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RESUMO

A criopreservacdo € uma técnica de criopreservacdo do sémen considerada uma boa
alternativa para a melhoria da reproducdo de peixes em cativeiro. Dentre os muitos beneficios
gerados pela técnica destacam-se: sincronizacdo na disponibilidade de sémen, maior
facilidade no transporte do mesmo e preservacdo dos gametas evitando seu envelhecimento;
além disso, também permite a conservacdo da variabilidade genética e reducdo dos custos
com a manuten¢do de machos. Considerando esses beneficios, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito do crioprotetor dimetilsulféxido (DMSO) em diferentes
concentracdes sobre a funcionalidade (motilidade, tempo de laténcia, taxa de fertilizacdo e
taxa de eclosdo) de células espermadticas criopreservadas de sémen da espécie Prochilodus
lineatus, popularmente conhecida como Curimba. Para desenvolver o experimento foram
selecionados 12 reprodutores e feita a aplicagdo do hormodnio, apds aproximadamente 240
horas/graus, iniciou-se a coleta do sémen. O sémen foi diluido numa propor¢ao de 1:4 - 1
parte de sémen para 4 partes de solucdo diluente de Beltsville Thawing Solution (BTS) e
homogeneizado com dimetilsulféxido (DMSO) nas seguintes concentragdes: 2%, 5%, 8% e
11%. Sendo realizados quatro tratamentos com cinco repeti¢cdes. O experimento demonstrou
que, para o protocolo de criopreservaciao do sémen de Curimba, os melhores resultados foram
obtidos com a utilizacdo de Dimetilsulféxido como solugdo crioprotetora em concentragdao de
5%.

Palavras-chave: crioprotetor, Beltsville Thawing Solution (BTS), taxa de fertilizacao



ABSTRACT

Cryopreservation is a good alternative for improving fish breeding in controlled
conditions. Its many benefits include: synchronization in semen availability, a greater easiness
to transport the semen and preservation of gametes from aging process; besides it also
conserves  genetic  variability, and eliminates maintenance costs of male
individuals.Considering this, the objective of the present study was to evaluate the effect of
cryoprotectant dimethyl sulfoxide (DMSO) at different concentrations on the functionality
(motility, lag time, fertilization rate and hatching rate) of cryopreserved sperm cells from
Prochilodus lineatus semen, commonly known as Curimba. In order to develop the
experiment 12 breeders were selected and received a dose of hormones, and after
approximately 240 hours/degrees the semen was collected. The semen was then diluted in a
proportion of 1:4 - 1 part of semen to 4 parts of a diluent solution of Beltsville Thawing
Solution (BTS) and mixed with dimethyl sulfoxide (DMSO) in the concentrations: 2%, 5%,
8% and 11%. Four treatments were performed with five replications. The experiment
evidenced that, considering the protocol for cryopreservation of semen from Curimba, the
best results were accomplished applying Dimethyl sulfoxide as cryoprotective solution in the
concentration of 5%.

Key-words: cryoprotectant, Beltsville Thawing Solution (BTS), fertilization rate
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta condigdes favordveis para o desenvolvimento das diversas atividades
econdmicas relacionadas com a pesca e a aqiiicultura, por ser um pais que possui grande
diversidade de clima e ecossistemas. Também se destaca pelo grande potencial hidrico das
bacias hidrograficas, dos aqiiiferos, canais irrigados e reservatérios (SEBRAE, 2010).

Entre as espécies de peixes nativos utilizadas na aqiiicultura podemos citar a curimba
(Pochilodus linetus), que oferece grandes vantagens a piscicultura, devido a rusticidade e a
elevada taxa de crescimento (MURGAS et al., 2007). Uma das principais caracteristicas que
os tornam importantes em sistemas de policultivo, € o seu hdbito alimentar detritivoro, pois
consomem a matéria orgdnica em decomposi¢do, auxiliando na limpeza dos viveiros
(STREIT et al., 2004).

A piscicultura tem passado por constantes alteracdes nas ultimas décadas e se consolida
como importante atividade no agronegdcio brasileiro, inclusive tem substituido, em parte, os
peixes oriundos da pesca extrativista, o que permitiu a criacdo de grandes projetos de
producdo/abate e a diversificacdo de canais de distribui¢do (como contratos com grandes
redes de hipermercado), o que facilitou o acesso dos consumidores aos pescados (SEREIA et
al., 2010).

Outro ganho da atividade € a recente utilizacdo de técnicas de conservacdo de s€émen,
como o banco de sémen, sendo utilizado nos laboratérios de reproducdo das pisciculturas.
Essa técnica tem como finalidade estocar por tempo indeterminado os s€émens de diferentes
espécies de peixes, visando principalmente sua utilizacdo para usos futuros em estudos
genéticos e programas de producido com fins comerciais € também para o repovoamento da
ictiofauna em ecossistemas alterados. O banco de sémen utiliza a técnica de criopreservagao,
no qual é feito o congelamento do sémen em nitrogénio liquido (RESENDE, 2005).

A criopreservagdao € 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 do s€men facilita o transporte e evita o envelhecimento dos gametas, além de
conservar a variabilidade genética, e eliminar os custos com a manutencdo dos machos
(SUQUET et al., 2000).

Diante do assunto exposto objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do

crioprotetor, dimetilsulf6xido (DMSO) em diferentes concentracdes sobre a funcionalidade
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(motilidade, tempo de laténcia, taxa de fertilizac@o e taxa de eclosdo) de células espermaticas

criopreservadas de s€men de curimba (P. lineatus).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Panorama da aqiiicultura nacional

A aqiiicultura, em especial a atividade produtora de peixes (piscicultura), t€ém se tornado
uma atividade agro-industrial importante no Brasil, principalmente ao longo da ultima década
com crescimento de 777% (BORGHETTI et al., 2003), tornando-se, portanto, uma importante
fonte geradora de divisas.

A piscicultura passou a ter no cendrio agropecudrio brasileiro, no fim dos anos 90 e
inicio dos anos 2000, um aumento de sua importancia econdmica. Principalmente devido aos
avangos da tilapicultura e seus 6timos resultados econdmicos, e ainda criacdo em 2003 da
Secretaria Especial da Aqiiicultura e Pesca (SEAP/PR). Isso resultou no ano de 2009, a lei n°
11.958, que criou o Ministério da Pesca e Aqiiicultura do Brasil.

Segundo o Ministério da Pesca e Aqiiicultura-MPA (2010), a producdo da aqiiicultura
do Brasil no periodo de 2007 a 2009, comparado as outras atividades zootécnicas, registrou
crescimento relativo de 43,8%, ao passo que as principais criagdes da pecudria nacional, aves
e suinos, registraram apenas 12,9% e 9,2%, respectivamente, € a de bovinos uma retracdo na
ordem de 8,6% (Figura 1).

Conforme dados da Food and Agriculture Organization of United Nations-FAO (2009),
o Brasil a ocupa 17° posi¢do mundial como produtor aquicola (marinha estuarina e
continental). Apesar dessa posi¢cdo o Brasil tem apresentado dados interessantes, pois, de
acordo com o MPA (2010), a producdo da piscicultura no ano de 2009 foi 337.353 toneladas,
apresentando incremento de 90% na produgdo em relacdo ao ano de 2003 e de 20% em
relacdo a 2008, representando 39% da producdo total de pescado nacional (Figura 2). Sendo
que, as principais espécies produzidas sdo: tildpia (Oreochromis niloticus), carpas
(Ctenopharyngodon idella, Cyprinus carpio, Hypophthalmichthys molitrix e Aristichthys
nobilis), tambaqui (Colossoma macropomum), tambacu (QColossoma macropomum x O

Piaractus mesopotamicus) e curimba (Prochilodus lineatus).
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Figura 1: Crescimento relativo da pecudria e aqiiicultura nos anos de 2007-2009. Fonte:
Ministério da Pesca e Aqiiicultura (2010).
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Figura 2: Producdo de piscicultura de 2003 a 2009. Fonte: Ministério da Pesca e Aqiiicultura
(2010).
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A piscicultura brasileira ja contribui com os saldos positivos da balanga comercial do
agronegocio brasileiro. No ano de 2006 foram exportadas 165 toneladas de tildpia para
Europa e Estados Unidos. Peixes inteiros congelados, filés congelados e filés frescos
obtiveram o valor de R$ 1,15 milhdes na exporta¢do. A cadeia produtiva das espécies nativas
organiza-se € ja possui produtos semelhantes exportados para diversos paises europeus e

Estados Unidos (GARCIA et al., 2007).

2.2 Caracteristicas biologicas e produtivas da curimba

Segundo Godinho (2007) pelo menos 40 espécies de peixes de dgua doce brasileiras sdo
utilizadas na aqiiicultura, o que representa 1,5% das espécies conhecidas. Embora a produgdo
brasileira de peixes cultivados venha crescendo, o ritmo € menor do que o indicado pelo seu
potencial. Estudos de biologia reprodutiva de espécies nativas devem ser conduzidos, pois é
area bésica e fundamental para o estabelecimento do setor, e as tecnologias associadas a estes
estudos devem ser implementadas.

A curimba (P. lineatus) atualmente tem sua populacdo ameacada pela construg¢do de
barragens hidrelétricas, pesca predatoria e polui¢do do ambiente natural (GONCALVES,
2008). E um peixe reofilico, de valor comercial, muito utilizado em repovoamento de rios e
reservatorios de usinas hidrelétricas. Tem se mostrado eficiente como espécie forrageira na
rotina reprodutiva de peixes carnivoros na fase larval. E considerada a espécie mais comum
do Pantanal e reproduz-se na cabeceira dos rios de novembro a janeiro, na época das chuvas
(STREIT et al., 2004).

Machos e fémeas sdo muitos semelhantes externamente, contudo, os machos atingem a
competéncia reprodutiva aos dois anos (cerca de 24 cm de comprimento corporal), em média,
enquanto as fémeas atingem aos trés anos, quando apresenta comprimento corporal médio de
31 cm (LOGATO, 2000).

A curimba (Figura 3) pertence a Ordem Characiformes, Familia Prochilodontidae, sendo
facilmente reconhecidos pelos ldbios carnosos provido de duas séries de pequenos e
numerosos dentes falciformes ou espatulares. Possuem escamas relativamente grandes e a

nadadeira dorsal € precedida por um espinho procumbente, que pode ser afilado ou bifurcado.
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Encontram-se distribuidos nos rios das bacias Solimdes- Amazonas, Tocantins, Sao

Francisco, Parana-Paraguai e Uruguai (BALDISSEROTTO e GOMES, 2005).

Figura 3: Prochilodus lineatus, Curimba.

2.3 Reproducio de peixes

7z

A reproducdo dos peixes é ciclica, o que corresponde a um periodo de repouso
intercalado por periodo de atividade sexual que finalizam com o surgimento de nova prole.
Quando em repouso, as gonadas estdo com o tamanho reduzido, concentrando apenas as
células gametogénicas em fases iniciais de desenvolvimento. Com o avanco do ciclo, elas
acumulam espermatozdides ou ovdcitos vitelogénicos até atingir o pico no momento da
reproducdo. As gonadas, em virtude do actimulo dessas células, sofrem mudangas radicais em
sua constitui¢do, alterando sua aparéncia e peso (GODINHO, 2007).

Se o peixe que desova em rio é mantido em cativeiro, sua gonada de desenvolve
somente até certo estigio permanecendo nesse mesmo estagio até que se inicie a reabsorc¢ao.
Esse processo pode se repetir ano apds ano, sem jamais levar a desova. No entanto, a

propagacdo desses peixes pode ser alcangada pela inducdo artificial da ovulagcdo na época

certa (MURGAS et al., 2003).
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Em estudo realizado por Querol et al. (2004), utilizando a espécie cascudo viola
(Loricariichthys platymetopon) observaram que o periodo de maior insolacdo didria
juntamente com a elevacdo das taxas de temperatura e uma diminuicdo da precipitagao
pluviométrica durante o pico reprodutivo, exerceu influéncia sobre o ciclo gonodal,
acelerando a maturac@o das gonadas e proporcionando a desova dessa espécie.

Os peixes podem se reproduzir naturalmente ou artificialmente, quando naturalmente,
ndo hd intervencdo do homem, onde peixes sexualmente maduros lancam seus gametas no
meio em que vivem, ou pode-se preparar tanques artificiais para esse fim. J4 a reproducao
artificial hd interferéncia do homem no processo, onde se realiza a desova induzida por
hormoénio, sujeita a técnica de hipofisacdo, usado principalmente em peixes que nao se
reproduzem em condi¢do de confinamento, ou fazem-no somente sob condi¢cdes ambientais
especificas, visando assim a fertilizacdo controlada incubagdo e criagdo de larvas e juvenis,
tendo como objetivos de melhorar a sobrevivéncia dos peixes e alcancar maiores producdes
(RIBEIRO e PAVANELLLI, 1998).

O processo de extrusdo é a técnica utilizada para extrair os ovocitos e esperma dos
reprodutores, nas fémeas a extragdo € feita pela pressdo delicada no abddmen préximo ao
poro genital e depois ao longo do abdémen no sentido da cabeca ao poro, sendo recolhido os
ovdcitos em um recipiente plistico seco e limpo. Logo em seguida massageia-se o macho,
tendo por baixo o recipiente com 0s ovdcitos, para que o esperma caia sobre eles e, entdo,
cuidadosamente coloca-se dgua sobre essa mistura para a fertilizacdo, que dura cerca de cinco
minutos. Apoés a fertilizacdo os ovdcitos sao colocados nas incubadoras (BALDISSEROTTO
e GOMES, 2005).

O desenvolvimento embriondrio € um processo que se inicia com a fertilizacdo do
ovdcito, até eclosdo das larvas (KIMMEL et al., 1995). Apés o processo de fertilizagdo, o ovo
absorve a dgua e ocorre a formagdo do espacgo perivitelinico, com a separacdo entre o corion €
a membrana vitelina. Os ovos dos peixes apresentam o vitelo acumulado em uma das
extremidades, tendo seu elevado suprimento, no qual o embrido ird se nutrir durante a
embriogénese, assim como as larvas durante algum tempo apds sua eclosio (NAKATAMI et

al., 2001).
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2.4 Tecnologias de criopreservacao de semen

A criopreservacdo permite o armazenamento de espermatozoides de peixes em
nitrogénio liquido, mantendo a viabilidade dos gametas por tempo indefinido (GOLCALVES,
2008), uma vez que os espermatozdides sdo imdveis nos testiculos e no plasma seminal de
espécies de dgua doce, sua motilidade € ativada quando o meio em que os espermatozdides
vivem encontra-se em contato com a dgua do ambiente externo (COSSON, 2004).

A técnica de criopreservacdo auxilia a diminuir problemas de consangiiinidade, que
podem ocorrer como resultado de cruzamento seletivo que seleciona genes de interesse
particular pelo endocruzamento, reduzindo a diversidade genética. A montagem de um banco
genético com sémen congelado de peixes € uma forma eficiente de manter o tamanho efetivo
da populacio sem a manutencdo de um grande ndmero de reprodutores (JORSTAD e
NAEVDAL, 1996). Facilitando o manejo por dispensar a presenca do macho no ato da
fecundacdo e aumentar, também, a eficiéncia da reproducdo artificial nas estagdes de
piscicultura. Contudo, devem-se ter alguns cuidados, nos quais sdo determinantes para o
sucesso do resfriamento, tais como reducao da temperatura, fornecimento e troca de gases e
prevencdo do desenvolvimento bacteriano (STOSS e DONALDSON, 1982 citado por
OLIVEIRA et al., 2007).

Quanto aos procedimentos de congelamento, sdo necessarios o uso de meios diluentes e
agentes protetores, sendo geralmente constituidos de solu¢des aquosas que possuem a mesma
osmolaridade do fluido seminal. Contudo, para ndo ocorrer a ativagao dos espermatozoéides, a
solucdo elaborada, normalmente € composta com a adicdo de glicose para aumentar a sua
pressdo osmotica e evitar, com isso, a ativagdo do espermatozdide (CARNEIRO, 2007). Na
pratica, o desenvolvimento de uma dessas solu¢des, para uma determinada espécie de peixe
necessita de ensaios para a avaliagdo dos seus eventuais efeitos téxicos e sua influéncia sobre
a integridade e funcionalidade espermdtica. Resumidamente, quando misturado ao meio
diluidor, o sémen ndo deve estar mével, mas a sua ativacdo deve continuar sendo possivel
com a adicdo de dgua no momento da fertilizacio apds seu armazenamento e
descongelamento (OHTA e IZAWA, 1996, citado por CARNEIRO, 2007).

Uma das maiores dificuldades na congelacdo do s€men € evitar a formacao de cristais de
gelo intra e extracelulares, e aumento da concentracdo de solutos. Para poder minimizar esses

efeitos durante o processo de criopreservacdo do sémen, € adicionado diluentes que devem ter
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como uma de suas funcdes proteger os espermatozdides contra o choque térmico (MATEOS-
REX e AGUILLAR, 1996).

Os diluidores sao solugdes de sais ou de carboidratos adicionados ao sémen cuja fungao
¢ manter a viabilidade das células espermadticas durante a reducdo da temperatura. As
condi¢cbes minimas requeridas de um diluidor adequado sdo: isotonicidade, pois suas
caracteristicas fisico-quimicas ndo devem ser alteradas durante o contato com o sémen;
condutividade térmica elevada, permitindo a rdpida transferéncia de temperatura do meio
externo para os espermatozoides; esterilidade, ou seja, ndo devem veicular microrganismos
potencialmente nocivos as células espermdticas e, finalmente, servir de carreador de
crioprotetores (LEGENDRE e BILLARD, 1980).

Segundo Rall (1987) em experimentos com embrides de camundongos, constatou que a
sacarose tem o efeito adicional de protecdo celular, pois este crioprotetor causa desidratacao,
reduzindo a quantidade de dgua no citoplasma da célula e, desta forma, evita a formacdo de
gelo.

Os crioprotetores segundo Cruz (2001), podem ser classificados em intracelulares

(soluveis) ou extracelulares (ndo soliveis), como representado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacio dos crioprotetores quanto a permeabilidade sobre a membrana celular

Crioprotetores intracelulares Crioprotetores extracelulares
(soluveis) (ndo soldveis)
Dimetilsulféxido (DMSO) Glicose
Glicerol Sacarose
Metanol Gema de ovo
Etilenoglicol Leite desnatado
Propilenoglicol Soro
Propanodiol Agua de coco

Fonte: Cruz (2001).

Streit et al. (2007) em trabalho realizado com embrides de pacu (Piaractus
mesopotamicus) em estdgio de pods-gastrula, submetidos a diferentes protocolos de
resfriamento, observaram a toxidez do crioprotetor etilenoglicol, onde os embrides que foram
submetidos ao tratamento controle, no qual foi utilizado apenas dgua sem o crioprotetor
tiveram taxa de eclosdo maior (6%) em relagdo aos embrides expostos ao etilenoglicol (0%).

Os autores justificam que a ndo ocorréncia de eclosdo nos tratamentos com o etilenoglicol
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pode estar relacionada a interferéncia desse crioprotetor no metabolismo do embrido,
provocando assim a desestruturacdo celular, e com conseqii€ncia, a morte.

O diluente deve proporcionar, nutrientes como fontes de energia, manter a pressao
osmotica adequada e aumentar o volume do s€men (WATSON, 1995).

Murgas et al. (2007) encontraram resultados satisfatérios quando utilizaram como
diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) com concentragao final de 4,5%, enriquecido com
os crioprotetores intracelulares metanol ou DMSO em concentragdo final de 10% em sémen
de curimba.

Miliorini (2006) ressalta que ainda ndo existe um protocolo especifico de
criopreservacdo do s€men para cada espécie, uma vez que mesmo as espécies que coabitam
nossas bacias hidrograficas, tendem a apresentar diferentes sensibilidades de seus

espermatozdides a redugao na temperatura e ao contato com solucdes crioprotetoras.

2.4.1 Motilidade espermatica e tempo de laténcia

A motilidade espermadtica € um dos parametros mais utilizados na qualificacdo de uma
amostra de s€émen de peixes e geralmente é expressa em percentagem de espermatozdides
moveis (MILIORINT et al., 2007). Maggese et al. (1984), na andlise de motilidade do s€men
de bagre (Rhamdia sapo), estabeleceram uma escala arbitraria de 0 a 2 em que O- significava
sémen imovel, 1- movimentos vibratorios e 2- motilidade direcional. Por sua vez Fauvel et al.
(1999) basearam-se na escala de 0 a 5, em que a escala 0- significa a imotilidade, 1- 0 a 20%
de espermatozédides moveis, 2- 20 a 40%, 3- 40 a 60%, 4- 60 a 80% e 5- 80 a 100% de
espermatozoéides moveis.

No entanto deve-se levar em conta que a motilidade espermdtica é influenciada por
inimeros fatores como temperatura, estado nutricional, estado sanitario, condi¢des de andlise,
solucdes ativadoras empregadas, espécie estudada (CAROLSFELD e HARVEY, 1999).
Segundo Rana (1995) um dos principais moderadores da motilidade espermdtica é o
progresso da época reprodutiva em que os machos de piracema se encontram.

Billard et al., 1995 em estudos realizados com carpas (Cyprinos), constataram que a
temperatura influencia decisivamente a duracdo da motilidade das células espermiticas,

obtendo resultados de 30-40 segundos de motilidade espermdtica a 20 °C. Miliorini et al.
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(2005) obtiveram uma duracdo de até 184 segundos para o sémen descongelado de
curimba(P.lineatus), a 25 °C.

Billard e Cosson (1992) observaram aumento na percentagem de espermatozoéides
moéveis de truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss) a medida que temperatura da lamina
histologica aumentava durante a analise.

A propor¢do adequada do diluente: s€émen € importante para poder se obter taxas de
motilidade espermadtica positivas apds descongelamento. Estudos com o sémen da tildpia
nilética (Oreochromis niloticus), mostraram que a combinagdo do dimetilsulféxido (DMSO)
com gema de ovo e do metanol com leite em po, associados a glicose e dgua destilada, foram
os mais adequados para o congelamento do s€émen dessa espécie, utilizando proporcdo de
diluente de: 1:1, 1:4 e 1:9, também apresentam resultados satisfatérios (GODINHO et al.,
2003).

Streit et al. (2004) comparando o s€émen de curimba (P.lineatus) induzido por extrato de
hipéfise de frango (EHF), carpa (EHC) ou coelho (EHCo), constatou que o tipo de hormonio
pode influenciar na motilidade espermatica, tendo como resultados 68,20%, 50% e 60%
respectivamente, quanto a motilidade.

Segundo Billard e Cosson (1992), a dilui¢ao € a chave da imobilidade e motilidade dos
espermatozdides, pois o volume do diluente adicionado determina a dindmica de ativagdo.
Uma dilui¢do relativamente alta € necessdria para iniciar a motilidade simultanea de 100%
dos espermatozéides. Em baixas dilui¢des, somente alguns espermatozoéides sdo ativados e
outros vém a ser ativado progressivamente mais tarde.

O tempo de laténcia, segundo Godinho et al. (2003) é o tempo decorrido entre a mistura

de s€men com o crioprotetor e o inicio da motilidade espermatica.

2.4.2 Taxa de fertilizacdo

Bromage e Roberts (1995) relacionam a eficiéncia da qualidade seminal com a taxa de

fertilizagdo, tanto em estudos de inseminacdo como em preservacdo de s€émen.
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A propor¢do de espermatozdide e ovdcito também influencia na taxa de fertilizacdo. Em
metodologia empregada por Fogli da Silveira et al. (1988) no processo de fertilizacao de truta
(Oncorhynchus mykiss) concluiram que 200 mil espermatozdides foi o nimero minimo
necessario a fecundag¢io de um ovdécito com uma taxa de fertilizacao Gtima.

Em estudos realizados por Lahnsteiner et al. (1998) com truta encontraram correlagio
entre a taxa de fertilidade e velocidade da motilidade com a capacidade de fertiliza¢do, onde
velocidade da natacdo menor que 5 um /segundos teve uma capacidade de fertilizacdo de
aproximadamente 20%.

Sanches et al. (2009) em experimento com dose inseminante para a fertilizacdo de
ovocitos de Dourado (Salminus maxilosus), chegaram a resultados em que, afirmam que a
diluicao do material fertilizante possui também duas importantes aplicacdes sobre as taxas de
fertilizacdo: uso de pouca dgua como solugdo ativadora, compromete a ativagdo espermatica
proporcionando assim um meio inadequado para o encontro dos gametas; e o uso da dgua em
excesso pode diluir excessivamente o meio, impedindo o espermatozéide de chegar a
micrépila durante o curto periodo de tempo de ativacdo que adquirem. Chegando a conclusio
que o uso de 0,44 mL de sémen em 100 mL de ovdcitos nao hidratados e ativados com 1.250
mL de dgua podem ser alcancados melhores taxas de fertilizacao dos ovdcitos dessa espécie.

Estudos realizados por Marques (2001) foi observado que as taxas de fertilizacao
variaram de acordo com as incubadoras para as quais os ovdcitos foram transferidos apds a
fertilizacdo com s€men de curimba resfriado em gelo. Nas incubadoras com capacidade para
20 litros, obteve-se 38% de fertiliza¢do, enquanto que, nas incubadoras de 60 litros, a taxa de
fertilizacdo méxima foi de 90%.

Nascimento et al.(2007) em estudos comparando o efeito do processo de
criopreservacdo do sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus), utilizando as solugdes
Beltsville Thawing Solution (BTS) e dgua de coco em p6 (ACP) combinadas ao crioprotetor
metil glicol (MG) e sémen fresco como controle obtiveram os seguintes resultados
demostrados na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa entre as taxas de fertilizagdo
observadas entre o sémen congelado com BTS + MG, ACP + MG e sémen fresco. A
motilidade média apds descongelamento foi de 60% para s€émen congelado em ACP + MG e
de 70 % para os congelados em BTS + MG. Assim os autores concluiram que o uso de s€émen
congelado com ACP + MG oferece resultado satisfatorios na fertilizacdo artificial dessa
espécie quando comparado com os resultados obtidos com sémen congelado com BTS + MG

e o s€émen congelado.
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Tabela 2: Taxas de motilidade e de fertilizacdo com sémen congelado em duas solugdes
crioprotetoras e com sémen fresco nio diluido (média + desvio padrao).

Diluidor + crioprotetor Motilidade apds
Taxa de fertilizagao (%) *
descongelamento (%)

ACP + MG 60 85,4+ 14
BTS + MG 70 81,4+ 16
Sémen fresco - 100

* Nao significativo ao teste F (p>0,05).

A taxa de fertilizacdo € uma média obtida a partir da contagem de trés aliquotas de cada
uma das incubadoras, tendo assim o nimero de embrides vidveis e ovos gorados (Figuras 4 e
5).

A taxa de eclosdo € a média do nimero de larvas eclodidas e ovos gorados obtidas por

meio da contabilizacdo de trés aliquotas de cada incubadora.

Figura 4: Taxa de fertiliza¢do, contagem dos ovos gorados e fertilizados
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Figura 5: Taxa de fertilizacdo.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no més de janeiro de 2010 na Piscicultura Boa Esperanca
localizada no municipio de Pimenta Bueno, Estado de Rondonia. Na execugdo deste
experimento foram selecionados 12 reprodutores de curimba (Prochilodus lineatus) que
estavam estocados em viveiros e foram despescados com auxilio de redes de arrasto. Apds a
despesca, os reprodutores foram transportados para o laboratério e mantidos em caixas de
agua de 1000 litros. Cada reprodutor foi pesado e submetido ao tratamento hormonal com
extrato bruto de hipdfise de carpa para a inducdo da espermiacdo. A dose utilizada foi de 0,5
mg/kg de peso corporal diluida em soro fisiol6gico e aplicada na nadadeira peitoral.

Ap6s aplicacdo do hormonio e com aproximadamente 240 horas graus, iniciou-se a
coleta do s€men. Cada peixe foi enxugado por inteiro com auxilio de uma toalha, a fim de
evitar o contato da 4gua de seu corpo com o s€men no momento da coleta, e a papila genital
foi enxugada no momento da coleta com auxilio de papel toalha, prevenindo, assim, ativagao
do sémen por dgua ou urina. Foi feita extrusdo por massagem abdominal no sentido cranio-
caudal. O sémen foi coletado em tubo de 15 mL e mantidos em uma pequena caixa de isopor
com gelo, para em seguida serem congelados. Apds constatar que ndo ocorreu ativacdo
prévia, observando se ndo havia vestigio de dgua ou urina, a motilidade foi avaliada
colocando-se 1l de sémen in natura e 99ul de dgua destilada (25°C) em lamina sob laminula,
em microscopio de contraste de fases (400x) (STREIT et al., 2006).

A solug¢do base diluente foi o Beltsville Thawing Solution (BTS) constituido de 37 g de
glicose (G5400, >99% Sigma), 6 g de citrato de sddio di-hidratado (W302600, >99%,
Aldrich), 1,25 g de bicarbonato de sédio (S5761, >99,5%, Sigma), 1,25 g de etilenodiamino
tetracetato (E4884, 99,0-101,0%, Sigma-Aldrich) e 0,9 g de cloreto de potédssio (P8041,
~99%, Sigma) em 1 litro de dgua destilada (PURSEL e JOHNSON, 1975).

Esse diluidor normalmente € utilizado para o resfriamento do sémen suino, porém tem
obtido bons resultados no resfriamento do s€émen de peixes como Piaractus mesopotamicus
(Pacu), Prochilodus lineatus (Curimba) e Brycon orbignyanus (Piracanjuba) (MILIORINI et
al., 2002).

O BTS apresenta glicose em sua formulagdo atuando, por sua vez, como crioprotetor
externo a membrana citoplasmaética dos espermatozdides e serve de substrato para a produgdao
de ATP (fornecimento de energia quimica, que pode ser usada para trabalho quimico,

osmotico e mecanico) (MURGAS et al., 2007). Segundo Cosson et al. (1999) a fosforilacdo
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oxidativa mitocondrial € altamente requerida para a produgdo de energia durante o batimento
flagelar dos espermatozoéides, de modo que a insuficiéncia de ATP constitui uma das
principais causas da redu¢do da motilidade espermatica.

O s€men foi diluido na propor¢ao 1:4 (s€émen: solucao diluente) e homogeneizado com
dimetilsulf6xido (DMSO) nas seguintes concentra¢des: 2%, 5%, 8% e 11%, totalizando
quatro tratamentos com cinco repeti¢des.

Apd6s a homogenizagdo do sémen com o diluente por pipetagem, foram envasadas
quatro palhetas de 0,25 mL para cada tratamento e colocadas em raques. As palhetas
permaneceram por dois minutos a 24 °C em temperatura ambiente. Apds, foram alocadas em
botijdo do tipo dry shipper, a -70°C por 24h sendo transferidas para o botijao de nitrogénio
liquido a -196°C, permanecendo submersas em nitrogénio liquido por sete dias.

Para avaliacao da taxa de fertilizagao e eclos@o foram utilizadas duas fémeas. As fémeas
foram induzidas a desova com extrato de hipéfise de carpa Smg/kg de peso corporal. Apds
240 hora-grau (CECCARELLI et al.,, 2000), os 6vulos foram extrusados por massagem
abdominal sendo coletados em Becker de 1000 mL. Dos 6vulos coletados, foram utilizados
2 g, com aproximadamente 2.200 ovos por tratamento. Para obtencao da taxa de fertilizagao,
as amostras de s€émen foram descongeladas em banho-maria a 37° C por cinco segundos, €
enxugadas com papel toalha, tendo descartada a extremidade com massa cirdrgica. As
amostras descongeladas fertilizaram as aliquotas de 6vulos. Foram utilizados 150uL da
amostra descongelada de cada tratamento de um mesmo macho, sendo duas aliquotas
fertilizadas com sémen fresco, coletado de dois machos no momento da execugdo do teste
(controle com sémen fresco). Das amostras com sémen fresco foi utilizado 15uL, para que o
nimero de células esperméticas por 6vulo fosse similar aos tratamentos congelados, estas
aliquotas foram utilizadas para fertilizar a primeira e a dltima aliquota de ovos (estas aliquotas
serviram como controle).

Na execugdo dos testes de fertilizagcdo, tanto para as amostras de s€émen descongelado,
como para as aliquotas de sémen fresco (controle da qualidade dos 6vulos), as células
espermaticas foram colocadas em contato com as aliquotas dos 6vulos em Becker de 10 mL.
A ativagdo do sémen foi realizada mediante a adi¢do, ao Becker, de 2 mL de dgua destilada a
temperatura de 29° C. Apds, o material foi homogeneizado suavemente por aproximadamente
cinco segundos e permaneceu em descanso por cinco minutos. Ao final deste periodo, foram
adicionados 20 mL de 4gua destilada a temperatura de 29° C em cada um das aliquotas,
visando hidratar os 6vulos fertilizados. Apds, foram incubados a 29°C sob fluxo de 4gua

delicado e constante de 150 mL/min em incubadoras experimentais de 2 L (figura 6).
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Figura 6: Incubadoras experimentais.

O acompanhamento dos estidgios de desenvolvimento foi realizado por meio de
estereomicroscopio (16 X), sendo avaliados 200 embrides por estddio e por tratamento.

A taxa de fertilizacdo foi avaliada apds 200 horas/grau, sendo considerado fertilizado
sobre o total de embrides avaliados, e o final expresso em percentual. J4 a taxa de eclosio foi
avaliada considerando-se o total de embrides eclodidos, sobre o total de embrides fertilizados
com sémen, sendo ao final expresso em percentual.

O botijao de nitrogénio, contendo as outras amostras, foi transportado para o
Laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de Veterindria da Universidade Federal de
Pelotas, onde foram realizadas outras andlises seminais realizadas apds o descongelamento,
como: motilidade espermadtica e tempo de laténcia.

Foi realizada a andlise de normalidade para todas as varidveis dependentes pelo teste de
Shapiro-Wilk. Ap6s foi realizado andlise de varidncia com subseqiiente comparagdo entre as
médias através do teste de Tukey. As diferentes concentracdes de crioprotetores foram
consideradas varidveis independentes, e as varidveis motilidade espermadtica, tempo de
laténcia, taxa de fertilizacdo e taxa de eclosdo foram consideradas varidveis dependentes.

Todas as analises foram realizadas no software Statistix 9.0 (2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado diferenca entre as concentracdes de DMSO na varidvel motilidade
espermatica (Tabela 1), porém nao se deve ser tomada como indicativo da qualidade seminal
isoladamente. Miliorini (2006) obteve uma motilidade pds-descongelamento em sémen de
curimba utilizando concentracao de 5; 7,5; 10 e 12, 5 de DMSO de 76, 78, 85 € 69% o que
diferem dos resultados encontrados neste trabalho. Neste estudo utilizou-se 2,16 vezes menos
glicose do que o trabalho de Miliorini (2006) o que pode justificar essa grande diferenca na
motilidade espermatica encontrada entre esses trabalhos. Streit et al. (2006) concluiram que a
glicose que estd na formulacdo do BTS atua como crioprotetor externo a membrana
citoplasmadtica dos espermatozdides e serve de substrato para a sintese de ATP. Além de que a
toxicidade do DMSO, a célula espermética de alguns peixes de dgua doce pode ser suprida
pela adicdo de carboidratos (LEUNG, 1991). O sémen de P. lineatus ao utilizar a glicose
como fonte energética primadria, pode suprir a necessidade metabdlica da célula espermatica.

Nao foi observada diferencga significativa (P>0,05) entre as concentragdes de 2 a 8% de
DMSO (Tabela 3) quanto a caracteristica de tempo de laténcia no sémen descongelado. Estes
dados corroboram com os encontrados por Cruz (2001) que verificou que as amostras
acrescidas de DMSO apresentaram duracdo média de motilidade superior a daquelas

acrescidas de etilenoglicol e propanodiol.

Tabela 3: Taxa de motilidade espermdtica, tempo de laténcia (%) integro do sémen
descongelado de curimba (P. lineatus) (n=12)

Tratamentos Motilidade Tempo de laténcia (%)
DMSO a 2% 18,0+49 16,8 + 4,7
DMSO a 5% 22,0+49 234 +4,7°
DMSO a 8% 16,0 4.9 17,4 +4,7°
DMSO a 11% 12,0+£49 9,6 +4,7°

%L etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05)

Segundo Rana e Mac Andrew (1989), muitos trabalhos determinam a qualidade
espermatica pds-descongelamento utilizando somente a motilidade e ndo considerando a taxa
de fertilizacdo dos ovos. Porém, o teste de fertilizacdo é o método que melhor permite avaliar

a manutengdo da capacidade fertilizante do espermatozéide. Miliorini (2006), em seu estudo
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de criopreservacdo de s€men de curimba obteve médias de taxa de fertilizacdo de 22,3; 17,1;
15,7 e 7,1% para as concentragdes de 5; 7,5; 10 e 12,5% de DMSO, respectivamente. Nesse
estudo, verificou-se taxas de fertilidade superiores para as concentracdes de 5, 8 e 11% de
DMSO, porém na concentragdo de 2% de DMSO, observou que o sémen ndo manteve sua
capacidade fertilizante, obtendo taxa de fertilizacdo igual a zero.

O tratamento DMSO 5% apresentou resultado de taxa de fertilizacdo (porcentagem de
ovos que atingem a fase de fechamento do blastéporo) e eclosdo melhores aos demais
tratamentos além de ndo apresentarem diferenca quando comparado ao sémen in natura
(Figura 7). Uma vez que o DMSO na concentragdo de 5% proporcionou as maiores duracdes
médias de tempo de laténcia espermdtica pds descongelamento, pode-se supor que as taxas de
fertilizacdo também superiores sejam devido a prolongada capacidade de movimentagdo das
células espermaéticas, tendo em vista a maior probabilidade de penetragdo em micrdpilas ainda

abertas.
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Figura 7: Taxa (%) de fertilizacdo e de eclosdo do sémen descongelado de curimba (P.
lineatus) (n=12) e do sémen fresco controle (n=2). *® ®* B Letras diferentes na
taxa de fertilizacdo ou eclosdo diferem estatisticamente (P<0,05).
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5 CONCLUSAO

Sob as condi¢des em que este experimento foi realizado, pode-se concluir que o
protocolo de criopreservacdo do sémen de curimba deve envolver a utilizagdo de

Dimetilsulféxido, na concentragdo de 5%, como solugao crioprotetora.
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