelo intra e extracelulares, e aumento da concentracdo de solutos (MATEOS-REX y AGUILLAR,
1996). Para minimizar esses efeitos, durante o processo de criopreservagdo do s€émen, sdo adicionados
diluentes que devem ter como uma de suas fungdes proteger os espermatozdides contra o choque
térmico.

Tendo em vista que os espermatozdides no sémen fresco, sem contaminagdo sdo imoveis,
amostras seminais que apresentarem motilidade antes da ativagdo devem ser descartadas dos testes de
criopreservagdo. Também devem ser descartadas dos testes amostras que obtiverem baixa taxa de
motilidade ap6s a ativagio (VELASQUEZ, 2008).

A etapa de congelacdo inicia-se com a adigdo do criodiluidor ao sémen, em seguida o
envasamento em palhetas ou criotubos, submetidos a diminui¢do de temperatura, que pode ser feita
por diferentes métodos, até serem finalmente mergulhados € armazenado em nitrogé€nio liquido. Esta
visdo geral, desde a coleta até a congelagdo propriamente dita, do protocolo de criopreservagao de
sémen de peixe ¢ uma reunido dos mais diversos protocolos comumente utilizados, mas a comparagio
entre eles ¢ muito dificil devido a diversidade de parametros envolvidos (CABRITA et al, 2008;

VIVEIROS et al., 2005; VIVEIROS et al., 2000).

2.3. Meios de congelagdo (Criodiluidores)

O sémen puro ¢ praticamente impossivel de ser congelado sem causar danos a maioria dos
espermatozoides, necessitando, portanto, da adicdo de crioprotetores e de solugdes diluidoras. Essa
solugdo adicionada ao sémen que mantém a viabilidade das células espermaticas durante a reducao da
temperatura, composta de crioprotetor e diluidor é comumente chamado de criodiluidor (PICKETT et
al., 1987).

Condigdes minimas sdo requeridas para um diluente ser adequado tais como: isotonicidade, para
que ndo haja ativagdo prévia da motilidade espermatica; estabilidade, pois suas caracteristicas fisico-
quimicas ndo devem ser alteradas durante o contato com o sémen; condutividade térmica elevada,
permitindo a rapida transferéncia de temperatura do meio externo para os espermatozoides;
esterilidade, ou seja, ndo devem vincular microrganismos potencialmente nocivos as células
espermaticas; e, finalmente, servir de carreador de crioprotetores. E importante que a motilidade dos
espermatozoides ndo seja ativada antes do congelamento e nem durante o descongelamento, pois a
mesma pode exaurir a reserva energética necessaria a fertilizacdo (LEGENDRE E BILLARD, 1980).

O diluente deve proporcionar, ainda, nutrientes como fontes de energia; manter a pressdo

osmotica adequada; aumentar o volume do sémen. Porém a sua composi¢ao ¢ um dos fatores que afeta
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a proporcao de espermatozodides vivos apos a congelagdo-descongelagdo, pois cada grupo de animais
possui especificidade propria (WATSON, 1995). Desta forma, ¢ de vital importancia para a
criopreservagdo do sémen que a composicdo do diluidor seja ajustada para cada espécie em particular,
a cada tecnologia seminal empregada (HOPKINS AND EVANS, 1991).

Para proteger os espermatozodides dos efeitos maléficos do congelamento, crioprotetores
internos devem ser acrescentados 4 solucdo diluidora. Também podem ser utilizados agentes que
atuem como crioprotetor externo, protegendo ainda mais as células contra o choque térmico. Estes
funcionam recobrindo a superficie celular e estabilizando a membrana, ajudando, portanto, a
minimizar os possiveis danos celulares causados pelo processo de congelamento. Sdo bastante
utilizados a gema de ovo de galinha ¢ leite desnatado, ja que a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoproteinas
da gema, e a caseina do leite tem essa propriedade protetora (NAVARRO, 2004).

Toda essa prote¢do ao espermatozoide € essencial, pois durante os processos de congelagdo-
descongelacdo os espermatozdides sdo submetidos a condi¢des desfavoraveis como: a desidratagdo, as
mudangas da fase de transi¢do dos fosfolipidios da membrana, o efeito solugdo e a formagdo de
cristais de gelo (PARKS ¢ GRAHAM, 1992). A conseqiiéncia imediata destes processos ¢ a ruptura da
membrana plasmatica (WATSON, 1995) devido aos estresses térmico, mecanico, quimico € osmotico
exercidos sobre a célula durante a congelagcdo (PARKS and GRAHAM, 1992).

Muitos autores testaram a eficiéncia da glicose como diluidor de s€émen de peixe, associados a
varios crioprotetores (Quadro 1). Em trabalhos com sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus),
curimba (Prochilodus lineatus) e piracanjuba (Brycon orbignyanus) os tratamentos que obtiveram
resultados mais expressivos para o congelamento de sémen foram os adicionados do crioprotetor
dimetilsulfoxido (DMSO), quando comparadas aos outros crioprotetores (MURGAS et al., 2007;
MILIORINI, 2006; MILIORINI et al., 2004).

Quadro 1: Utilizagdo da Glicose como diluidor na criopreservacao de sémen de peixes caracideos.

VELASCO-SANTAMARIA (2006) relata que o diluente mais eficiente para a criopreservagao
de sémen de yamu (Brycon amazonicus) € a glicose 5% acrescida de 10% de DMSO e 12% de gema
de ovo. Resultados satisfatorios também foram relatados por CAROLSFELD (2003) na
criopreservagdo de varias espécies de caracideos (Brycon orbignyanus, Prochilodus lineatus,

Piaractus mesopotamicus, Salminus maxillosus e Leporinus elongatus) utilizando diluente constituido

de 5% de glicose, 10% de DMSO e 10% de gema de ovo.
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Quadro 1: Utilizagdo da Glicose como diluidor na criopreservacao de sémen de peixes caracideos.

% aproximada de
Autor (Ano) Espécie Criodiluidor motilidade pos-
descongelamento
Piracanjuba
M(I;lol(%;&s (Brycon Glicose 5% DMSO 51-74
orbinyanus)
Pirapitinga .
FRESNEDA (Piaractus Glicose +NaCl, DMSO 20
(2004) gema de ovo
brachypomu)
2 % Curimba DMSO 50
OZRSSOA60 (Prochilodus Glicose 5%
( ) lineatus) Metilglicol 95
STREIT JR. Pacu (Piaractus Gema de ovo +
(2006) mesopotamicus) Glicose DMSO 16
A Pirapitinga DMSO 10% 51
VEIéXOSO%;JEZ (Piaractus Glicose 5% —— .
brachypomus) MetilGlicol 10% 61
Glicose 5% DMA <5
Glicose 5% DMSO 5-10
MENEZES Tambaqui Glicose 5% Metanol 20-25
(2008) (Colossoma Glicose 5% PropilenoGlicol 20-25
macropomum) ' ] '
Glicose 5% EtilenoGlicol <5
Metanol 30

Aparentemente, determinados crioprotetores agem melhor em determinadas espécies do que
em outras. A selecdo do criodiluidor mais adequado a ser utilizado pela primeira vez em uma espécie
deve ser feita em testes de tentativa e erro (BEDORE, 1999). NAVARRO et al. (2004), estudando a
cachama blanca (Piaractus brachypomus) utilizaram Glicose + NaCl associados a8 DMSO ou Metanol
nas concentracdes de 5, 10 e 15% adicionados de gema de ovo ou leite em po diluido em agua
destilada, para criopreservacdo, observaram que os tratamentos que melhor preservaram os
espermatozoides foram aqueles que utilizaram a concentragdo de 10% de crioprotetor interno. No
tratamento com DMSO 10% os melhores resultados encontrados foram quando este crioprotetor
interno estava associado ao crioprotetor externo gema de ovo (7 ml de gema de ovo + DMSO
10%/100ml). Porém, o criopreservado que utilizou o Metanol 10%, os melhores resultados
encontraram-se na associacao deste com leite em po6 (15 ml de leite em pd + Metanol 10%/100ml).

FRESNEDA et al. (2004), trabalhando com esta mesma espécie utilizaram diluente
composto por glicose acrescido de NaCl e DMSO e gema de ovo encontrando 80% de
espermatozoides méveis apos o descongelamento.

MARIA et al. (2006) trabalhando com o sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus)

desenvolveram protocolos para armazenamento a fresco, a 4°C e criopreservados a -196°C. A
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metodologia aplicada utilizou varias associagdes entre crioprotetores e diluidores. Neste procedimento
foi observado que o metilglicol foi o crioprotetor mais efetivo quando comparado ao DMSO ¢ ao
metanol em relagdo a motilidade espermatica.

Outro diluidor bastante utilizado ¢ o BTS (Beeltsville Thawing Solution-MINTUB),
composto de Glicose, Citrato de Sodio, EDTA, Bicarbonato de Sédio, Cloreto de Potassio e Sulfato de
Neomicina. Esse meio foi produzido, inicialmente, para a criopreservagdo de sémen de suino, mas ja
foram relatados bons resultados dessa solucdo para a criopreservacdo de s€émen de Piracanjuba
(Brycon orbignyanus), Pirapitinga (Brycon nattereri), Curimba (Prochilodus lineatus) (MARIA 2005;
MURGAS et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2007; ORFAO et al. 2006). Porém STRET et al. (2006)
relatou que BTS associado ao glicerol ndo foi eficaz na manutengdo das caracteristicas espermatica de
pacu (Piaractus mesopotamicus). (Quadro 2).

Uma das inovagdes mais recentes da biotecnologia do sémen de peixe ¢ a utiliza¢do de agua
de coco como diluidor de sémen para criopreservagdo, sendo este um meio natural e estéril composto
por sais, proteinas, agucares, vitaminas, gorduras neutras, além de indutores da divisdo celular e
diversos eletrolitos, podendo exercer uma agdo benéfica sobre a conservagdo celular. Trabalhos
realizados por NUNES (1987) demonstraram a viabilidade da agua de coco como diluente de
refrigeragdo e congelagdo do sémen caprino, o que levou a elaboracdo de um meio comercial de
conservacgdo, padronizado e estabilizado, a base de agua de coco em p6 (ACP). Tornando-se, desta
forma, mais uma alternativa mercadologica para a area de reproducdo animal, uma vez que este
apresenta relacdo custo/beneficio equiparavel aos diluentes tradicionais.

Viarios pesquisadores ja estudaram os efeitos da agua de coco como diluidor para
criopreservagdo do s€émen de peixes (Quadro 3). Um dos primeiros trabalhos utilizando a dgua de coco
“in natura” na criopreservacdo de s€men de peixes foi realizado por FARIAS et al. (1999). Este
trabalho realizou a diluicdo em quatro diferentes osmolaridades (100, 125, 150 ¢ 300 mOsm/Kg)
adicionado ao crioprotetor glicerol 5% no sémen de tambaqui (Colossoma macropomum, Curvier,
1818) em temperatura ambiente. Foi observado que as osmolaridades de 125 ¢ 150 mOsm/Kg havia
aumentado a motilidade e sobrevivéncia espermatica quando comparado com a agua “in natura” (dgua
do tanque).

MURGAS (2003) avaliou o efeito de dois diluidores (glicose 5% e agua coco) em sémen de
peixes Piracanjuba (Brycon orbignyanus) apdés o congelamento. Como crioprotetor, foi utilizado
DMSO 10%. Os melhores resultados de motilidade espermatica foram encontrados no tratamento com
agua de coco, tenho 60% de espermatozoides moveis apds o congelamento em nitrogénio liquido.
VELASQUEZ (2008) ao congelar o sémen de pirapitinga (Piaractus brachypomus) em agua de coco
em po (ACP) associados a 10% de DMSO ou Metil Glicol observou apds o descongelamento 70-80%
e 56-79% de espermatozodides progressivos, respectivamente.

Também sdo utilizados outros diluidores como Ringer (NaCl, KCI, CaCl,, NaHCOs3); MIIL

(glicose, citrato de sodio, sulfato de gentamicina, EDTA, NaHCOs); Kurakura (NaCl, KCI, CaCl,,
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MgCl, e NaHCO;) e Saad (NaCl e TRIS). (MARIA et al. 2005; ORFAO et al. 2006; VELASQUEZ
2008) (Quadro 4).
A maioria dos trabalhos, a combinagdo dos dois agentes (crioprotetores e diluentes) é bastante

variavel tornando muito dificil a tarefa de distinguir qual é o fator ideal para cada espécie, ja que eles

atuam de forma distinta.

Quadro 2 Utilizagdo do BTS como diluidor na criopreservagao de s€émen de peixes caracideos.

0/ MAvaia nAc.
Autor (Ano) Espécie Criodiluidor /o Moveis pos
descongelamento
DMSO 0
Metanol 21
Mari Metil Glicol 70
ara Piracanjuba DMSO + Gema
(2005) : BTS 11
(Brycon orbignyanus) de ovo
KCl 76
2 KCl 74
Citrato 77
(22R§()A6§) Curimba (Prochilodus BTS DMSO 88
lineatus) Metilglicol 95
STREIT JR. PACU (Piaractus
(2006) mesopotamicus) BTS DMSO 0,23
OLIVEIRA Pirapitinga o
(2007) (Brycon nattereri) BST MetilGlicol 72
DMSO 80
Metanol 90
KCI 85
M(I;f){(%?s Curimba (Prochilodus BTS DMSO + KCl 81
lineatus) KI 78
84
DMSO +KI
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Quadro 3: Utilizagdo da Agua de Coco como diluidor na criopreservagio de sémen de peixes

caracideos.
% média de
Autor (Ano) Espécie Criodiluidor motilidade pos-
descongelamento
Tambaqui )
FARIAS (1999) (Colossoma Agua de coco Glicerol 5
macropomum)
MURGAS Agua de Coco DMSO + Gema 56-66
(2003) Piracanjuba de ovo
MARIA (Brycon oerinyanus) Agua de coco DMSO + Gema 10
(2005) de ovo
NASCIMENTO o
(2007) ACP MetilGlicol 60
' Pirapitinga DMSO 70-80
VELASQUEZ (Piaractus ACP
(2008) brachypomus) MetilGlicol 56-79
VIEIRA (dados Tambaqui DMSO 55-65
ainda ndo (Colossoma ACP o 24-46
publicados) macropomum) MetilGlicol

2.5. Analise seminal

A agroindustria de peixes focaliza sua atividade na qualidade de ovo e larvas em vez de dar

mais atencdo ao sémen, embora, a qualidade de ambos os gametas possa afetar o sucesso da

fertilizagdo e a sobrevivéncia das larvas, em algumas espécies a qualidade pobre do sémen pode ser

um fator limitante ao cultivo, porém até mesmo quando o sucesso da fertilizagdo ¢ alto, existem

diferengas entre a qualidade de sémen entre os machos (MELLINGER, 2002).

A analise da motilidade seminal e de outros parametros importantes para avaliar o sucesso da

criopreservagdo dependeram sempre de métodos subjetivos através da mensuragdo ao microscopio

optico. Nesse tipo método, o pesquisador visualiza o s€men ao microscdpio e estima uma porcentagem

de espermatozoides moveis (VELASQUEZ, 2008; RURANGWA et al., 2004).
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Quadro 4: Utilizagdo de M III , Saad, Kurakura, Ringer como diluidor na criopreservacao de sémen de

peixes caracideos.

% média de
Autor (Ano) Espécie Criodiluidor motilidade pos-
descongelamento

DMSO 0

Metanol 4

Metil Glicol 10

M III DMSO + Gema de ovo 23

Maria Metanol + Gema de ovo 34

(2005) Piracaniuba Metil Glicol + Gema de 60

! ovo

DMSO + Gema de ovo 33

Saad Metanol + Gema de ovo 4

Kurakura DMSO + Gema de ovo 5

Curimba DMSO 89

grféo (Prochilodus M III 6%

(20006) lineatus) Metilglico 91
Velasquez Izgfg; gé?f: Ringer DMSO 28-77
(2008) MetilGlicol 53-65

brachypomus)
Vieira (dados Tambaqui DMSO 32-39
?Iill(ilgar(lli(;) (Colossoma Ringer 22-30
p macropomuin) MetilGlicol

Obviamente nesses métodos subjetivos de analise da motilidade seminal, os resultados diferem
de observador para observador, tornando a avaliagdo incorreta ou imprecisa. Para diminuir tais
problemas, a analise objetiva de sémen através de sistemas computadorizados foram desenvolvidos e,
inicialmente utilizados em mamiferos, mas na atualidade tem desempenhado um papel importante
dentro da aqiiicultura (RURANGWA et al., 2004).

A analise seminal auxiliada por computador (CASA) permite uma avaliagdo objetiva ndo so
da motilidade, mas também de diferentes caracteristicas da célula espermatica, tais como a velocidade
e morfologia. Esse método de andlise tem grande repetibilidade e fornece estimativas mais
discriminadas que os procedimentos visual/microscopico subjetivos (RURANGWA et al., 2004).

A mensuracdo objetiva da motilidade espermatica de peixes foi primeiramente reportada por
COSSON et al. (1985) utilizando iluminagdo estromboscopica e camara de video na analise da
motilidade de espermatozoides de truta ativados. Mas, somente durante os Ultimos anos os sistemas

modernos de CASA foram adaptados mais especificamente para o estudo do espermatozoide de
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peixes. Esse sistema ¢ automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos
espermatozoides, fornecendo informagao acurada do movimento individual de cada espermatozoide, e
também resumos estatisticos da populacao espermatica (AMANN e KATZ, 2004).

O CASA pode representar uma importante ferramenta na aqiicultura de forma a quantificar
rapida e objetivamente os efeitos das condigdes de criagdo e manipulagdo espermatica acerca da
motilidade dos espermatozodides, incrementando a capacidade fertilizante dos animais de criatorios
(RURANGWA et al., 2004).

As diferengas na biologia dos espermatozdides entre peixes ¢ mamiferos podem explicar a
dificuldade na adequagdo das ferramentas para analise da motilidade espermatica em peixes. A
introdugdo do CASA no estudo da reprodugdo de peixes primeiro transp0s os problemas espermaticos
particulares como o curto periodo em que os espermatozdides se mantém moveis apos a ativacao, € a
alta freqii€ncia do batimento flagelar apos a ativacdo (RURANGWA et al., 2001).

Além da motilidade espermatica, o sistema pode avaliar a trajetoria dos espermatozoides, na
qual os parametros mais importantes de velocidade sdo a velocidade curvilinear (VCL) e a velocidade
em linha reta (VSL). Se a trajetoria ¢ uma linha reta, a VCL ¢ a VSL sdo idénticas. A velocidade do
caminho angular (VAP) é geralmente de pouca utilidade em peixes uma vez que, ao contrario dos
espermatozoides de mamiferos, a trajetoria ¢ geralmente na forma de curvas suaves, entdo a VAP ¢ a
VCL sido idénticas, podendo o espermatozdide se mover tri-direcionalmente no meio aquatico (KIME
et al., 2001). Imediatamente apos a ativagdo, os espermatozoides de teledsteos geralmente se movem
em trajetoria curvilinea tendendo a reta. A motilidade percentual (MOT) e a concentragdo de moveis
(MOC) sdo bons indicadores do nimero de espermatozodides viaveis. A fertilidade dependera entdo do
numero de espermatozoéides moveis e de sua velocidade (RURANGWA et al., 2004).

Os instrumentos de analise computadorizada de sémen tém demonstrado niveis altos de
precisao e confianga, avaliando o sémen de diferentes espécies. Embora existam diferentes maquinas
de analise computadorizada de sémen, o sistema ¢ baseado em Optica e software utilizados em
conjunto para a identificagdo do espermatozodide e reconstrugdo de sua trajetoria (VERSTEGEN et al.,
2002). A disponibilidade desses instrumentos fornece uma grande ferramenta para estudo objetivo da
motilidade e morfologia espermatica, melhorando o conhecimento ¢ habilidade em manipular o

sémen.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A criopreservagdo seminal em peixes vem avancando desde a década de 50 abordando sua
importancia como ferramenta para a contribui¢do na operacionalizacdo e flexibiliza¢do dos programas
de reproducdo. Porém ndo ha uma padroniza¢do nos protocolos de criopreservacdo. Dessa forma,
pode-se encontrar na literatura uma grande variacdo inclusive nos protocolos de criopreservagdo de

sémen de um mesmo grupo de animais, tornando essa técnica muito inconsistente e de dificil difusao.
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No caso dos peixes da familia Characidea mais cultivados para alimenta¢do humana, os
criodiluidores frenquentemente utilizados sio glicose, BTS ¢ Agua de coco (ACP) associados a
glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), etilenoglicol, metilglicol, dimetilacetamida, propilenoglicol ou
metanol. Porém, os resultados mais satisfatorios sdo encontrados nos tratamento que utilizam o DMSO
como crioprotetor.

Para a avaliacdo da motilidade como parametro essencial na avaliacdo da qualidade seminal
apos o descongelamento, grande aten¢do tem sido dada aos métodos objetivos, dentre eles a Analise de
Sémen Auxiliado por Computador (Computer-Assisted Semen Analyses - CASA) em que seu poder de
analise é dado pela avaliagdo precisa ¢ acurada dos espermatozoides com alto grau de objetividade,
aperfeicoando o processo de avaliagdo do sémen.

E importante ressaltar que, além dos meios diluentes e do método de analise do sémen, outros
fatores também exercem influéncia sobre a qualidade do sémen criopreservado, como a taxa de
resfriamento, concentragdo espermatica, tempo ¢ método de adicdo dos crioprotetores, métodos de
envase, condigdes de congelacdo, tempo de descongelacdo, dentre outros. Além disso, cada um desses
fatores responde de forma diferente dependendo da espécie animal da qual provem o sémen.

Nesse sentido, conclui-se que ¢ de muita importincia incentivar o estudo sobre as
particularidades do sémen dos peixes caracideos buscando a padronizagdo da técnica de
criopreservagdo, definindo com isso os componentes dos crioprotetores € meios diluidores, bem como
os procedimentos mais adequados para o congelamento e descongelamento de sémen desse

grupamento de peixes.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

O tambaqui em cativeiro necessita de indu¢do hormonal com Extrato de Pituitaria
de Carpa para liberar quantidades suficiente de sémen para os processos reprodutivos, € essa
inducao nao interfere nas caracteristicas seminais.

A espectrofotometria A=540nm ¢ um método rapido e confiavel na avaliagao da
concentragdo espermatica de tambaqui

O ACP-104 associado ao DMSO (10%) diluido de 1:3, é uma excelente alternativa

para a criopreservacao de s€émen de tambaqui.
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11 PERSPESCTIVAS

Com o conhecimento dos dados sobre as caracteristicas seminais do tambaqui C.
macropomum, (CUVIER, 1818), e com éxito, nos testes “in vitro”, do diluidor ACP-104 na
criopreservacao de espermatozodides surge a necessidade de testd-lo in vivo na mesma espécie

assim como testd-lo “in vitro” e “in vivo” em outras espécies de peixes
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

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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