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RESUMO

MILIORINI, Aléssio Batista. Ativadores e concentracdes de metanol e
dimetilsulféxido na qualidade do sémen criopreservado de curimba
(Prochilodus lineatus). 2006. 99 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

O estudo foi conduzido entre novembro de 2005 e janeiro de 2006, a fim de
comparar a toxicidade e o efeito da adicdo de solugdes crioprotetoras e
ativadoras ao sémen de curimba (Prochilodus lineatus), antes e apds o
congelamento. O sémen de 10 reprodutores foi analisado e diluido em oito
solugdes crioprotetoras (1:4), compostas por metanol ou dimetilsulfoxido
(DMSO0), nas concentra¢des de 5%, 7,5% 10% e 12,5% (v:v). Os ativadores
utilizados foram a 4gua destilada e o carbonato acido de sdédio (NaHCOs) a 1%
(v:v). Uma parte do sémen diluido foi congelada enquanto a fragdo restante foi
mantida em repouso ¢ avaliada apds 10 minutos. Para o congelamento, as
amostras diluidas foram envasadas em palhetas de 0,5 ml e colocadas em botijdo
de vapor de N,, permanecendo por 24 horas até serem submergidas em N,
liquido por 4 dias. O descongelamento ocorreu em agua a 60°C, por 8 segundos.
A concentragdo estimada de 7,84% de DMSO e a ativagdo por NaHCO; 1%
foram menos toxicas aos espermatozdides de curimba, propiciando as maiores
taxas (P<0,01) e dura¢des da motilidade espermatica (P<0,05). A maior taxa de
motilidade ap6s o descongelamento pode ser obtida (P<0,01) a uma
concentragdo de crioprotetor de 8,79%, enquanto metanol (P<0,01) ¢ DMSO
(P<0,05), nas concentragoes de 12,5% e 8,37%, respectivamente, podem
proporcionar maiores duragdes da motilidade apds o congelamento. Amostras
com DMSO apresentaram a menor (P<0,05) porcentagem de caudas fraturada e
degenerada. Houve uma redugdo linear (P<0,05) de 1,19% no indice de
patologias totais com o aumento na concentra¢do de crioprotetor. Maiores
(P<0,05) taxas de fertilizagdo foram obtidas nas amostras com metanol em
relacdo aquelas com DMSO e o tipo de ativador ndo influenciou a fertilizagao.
Considerando a variabilidade da analise de fertilizagdo, o DMSO a 8,5%
proporciona protecdo adequada as células espermdticas de curimba pré e pds-
congelamento, sendo recomendada sua utilizagdo na rotina de estagdes de
piscicultura juntamente com a ativagao do sémen por NaHCO; 1%.

' Comité Orientador: Prof. Luis David Solis Murgas - UFLA (Orientador), Prof. Antonio
Ilson Gomes de Oliveira - UFLA, Profa. Priscila Vieira Rosa Logato - UFLA.



ABSTRACT

MILIORINI, Aléssio Batista. Activators and concentrations of methanol and
dimethyl sulphoxide in quality of cryopreserved sperm of curimba
Prochilodus lineatus. 2006. 99 p. Dissertation (Master in Veterinary Science) —
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

This trial was carried out from November 2005 to January 2006, in order to
compare toxicity and the effect of the addition of cryoprotectant and activator
solutions to curimba Prochilodus lineatus semen, before and after freezing.
Semen samples of 10 breeders were analyzed and diluted in eight
cryoprotectants solutions (1:4). These were composed for methanol or dimethyl
sulphoxide (DMSO) in 5%, 7.5%, 10% and 12.5% (v:v) concentrations.
Activators evaluated were distilled water and 1% Sodium bicarbonate
(NaHCO:s). A part of the diluted semen was frozen while the remaining fraction
was maintained in rest and evaluated after 10 minutes. For freezing, leftover
diluted semen was stored in 0.5 ml straws and placed in a dry shipper for 24
hours. Afterwards, they were immersed in liquid N, where remained for 4 days.
Milt samples were thawed by immersion in hot water bath (60°C) for 8 seconds.
The DMSO estimated concentration of 7.84% and the activation for NaHCO;
1% were less toxicant to the curimba spermatozoids, propitiating the largest
rates (P<0.01) and durations of their motility (P<0.05). The largest motility rate
after thawing can be obtained (P<0.01) to 8.79% mean cryoprotectant
concentration, while methanol (P<0.01) and DMSO (P<0.05), in the
concentrations of 12.5% and 8.37%, respectively, can provide larger durations of
the motility after freezing. Samples with DMSO incited the smallest (P<0.05)
percentage of fractured and degenerate tail. There was a linear reduction
(P<0.05) of 1.19% in the percentage of total pathologies with the increase in the
cryoprotectant concentration. Larger (P<0.05) fertilization rates were obtained in
the samples with methanol in relation to those with DMSO and the activator
type did not influence it. Considering the variability of the fertilization analysis,
8.5% DMSO provides appropriate protection to the spermatic cells of curimba
before and after freezing, being recommended its use in the routine of fish
farming stations together semen activation for NaHCO; 1%.

! Guidance Committee: Prof. Luis David Solis Murgas - UFLA (Major Professor), Prof.
Antonio Ilson Gomes de Oliveira - UFLA, Profa. Priscila Vieira Rosa Logato - UFLA.



1 INTRODUCAO

A preocupagdo e o interesse no desenvolvimento de técnicas cada vez
mais apuradas de criopreservacdo de espermatozoides de peixes vdo ao encontro
das questdes econdmicas e ecoldgicas atuais. As grandes barragens hidrelétricas
constituem obstaculo a rota migratoria dos peixes de piracema e acabam por
reduzir ou eliminar sua eficiéncia reprodutiva, pois também causam modificagdo
do curso natural dos rios, transformando-os em uma sucessao de lagos artificiais
com a perda quase que completa de seu carater fluvial. Muitas espécies
necessitam das inundacdes para ter acesso a lagoas para procriacdo e
desenvolvimento de larvas e alevinos que, por sua vez, sdo particularmente
sensiveis aos efeitos deletérios também causados pela urbanizagdo, pela
agricultura e pela introducdo de espécies exdticas. Outras razdes, apontadas por
Godinho (2000) como responsaveis pelo declinio dos estoques de peixes de
piracema, incluem a pesca predatéria e a sobrepesca, a captura em periodos de
desova, a poluicdo e o desmatamento da mata ciliar, que precipitam a

descaracterizagdo e o desaparecimento do habitat aquatico natural.

A capacidade técnica de preservagdo de gametas e embrides de peixes e
de invertebrados aquaticos tem se expandido rapidamente nos ultimos anos,
impulsionada, primariamente, pela industria aqiiicola e pela exigéncia social. A
criopreservagao € importante no controle reprodutivo de muitos animais e sua
aplicagdo em peixes estd em amplo desenvolvimento (Bedore, 1999). Esta
técnica envolve procedimentos que permitem o armazenamento de
espermatozdides em nitrogénio liquido, mantendo-se a viabilidade dos gametas
por tempo indefinido. Dessa maneira, a criopreservagao ¢ fundamental na rotina
da reprodugdo induzida e na melhoria genética das espécies de peixe,

aumentando as chances de se desenvolverem pesquisas, sobretudo no campo



genético, sendo indicada para minimizar a assincronia na maturacao dos gametas
e facilitar o seu transporte. A reprodugdo artificial com sémen fresco ou
descongelado revela, ainda, a possibilidade de limitar o estoque de machos na
piscicultura intensiva, propiciando uma exploracdo mais racional de

reprodutores geneticamente selecionados e uma reducao dos custos de produgao.

Ressalta-se, entretanto, que existem problemas ao se definirem
protocolos especificos de criopreservagdo do s€men para cada espécie, uma vez
que mesmo as espécies que coabitam nossas bacias hidrograficas, tendem a
apresentar diferentes sensibilidades de seus espermatozodides a redugdo na

temperatura e ao contato com solugdes crioprotetoras.

A curimba (Prochilodus lineatus) ¢ uma das espécies de peixes de agua
doce com maior significado na piscicultura comercial (Cerqueira & Fernandes,
2002), sendo muito apreciada na culinaria dos estados da regido nordeste do
Brasil (Maia et al, 1999). Um dos principais aspectos que estimulam o
desenvolvimento de biotécnicas que auxiliem na procriagdo da espécie € o fato
de que suas larvas sdo muito bem utilizadas como alimento de espécies
carnivoras na fase larval, além de servir como espécie-modelo no
desenvolvimento de pesquisas em biotecnologia reprodutiva, dadas sua elevada

prolificidade e facilidade de manejo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver um protocolo de

criopreservagdo, em longo prazo, do sémen de curimba.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, buscou-se:

avaliar a toxicidade de diferentes solugdes crioprotetoras antes do

congelamento;

avaliar a eficiéncia de diferentes solugdes crioprotetoras sobre a motilidade

espermatica apos o descongelamento;

comparar solucdes ativadoras da motilidade dos espermatozédides de

curimba antes e apos o congelamento;

avaliar o efeito protetor das solugdes crioprotetoras testadas sobre o
porcentual de células espermaticas com anormalidades morfologicas ap6s o

descongelamento;

analisar a capacidade de fertilizagdo do sémen descongelado;

comparar diferentes escalas de valorizagdo da motilidade espermatica de

peixes.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Curimba (Prochilodus lineatus)

Reino: Animalia;
Filo: Chordata;
Classe: Actinopterygii;
Ordem: Characiformes;
Familia: Prochilodontidae;
Subfamila: Prochilodontinae;
Género: Prochilodus;

Espécie: Prochilodus lineatus, Valenciennes, 1836.

Nomes populares: curimba, curimbata, curimatd, corimba, corimbatd, papa-

terra e grumata (Brasil) e sabalo (Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai).

Os membros da familia Prochilodontidae apresentam larga distribuigéo
geografica em toda a América do Sul, sendo encontrados nas bacias Amazonica,
do Orenoco, das Guianas, do Nordeste brasileiro (por exemplo, na do rio Sao
Francisco), do Parand, Uruguai e Paraguai, do Leste brasileiro (por exemplo, na

do rio Paraiba do Sul) e da Patagdnia (Reis et al., 2003).

A curimba (Figura 1) possui corpo alto, alongado, comprimido e cabeca
larga, podendo atingir mais de 74 cm de comprimento corporal (Sverlij et al.,
1993) e peso corporal superior a 6 kg (Cruz, 2001). A boca ¢ circular e possui
labios moveis providos de numerosos denticulos diminutos, dispostos em duas
séries. As nadadeiras anal, ventrais e caudal, sdo escamadas na base e sdo cinza-
amareladas e sem machas, nos adultos. Possui linha lateral completa e as

escamas dos machos sdo asperas na borda exposta, sobretudo na época



reprodutiva (CEMIG/CETEC, 2000). A curimba prefere os ambientes 16ticos,
em locais de 4guas mais lentas, mas pode ser encontrada em hdabitats como os

cursos naturais de rios e 4guas com turbidez de reduzida a elevada (Reis et al.,

2003).

FIGURA 1. Exemplar adulto de curimba (Prochilodus lineatus).

A espécie realiza migracdo em massa rio acima, na época da reproducao,
que ocorre de novembro a janeiro (CEMIG/CETEC, 2000). Machos ¢ fémeas
sdo muito semelhantes externamente, contudo, os machos atingem a
competéncia reprodutiva aos dois anos (cerca de 24 cm de comprimento
corporal), em média, enquanto as fémeas o fazem aos trés anos, quando

apresentam um comprimento corporal médio de 31 cm.

E um peixe iliofago, tanto nas fases jovens como na fase adulta,
alimentando-se, no fundo da coluna de agua, de organismos bentonicos e
microrganismos de decomposic¢do (Logato, 2000). A prevaléncia desses recursos
em aguas tropicais pode contribuir para a elevada ocorréncia da curimba na
bacia do rio Parand, onde responde por cerca de 60% de toda a ictiomassa

existente (Bonetto, 1994).

Como conseqiiéncia do seu habito alimentar, a curimba exerce
importante fungdo no fluxo de energia dentro dos sistemas aquaticos que habita

(Jepsen et al., 1997; Winemiller, 1996). A utilizacdo da espécie na rotina



reprodutiva em sistemas de consorciacdo tem se mostrado muito importante na
larvicultura de espécies carnivoras nessa fase do desenvolvimento, como a
piracanjuba (Brycon orbignyanus), o dourado (Salminus brasiliensis) e o jaa
(Zungaro jahu) (Murgas et al., 2003a). Alguns estudos tém demonstrado que as
larvas de dourado possuem predilecdo por larvas de curimba no inicio da
alimentagdo exdgena (Schultz, 2003). Para Vega-Orellana et al. (2006), a
curimba apresenta elevada taxa de sobrevivéncia e possui tamanho apropriado a

alimentagdo de larvas de dourado a eclosao.

A curimba ¢ um dos peixes de maior importincia na piscicultura
comercial (Cerqueira & Fernandes, 2002), sendo sua carne muito apreciada,
sobretudo nos estados do nordeste do Brasil (Maia et al., 1999). Muitos
prochilodontideos sdo importantes ainda para pisciculturas de subsisténcia, de
maneira que, segundo Sverljj et al. (1993), a pesca de curimba constitui 40% de
todo recurso advindo do rio Paran, 86% do potencial ictioldgico do rio da Prata
e 95% do rio Uruguai. Entretanto, ¢ possivel que esses dados estejam
superestimados em relacdo aos dias atuais, tendo em vista o crescente nimero de
barragens e a elevada deterioracdo limnologica pelas quais nossas reservas

hidrobioldgicas foram submetidas no decorrer da tiltima década.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2005), a curimba ¢ uma das
principais espécies de peixes utilizadas na aqiiicultura continental nacional e sua
pesca foi responsavel por 14,48% (1.277,5 toneladas) de toda a produgdo
extrativista de peixes do estado de Minas Gerais em 2004, sendo, inclusive, a

espécie mais visada por esta categoria de mercado.

Como outrora sugerido, e também em decorréncia de seu habito
alimentar, a curimba tem sido apontada como altamente susceptivel a alteragao
da qualidade da dgua, o que comprometeria a sobrevivéncia da espécie (Da Silva

et al.,, 2004; Martinez et al., 2004; Mazon & Fernandes, 1999). Além da



construgdo de hidrelétricas e do desaparecimento do habitat natural, a
urbanizacdo, a atividade agricola desmedida, a sobrepesca, a captura em
periodos de desova e a introdug@o de espécies exdticas representam as principais
causas para o declinio dos estoques de peixes de piracema (Carolsfeld et al.,

2003a).

Existe, dessa maneira, expressivo interesse no repovoamento de rios e de
reservatdrios de usinas hidrelétricas, além do empenho na criagdo paralela da
curimba com espécies carnivoras na fase larval. A importancia social da espécie
em certas regides do Brasil e a estabilidade dos ecossistemas aquaticos tropicais
nos quais a curimba habita sdo outros fatores que fundamentam a conservagao

da biodiversidade deste prochilodontideo.

3.2 Biologia seminal de peixes

Estudos de biologia do sémen de peixes foram iniciados no século XIX.
Vérias caracteristicas da biologia seminal de peixes foram rapidamente
identificadas: a imobilidade do espermatozéide no sémen in natura, a curta
duracdo do seu desenvolvimento apos sua ativagdo e a necessidade de diluicao
em um meio hiposmotico para a iniciagdo do movimento espermatico (Billard &

Cosson, 1992).

Segundo Bedore (1999), a motilidade espermatica ndo deve ser tomada
como indicativo da qualidade seminal isoladamente. Outras caracteristicas,
portanto, devem ser consideradas na caracterizacdo da qualidade espermatica.
Dentre elas, destacam-se a motilidade espermatica e a taxa de fertilizagdo (Rana,
1995), a concentragdo espermatica (Bedore 1999; Cruz, 2001; Marques, 2001) e

a analise morfoldgica do sémen (Kavamoto et al., 1999; Moraes et al., 2004).



3.2.1 Metabolismo espermatico e plasma seminal

Sabe-se que o metabolismo basal dos espermatozodides e a energia
necessaria a motilidade espermatica sdo derivados do catabolismo de nutrientes
exogenos ¢ endogenos, de maneira aerdbica ou anaerdbica (Stoss, 1983). Nas
espécies de peixes de fecundagdo interna, os espermatozoides sdo habeis na
obtencdo de energia a partir da realizacdo da glicolise em processos anaerdbicos,
com possibilidade de haver metaboliza¢do de agucares ovarianos como
substratos (Gardiner 1978, citado por Leung & Jamieson, 1991). Entretanto, a
atividade glicolitica de espermatozodides de peixes de fecundagdo externa é
muito limitada, sobretudo no metabolismo oxidativo (Harvey & Kelley, 1984),
reduzindo a validade do acréscimo de substratos energéticos exdgenos ao plasma

seminal.

A composi¢@o bioquimica do plasma seminal varia amplamente entre as
espécies e entre individuos da mesma espécie, relacionando-se as diferentes
concentragdes de proteinas, enzimas, lipideos (Lahnsteiner et al., 1996; Perchec
et al., 1993), agucares e acidos (Piironen & Hyvirinen, 1983), responsaveis pelo
metabolismo das células espermaticas. A osmolaridade do plasma seminal de
espécies de 4gua doce e salgada oscila em torno de 300 mOsm litro™ a 350

mOsm litro™! (Morisawa & Susuki, 1980).

O trifosfato de adenosina (ATP), segundo Billard et al. (1995), é a maior
fonte de energia durante o curto periodo de motilidade dos espermatozdides de
carpa (Cyprinus carpio), porém, ¢ hidrolisado rapidamente na fase ativa da
motilidade. Segundo Gwo (1995), a mitocondria é o reservatério endogeno de
fonte de energia para a motilidade de espermatozoides de peixes ovuliparos. A
motilidade dos espermatozoides em peixes marinhos, de acordo com o autor,

esta diretamente relacionada a presenca das mitocondrias na pega intermediaria.



Uma vez que 50%-80% das moléculas de ATP armazenadas sejam
consumidas, a motilidade do sémen de carpa ¢ interrompida e ndo é compensada
pela sintese de novas moléculas, cuja ocorréncia é pouco significativa e de
pequena contribuicao para a motilidade (Billard et al., 1995). Entretanto, Cosson
(2004) observou que espermatozoides que perderam a motilidade, apds algum
tempo, t€m restaurada sua capacidade de motilidade, sugerindo uma resposta a
reposicdo dos estoques de ATP por meio da via oxidativa do metabolismo
mitocondrial. Cosson et al. (1999), por sua vez, afirmam que a diminui¢do das
reservas intracelulares de ATP responde parcialmente e ndo integralmente a
reducdo da capacidade de movimentagdo dos espermatozoides. Para Bedore
(1999), apoés o término da glicolise, as células espermaticas utilizam

exclusivamente triglicerideos para a obten¢do de energia.

3.2.2 Motilidade espermatica de peixes

Conforme Carolsfeld & Harvey (1999) e Godinho (2000), a motilidade
espermatica ¢ um dos principais pardmetros a serem considerados na analise da
qualidade do sémen de peixes. Para tanto, deve-se levar em conta que a
motilidade espermatica ¢ influenciada por iniimeros fatores como temperatura,
estado nutricional, estado sanitario, condi¢cdes de analise, solugdes ativadoras
empregadas, espécie estudada e, segundo Rana (1995), um dos principais
moderadores da motilidade espermatica € o progresso da época reprodutiva em

que os machos de piracema se encontram.

Os espermatozdides de peixes sdo imodveis nos testiculos e no plasma
seminal de espécies de agua doce. A motilidade ¢ ativada quando o meio em que
os espermatozoides se encontram se torna hiposmdtico, como a agua do
ambiente externo (Cosson, 2004). A motilidade dos espermatozodides de

r r . . + . . y . ,
salmonideos ¢ suprimida pelo K~ seminal contido no ducto espermatico e ¢



iniciada pela reducdo da sua concentracdo na agua doce onde ele ¢é liberado
(Morisawa et al., 1983). Com a diminui¢io da concentragio externa de ions K,
ocorre o efluxo deste cation para o meio extracelular, estimulando a abertura de
canais de Ca'" e seu influxo para o interior da célula espermatica. O aumento da
concentragdo intracelular de Ca’ participa decisivamente na iniciagio da
motilidade (Cosson, 2004). Fatores, como o pH ou outros ions presentes, podem
polarizar a membrana celular e estimular a motilidade dos espermatozodides dos
peixes (Morisawa et al., 1999). Como descrito por Takai & Morisawa (1995), a
isosmolaridade do meio impede a ativacdo da motilidade espermatica;
diferentemente de teledsteos dulcicolas, ¢ a hiperosmolaridade da solugdo em
redor dos espermatozdides que proporciona a ativagdo da motilidade

espermatica em teledsteos de agua salgada (Bedore, 1999).

A duragdo da motilidade do sémen de teledsteos de agua doce de
fertilizacdo externa ¢ bastante reduzida - entre 1 e 2 minutos (Billard & Cosson,
1992) e muito variavel entre as espécies. As duragdes médias da motilidade do
sémen in natura de curimba podem variar entre 612 segundos (Codser et al.,

1984) e 43 segundos (Franciscatto et al., 2002).

Na Figura 2 estdo relacionados os eventos possiveis desencadeados na
exposi¢do espermatica a0 meio hiposmoético que culminam com a ativagdo da
motilidade espermatica. Pelo esquema, pode-se verificar que a sintese de ATP
esta condicionada a atividade da enzima ATPase que, por sua vez, depende da
concentragdo osmolar do meio intracelular. Uma reduzida osmolaridade interna
ativa a enzima, porém, a medida que a osmolaridade continua diminuindo, a
atividade ATPésica também ¢ depletada e, juntamente com a redugdo dos
estoques de ATP, resulta em extingdo da motilidade espermatica. De acordo com
Perchec-Poupard et al. (1997), em ambiente hiposmoético, o volume
citoplasmatico das células espermaticas de espécies de agua doce pode aumentar

em até trés vezes, em resposta ao influxo de agua.
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FIGURA 2. Sucessdo de eventos desencadeadores da motilidade espermatica
em espécies de agua doce. Modificado de Cosson (2004).

A temperatura influencia decisivamente a duragdo da motilidade das
células espermaticas (Billard et al., 1995), uma vez que os complexos
enzimaticos, com destaque para a enzima ATPase, sdo termossensiveis e
possuem velocidades cataliticas Otimas em intervalos especificos de
temperatura. Assim, Billard et al. (1995) observaram uma duragdo, para a
motilidade espermatica, igual a 30-40 segundos, a 20°C, em carpa, ¢ Maria et al.
(2004) 486 segundos, a 26°C, em pacu (Piaractus mesopotmicus). Por sua vez,

Miliorini et al. (2005) observaram uma duracdo de até 184 segundos para o
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sémen descongelado de curimba, a 25°C. Da mesma maneira que afeta a
duracdo da motilidade espermadtica, a temperatura também pode interferir na
taxa deste pardmetro. Billard & Cosson (1992) observaram aumento na
percentagem de espermatozdides moveis de truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss)

a medida que a temperatura da 1dmina histologica aumentava durante a analise.

Algumas técnicas computadorizadas ja foram desenvolvidas a fim de se
estimar a motilidade espermatica de bagre africano (Clarias gariepinus) (Kime
et al., 1996), carpa (Christ et al., 1996) e Cottus gobio (Lahnsteiner et al., 1997).
Essas técnicas ndo sdo utilizadas freqiientemente devido a dificuldade de analise
imposta pelo curto periodo de duragdo da motilidade espermatica de peixes.
Outros métodos, contudo, sdo rotineiramente empregados, embora acarretem um
grau de subjetividade elevado. Dentre eles, destacam-se a qualificagdo em escala
de 0-5 (Bedore, 1999; Cosson, 2004; Fauvel et al., 1999; Silveira, 2000), cujo
objetivo ¢ reduzir o efeito da subjetividade da escala porcentual (Cruz, 2001;

Miliorini et al., 2002).

3.2.3 Morfologia espermética

Os principais tipos de espermatozoides de peixes incluem os de
fecundag@o externa e os espermatozdides de fecundacdo interna, com ou sem
acrossoma, uniflagelados ou biflagelados (Jamieson & Leung, 1991). Os
espermatozdides de peixes apresentam pouca variagdo estrutural entre as
espécies (Jamieson, 1991), reflexo da evolugdo de mais de 550 milhdes de anos

(Janvier, 1999).

Assim como os espermatozoides de vertebrados, os espermatozdides de
peixes podem ser divididos morfologicamente em cabeca, peca intermediaria e
cauda (Nagahama, 1983). A cabega dos espermatozdides de peixes €, na maioria

dos grupos, destituida de acrossoma, o que é compensado pela presenca da
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micropila no corion do odcito (Cosson et al., 1999). A cauda, ou flagelo, pode
ainda ser subdivida em colo e pecas intermedidria, principal e terminal, assim
como ocorre para os espermatozéides de mamiferos domésticos. O colo, ou peca
de conexdo, representa a insercdo do corpo basal do flagelo a cabeca. A peca
intermediaria consiste de uma bainha mitocondrial disposta em hélice
responsavel pela geracdo de energia necessaria a propulsdo motil dos

espermatozoéides (Hafez, 2004).

O espermatozoide de curimba apresenta uma cabeca arredondada
(Alexandrino et al., 1985), ligeiramente ovodide e carente de vesicula
acrossomica (Borges Filho, 1987). Assim como para outros teledsteos tropicais,
a cabeca do espermatozoide de curimba possui nucleo pequeno, redondo ou
ovoide com diametro variando de 2 pm a 3 um. Apresentam dois centriolos; o
centriolo proximal é geralmente em angulo reto ao centriolo distal, que forma o
corpo basal do flagelo. O flagelo contém um axonema com nove microtibulos
duplos periféricos ¢ um par de microtubulos centrais (Marques, 2001). O flagelo
¢ extenso em relacdo aquele dos espermatozodides de mamiferos domésticos,
sendo a pega intermediaria muito extensa (cerca de lum de comprimento;

Marques, 2001), em propor¢ao ao comprimento total do flagelo.

Alteragdes ultra-estruturais no espermatozoide ocorrem apos o aumento
ou a diminui¢do da osmolaridade do meio que os circunda. Estas alteracdes
podem ser fisioldgicas ou patologicas. Espermatozoides de teledsteos marinhos
apresentaram intumescéncia do nucleo, rompimento da membrana plasmatica,
desaparecimento de mitocondrias, perda da membrana plasmatica flagelar e
espiralizacdo, ruptura ou aderéncia dos axonemas quando expostos a uma
solucdo hipotdnica. Marques (2001) classifica estas modificagdes como

limitantes da duracdo da motilidade espermatica.
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Outros fatores podem conduzir a defeitos morfologicos em
espermatozoéides. Segundo Herman et al. (1994), as patologias primarias (flagelo
dobrado, cabega isolada, gotas citoplasmaticas proximal e distal) ocorrem
durante a espermatogénese em decorréncia de causas que acometem oS
reprodutores, tais como enfermidades, consangiiinidade, restricdo alimentar, e
estresse ambiental entre outros. Por outro lado, as patologias secundarias
(flagelo quebrado, enrolado, degenerado, macrocefalia, microcefalia) estariam
relacionadas aos procedimentos de manejo durante a coleta do sémen e a

confeccdo das laminas para avaliacdo de patologias (Herman et al., 1994).

Billard et al. (1977) mostraram que o sémen de Dicentrarchus labrax
ndo apresenta caracteristicas constantes durante todo o periodo de espermiagao,
sendo sua qualidade afetada pelo processo de envelhecimento das células, que se
apresenta mais intenso no periodo posterior ao “pico” de reproducao (Billard &

Takashima, 1983).

O estudo morfolégico das células espermaticas e sua relagdo com a
infertilidade dos machos alcangaram maior importdncia com o advento da
inseminagdo artificial em mamiferos, especialmente na espécie bovina
(Kavamoto et al., 1999). Em mamiferos domésticos, as patologias primarias se
referem as enfermidades testiculares, enquanto que as patologias espermaticas
secundarias se relacionam aos problemas de origem epididimaria (Chenoweth,

2005).

O Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (1998) recomenda ndo
utilizar, na inseminagdo artificial ou monta natural de mamiferos, s€émen com
indices de espermatozdides com anormalidade acima de 30%, em bovinos e
eqiiinos e de 20%, em ovinos e suinos. Moraes et al. (2004) registraram indices
de espermatozoéides de curimba com anormalidades que atingiram valores em

torno de 40,2%, com a utilizagdo de extrato bruto de hipofise de carpa. Este
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valor pode ser julgado elevado, se comparado aos considerados aceitaveis para

mamiferos, porém, em peixes, essas referéncias ainda nao foram estabelecidas.

Taddei et al. (2001) e Yao et al. (2000) sugerem que os exames
morfopatolégicos dos espermatozoides de peixes devem ser incorporados a
rotina de avaliagdo do sémen apds a criopreservacdo. Todavia, pesquisas
relativas a técnicas praticas e simples para a verificacdo de anormalidades em
espermatozdides de peixes autoctones brasileiros sdo raras (Kavamoto et al.,
1999). A avaliagdo morfologica dos espermatozodides de peixes pode auxiliar na
caracterizagdo de amostras seminais, fazendo inferéncia ao seu potencial
fertilizante ou de amostras congeladas de sémen, e explicando insucessos de
reprodutores tidos como aptos apds analises convencionais de motilidade

espermatica.

3.3 Solugdes diluidoras e proporgdes de diluigdo do sémen de peixes

Os diluidores sdo solugdes de sais ou de carboidratos adicionados ao
sémen cuja fung¢do ¢ manter a viabilidade das células espermaticas durante a
reducdo da temperatura. As condi¢cdes minimas requeridas de um diluidor
adequado sdo: 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
espermatozoéides; esterilidade, ou seja, ndo devem veicular microrganismos
potencialmente nocivos as células espermadticas 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
esta motilidade pode exaurir a reserva energética necessaria a fertilizacdo

(Legendre & Billard, 1980).
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Diluidores desenvolvidos para sémen de mamiferos tém sido
empregados com éxito em espécies de peixes. Resultados expressivos tém sido
obtidos com o diluidor Beltsville Thawing Solution (BTS, Minitiib"),
normalmente acrescido ao sémen suino durante seu resfriamento e
descongelamento (Murgas et al., 2001b). A concentragdo do diluidor BTS
utilizada foi de 4,5%, nos estudos de Miliorini et al. (2005), na dilui¢do do
sémen de curimba. Miliorini et al. (2004) utilizaram o mesmo diluidor na
concentragdo de 5% para o s€émen de curimba, obtendo resultados expressivos.
Outras espécies também tiveram o s€men diluido com BTS, na mesma
concentragdo, tais como pacu (Piaractus mesopotamicus) (Miliorini et al., 2002;
Murgas et al., 2004), piapara (Leporinus obtusidens) (Murgas et al., 2003b) e
piracanjuba (Murgas et al., 2004). Estes trabalhos sdo pioneiros na adequacao do

diluidor BTS ao sémen de espécies de peixes migradoras.

Uma simples solugdo de glicose a 5% como veiculo de crioprotetores
propiciou resultados excelentes para sémen de salmonideos (Harvey &
Carolsfeld, 1993). Outros diluidores, como Kurokura (Kurokura et al., 1984) e
NaCl, tém sido experimentados em sémen de espécies nativas, como 0 piau-agu
(Leporinus macrocephalus) (Moraes, 2004) e piracanjuba (Bedore, 1999; Maria,

2005), respectivamente.

A propor¢do da diluicdo, embora variavel entre pesquisadores, ¢ um
detalhe metodologico importante porque pode significar um melhor
aproveitamento do sémen, na caracterizagdo de uma possivel “dose fertilizante”,
como ocorre para ejaculados de mamiferos. Em peixes, esta variacdo também
ocorre. Enquanto Coser et al. (1987) utilizaram uma taxa de diluicdo
sémen:diluidor de 1,0:4,5 para pacu, Harvey & Kelley (1988) diluiram o sémen
na propor¢do de 1:1 para tilapia (Oreochromis niloticus), Bedore (1999), 1:4
para pacu-caranha (P. mesopotamicus) e piracanjuba, Ribeiro & Godinho

(2003), 1:8 para piau-acu e Miliorini et al. (2005), 1:4 para curimba.
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3.4 Solugdes crioprotetoras do sémen de peixes

A criopreservacdo de células adquiriu impulso quando pesquisas
relataram que o glicerol possui a capacidade de protegé-las contra efeitos
deletérios do congelamento (Cruz, 2001). A partir de entdo, varias outras

substancias vém sendo testadas com tal propoésito (Godinho, 2000).

Solugdes crioprotetoras sdo, portanto, substancias acrescidas ao meio
diluidor do sémen com a finalidade de proteger os espermatozdides durante o
congelamento e o descongelamento. Os crioprotetores impedem as criolesdes,
mas, quando usados em concentra¢des elevadas, podem se tornar toxicos aos
espermatozéides. Dentre as caracteristicas desejaveis em um crioprotetor,

destacam-se a reduzida toxicidade e a alta solubilidade em agua (Maria, 2005).

Os crioprotetores, como representado na Tabela 1, podem ser
classificados em intracelulares (ou soluveis) ou extracelulares (ou ndo soluveis).
O determinante sdo as propriedades fisico-quimicas (principalmente o peso
molecular) e a interacdo existente entre a substdncia e a membrana

citoplasmatica.

TABELA 1. Classificagdo dos crioprotetores quanto a permeabilidade sobre a
membrana celular.

Crioprotetores intracelulares Crioprotetores extracelulares
(solaveis) (ndo soluveis)
Dimetilsulféxido (DMSO) Glicose

Glicerol Sacarose

Metanol Gema de ovo

Etilenoglicol Leite desnatado
Propilenoglicol Soro

Propanodiol Agua de coco

Fonte: Cruz (2001).
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Os crioprotetores intracelulares evitam ou, pelo menos, diminuem a
formac¢ao de microcristais de gelo intracelulares, enquanto os crioprotetores
extracelulares atuam estabilizando e reparando externamente a membrana
celular. Os alvos da prote¢do proporcionada pelos crioprotetores intracelulares
sdo as enzimas labeis (por exemplo, a catalase) e a estabilidade das proteinas em
solugdes aquosas (Maria, 2005). Segundo Chao (1991), ha um grande risco,
porém, na utilizacdo de crioprotetores internos porque estes podem,
alternativamente, promover a desnaturacdo protéica, sobretudo sob elevadas
temperaturas, causando uma toxicidade nos sistemas enzimaticos e, por
conseguinte, celulares. Isso ocorre, principalmente, quando as concentragdes de
crioprotetores internos sao muito elevadas (Cruz, 2001). De acordo com
Simeone (1998), os crioprotetores internos mais efetivos sdo aqueles que

permeiam a membrana celular rapidamente.

Aparentemente, determinados crioprotetores agem melhor em
determinadas espécies do que em outras. A selecdo do crioprotetor mais
adequado a ser utilizado pela primeira vez em uma espécie deve ser feita em
testes de tentativa e erro (Bedore, 1999). Como exemplo de diferenca
interespecifica, cita-se o estudo de Carolsfeld et al. (2003b), que constataram
uma adequagdo do sémen descongelado de varias espécies (inclusive da
curimba) a dilui¢do por meio contendo DMSO 10% e glicose 5%, mas uma
toxicidade exacerbada do sémen de surubim (Pseudoplatystoma corruscans) ao

mesmo diluidor.

A associagdo entre crioprotetores intracelulares e extracelulares ¢
conveniente e indicada por Carolsfeld & Harvey (1999) e por Godinho (2000).
Miliorini et al. (2005) constataram que a associacdo entre BTS, que apresenta
em sua constituicdo glicose em uma concentracdo de 3% apds a diluicdo, e
quaisquer crioprotetores internos utilizados (DMSO ou metanol, a 10%)

proporcionaram taxas de fertilizagdo para o sémen descongelado de curimba
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similares as do sémen in natura. A associacdo de DMSO 10%, glicose 5% e
gema de ovo 10% tem sido utilizada com sucesso na criopreservacdo de sémen
de curimba (Kavamoto et al., 1989; Silva, 2000), embora estudos preliminares
com preservacdo a curto prazo nessa espécie utilizando gema de ovo 10% ndo

tenham sido bem sucedidos.

O metanol, segundo Bedore (1999), ¢ tido como o crioprotetor
intracelular mais permeavel a membrana, porém, ¢ aquele que apresenta a maior
toxicidade dentro de seu grupo, exceto para espermatozodides de tilapia (Harvey,
1983). Em estudos preliminares, Miliorini et al. verificaram que a utilizacdo de
glicerol, propanodiol e etilenoglicol se mostrou tdxica e tornou o sémen de
curimba improprio ao congelamento.

Concentra¢des de DMSO de 5%, 10% e 15% foram menos téxicas que o
propanodiol e o etilenoglicol, nas mesmas concentragdes (Cruz, 2001). Alguns
autores, entretanto, se referem ao DMSO como téxico em concentragdes
superiores a 5% (Leung, 1987, citado por Bedore, 1999), sobretudo quando o
tempo de equilibrio € extenso. Contrariamente, Viveiros (2002) verificou taxas
de eclosdo semelhantes entre ovos oriundos da fecundagdo por sémen in natura
e descongelado de bagre africano, utilizando concentragdes de metanol e
DMSO de até 20,0%. Para Leung & Jamieson (1991), a possivel toxicidade do
DMSO pode ser suprimida pela adi¢do de amidos.

Em trabalhos com sémen de pacu (Murgas et al., 2005) e de curimba
(Miliorini et al., 2005), uma concentracdo de 10% de DMSO proporcionou os
resultados mais expressivos, tanto para o resfriamento como para o
congelamento de sémen, respectivamente, quando comparadas a outras
concentragdes ¢ ao metanol. Segundo Leung & Jamieson (1991), Ritar (1999) e
Wayman et al. (1998) o DMSO ¢ um dos melhores crioprotetores para espécies
marinhas, enquanto Bedore (1999) e Fogli da Silveira et al. (1990) fazem

referéncia a espécies dulcicolas.
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Segundo Bedore (1999), a caréncia de estudos bioquimicos acerca da
motilidade dos espermatozdides de teledsteos brasileiros dificulta a
determinacdo de solugdes crioprotetoras mais eficientes na recuperagdo da

motilidade apos o descongelamento.

3.5 Solugdes ativadoras da motilidade espermatica de peixes

A determina¢do da solucdo adequada a ativacdo da motilidade
espermatica, sem comprometer a qualidade seminal, torna-se uma questdo
importante em trabalhos de criopreservacdo em peixes (Bedore, 1999). Além
deste aspecto, trés outros fatores devem ser considerados conjuntamente durante
a ativacdo da motilidade espermatica: a concentragdo da solugdo ativadora, a

proporgao ativador:sémen e a caracteristica seminal que se deseja avaliar.

Entre as solugdes ativadoras mais empregadas pelos pesquisadores,
podem ser destacadas a agua destilada e, em diferentes concentragdes, o
carbonato acido de so6dio (NaHCO;) (Fogli da Silveira et al., 1990; Miliorini et
al., 2005), o cloreto de potassio (Lanhsteiner et al., 1995; Ravinder et al., 1997)

e até mesmo a uréia (Carolsfeld et al., 2003b).

O NaCl, na concentragdo de 50 mM, promoveu resultados
consistentemente superiores aos obtidos com NaHCO; 1% na ativagdo da
motilidade espermatica de pacu e piracanjuba (Bedore, 1999). Ja Murgas et al.
(2005) constataram taxas de motilidade para o NaHCO; 1% e NaCl 60 mM
superiores as induzidas pelas mesmas solugdes na metade daquelas
concentragdes, sugerindo um efeito benéfico de solugdes com maior
osmolaridade para o s€men de pacu. Cdser et al. (1984) sugerem o NaHCO; 1%
como ativador de elei¢cdo para o sémen de curimba descongelado, assim como
Cruz (2001) faz a mesma referéncia para a taxa e a duracdo da motilidade

espermatica. Silveira (2000) observou que a solu¢do de NaHCO; 1% favoreceu
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satisfatoriamente a taxa de motilidade do sémen de matrinxa (Brycon cephalus),
porém, os oocitos, durante a fertilizagdo, se aglutinaram no fundo do recipiente e

a taxa de eclosdo foi nula.

O mesmo efeito foi verificado por Miliorini et al. (2005), para a duracao
da motilidade, em que as solu¢cdes de NaHCO; 60 mM e NaCl propiciaram
resultados superiores aos da dgua destilada, em amostras de s€émen de curimba
apés a diluicdo com solugdo crioprotetora (pré-congelamento) e apos o
congelamento. Entretanto, ndo notaram diferengas significativas entre as

solugdes ativadoras citadas para o sémen in natura.

A razdo sémen:ativador é outro aspecto que varia significantemente
entre espécies e, mesmo, entre pesquisadores (Cruz, 2001) e representa uma
dificuldade em relacdo a estimativa da motilidade espermatica. Muitas vezes,
alguns espermatozdides encontram-se iméveis e em diluigdes subseqiientes
apresentam movimento. Uma dilui¢do relativamente alta (1:1000) ¢ necessaria
ao inicio simultdneo da motilidade em 100% das células espermadticas (30 pl -50
pl de solucdo para ativar cerca de 2 pl de sémen) (Bedore, 1999). Em baixas
diluigdes, somente alguns espermatozoides sdo ativados, enquanto outros tém
sua ativagdo tardia. Este fendmeno deve-se a dilui¢do insuficiente ou a mistura

inadequada da solugéo ativadora com o sémen, segundo a autora.

3.6 Congelamento do sémen de peixes

A criopreservagdo envolve procedimentos que permitem o
armazenamento de espermatozdides em nitrogénio liquido, a uma temperatura
aproximada de -196°C, mantendo-se a viabilidade dos gametas por tempo
indefinido. Mins et al. (2000) verificaram que a percentagem de
espermatozdides moveis, contidos no sémen criopreservado de esturjdo, nao

diminuiu ao longo de cinco anos de armazenamento.

21



Bancos de sémen de peixes sdo arquivos de material genético congelado
utilizados em piscicultura ¢ em programas de conservagdo de espécies
ameacadas. Dentre as aplicagdes de bancos de sémen em piscicultura, incluem-
se: a) utilizacdo de numero adequado de machos na produgdo massal de alevinos
com o propoésito de se evitar ou reduzir endogenia; b) eliminagdo do problema
da assincronia reprodutiva entre machos e fémeas; c¢) facilidade no
estabelecimento de programas de melhoramento genético; e) reducdo de custos
relativos a manutengdo do plantel de reprodutores machos; f) maior seguranca
quanto a sanidade do plantel (Ribeiro & Godinho, 2003) e g) oportunidade de
transporte de gametas sem perda da viabilidade (Miliorini et al., 2005).

Quando o sémen ¢é colocado diretamente no nitrogénio liquido, a
membrana plasmatica e a pec¢a intermediaria podem desaparecer inteiramente.
Por outro lado, quando o sémen ¢ colocado no vapor de nitrogénio liquido, os
espermatozodides sofrem um congelamento gradual e as estruturas membranosas
ndo sdo muito alteradas, apesar de o aspecto da cromatina ser consideravelmente

modificado (Billard, 1983).

A formagdo de microcristais de gelo ¢ deletéria aos espermatozoides por
duas razdes principais: a osmoconcentragdo e a elevagdo da temperatura
intracitoplasmatica. Com a desidratagdo pela retencdo de agua nos cristais, o
meio extracelular torna-se progressivamente mais concentrado e ha uma
osmoconcentragdo também em regides dentro do citoplasma. A
osmoconcentragdo extracelular, segundo Medeiros et al. (2002), ocasiona efluxo
de agua e intensificagdo da concentragdo osmotica interna, o que promove
desnaturacdo das macromoléculas e crenacdo celular, podendo haver total

colapso da membrana celular.

O processo de cristalizagdo resulta, ainda, em elevacdo momentanea da
temperatura, o que ¢ prejudicial as células espermaticas. Em temperaturas em

torno de 5°C, a agua intra e extracelular permanece super-resfriada e ndo se
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cristaliza. Entre -5°C e -10°C, microcristais de gelo comecam a se formar no
meio extracelular e o processo de desidratacdo se inicia. Os maiores prejuizos
conhecidos na estrutura do espermatozoide ocorrem no intervalo critico entre
0°C e -40°C (Leung, 1991). A finalidade do processo de congelamento em
nitrogénio liquido é fazer com que a suspensdo de células espermaticas atinja
temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio (super-resfriamento),

antes que haja a formagao de microcristais de gelo nos meios intra e extracelular.

O sucesso do congelamento de sémen com nitrogénio liquido exige que
as taxas de resfriamento estejam situadas entre 10°C ¢ 50°C min.”" (Harvey &
Carolsfeld, 1993). Cruz (2001) congelou sémen de curimba a taxa de 17,9-
52,9°C min.". A utilizagio de botijdes contendo exclusivamente vapor de
nitrogénio liquido, como os utilizados por Harvey & Carolsfeld (1999), assegura
taxas de resfriamento compreendidas dentro deste intervalo. Resultados
satisfatorios com esta metodologia encontram-se disponiveis na literatura (Aoki
et al., 1997; Cruz, 2001; Serralheiro et al., 1999). Nesses trabalhos, a colocagio
das amostras de s€émen em vapor de nitrogénio se mostrou eficaz na conservagao

de sua qualidade.

Outro aspecto importante na transferéncia de temperatura é o tipo de
recipiente de envasamento do sémen. Geralmente, sdo utilizadas palhetas de
0,25 ml, 0,5 ml, 1,0 ml, 1,2 ml, 2,5 ml e 5,0 ml de capacidade. A taxa de
fertilizacdo com palheta de 1,2 ml foi semelhante aquela com palheta de 0,5 ml
para salmonideos e a de 0,5 ml resultou em uma fertilizacdo 40% inferior em
relagdo ao sémen fresco (Lahnesteiner et al., 1997). As palhetas de 0,5 ml sdo as
mais utilizadas entre os pesquisadores no congelamento de sémen de peixes.
Palhetas de 0,25 ml acondicionam pequeno volume de sémen e palhetas muito
calibrosas nao proporcionam um descongelamento uniforme, ou seja, a
superficie descongela mais rapidamente que a por¢do central (Carolsfeld &

Harvey, 1999).
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Espermatozéides de varias espécies de peixes sdo congelados com
sucesso, embora, muitas vezes, as taxas de fertilizacdo sejam inferiores as
obtidas com sémen in natura. Leung & Jamielson (1991), em revisdo sobre
criopreservacdo de gametas, listam mais de 50 espécies de peixes cujos

espermatozoéides ja foram criopreservados.

Para Cosson et al. (1999), uma taxa de motilidade espermdtica minima
de 90% ¢ adequada para se processar o congelamento do sémen de peixes e,
segundo Cruz (2001), o periodo de tempo de congelamento ndo influencia a

qualidade do sémen se este for mantido a temperatura constante de -196°C.

3.7 Descongelamento do sémen de peixes

Enquanto o congelamento envolve a desidratacdo celular, o
descongelamento envolve uma reidratagdo das células, ocorrendo influxo de
agua para o interior do citoplasma (Holt, 2000). A maioria das células suporta
um descongelamento rapido, mesmo que ndo se hidrate totalmente (Bedore,

1999).

O descongelamento rapido tem sido utilizado como medida importante
na prevengdo de recristalizagdo de gelo intracelular, letal para as células (Leung,
1991). As taxas de descongelamento mais bem sucedidas sdo aquelas que
envolvem altas temperaturas e reduzido intervalo de tempo de exposigdo (Scott
& Baynes, 1980). Em geral, o descongelamento sob temperaturas entre 50°C e
60°C resulta em excelentes resultados (Maria, 2005) entretanto, cuidados com o

superaquecimento devem ser assegurados.

As palhetas, normalmente, sdo descongeladas por imersdo em agua
aquecida (Amorim, 2002; Murgas et al., 2001a;). Existe uma numerosa variagcao

com relagdo a taxa de descongelamento. Cruz (2001), no descongelamento de
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palhetas de 0,5 ml de s€émen de curimba, utilizou banho-maria a temperatura de
33°C, por 14 segundos, obtendo aceitdveis taxas e duragdes de motilidade do
sémen de curimba pos-descongelamento. Miliorini et al. (2005), por sua vez,
utilizaram uma taxa de descongelamento de 60°C, por 8 segundos, apos estudos
preliminares a temperaturas inferiores e tempos de exposicao mais duradouros.
Outros estudos utilizaram taxas distintas, como 25°C por 30 segundos
(Lanhesteiner et al., 1997), para o sémen de salmonideos; 40°C por 5 segundos
(Horvath & Urbanyi, 2000), para o sémen de bagre africano e 60°C por 5
segundos (Murgas et al., 2001a), para o s€émen de piracanjuba. Carolsfeld et al.
(2003b) compararam o método usual de descongelamento a ativagdo direta do
sémen ainda congelado a temperatura ambiente ¢ nao constatararm diferencas

entre os procedimentos quanto a eclodibilidade de ovocitos fecundados por

sémen de algumas espécies de peixes brasileiros.

3.8 Capacidade de fertilizac8o do sémen in natura e do sémen descongelado

A técnica de fertilizagdo artificial de gametas de peixes representa um
enorme avango em programas comerciais ¢ de repovoamento de rios. Ela
apresenta varias vantagens, dentre as quais se sobressaem o aproveitamento de
gametas e o maior numero de ovos férteis e de embrides vidveis. Com isso, o
sémen extruido de um unico macho pode fertilizar até cinco fémeas (Billard,

1990).

O numero de espermatozoides de peixes necessarios para fertilizar um
odcito € relativamente elevado e dependente da espécie, variando até mesmo
entre individuos. De acordo com Billard & Cosson (1992), a distancia que um

espermatozoéide pode percorrer ¢ menor do que todo o didmetro de um od6cito.

A obtencdo de elevadas taxas de fertilizagdo € limitada por dois fatores

primordiais, sendo eles a duracdo da motilidade espermatica ¢ o tempo de
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abertura da micropila. Quando altas taxas de fertilizagdo sdo obtidas usando-se
uma proporcdo relativamente baixa de espermatozoides por oodcito, significa
que, dentre outros aspectos, a espécie possui alta capacidade de fertilizagdo

(Rurangwa et al., 1998).

A metodologia empregada por Poole & Dillane (1998), com sémen de
truta marrom (Salmo trutta), envolveu a fertilizagdo de 200-400 odcitos por um
volume de 0,01 ml de sémen. J4 Fogli da Silveira et al. (1988), diante das
condi¢Oes experimentais no processo de fertilizagdo de truta (Salmo irideus),
concluiram que 200 mil espermatozoides foi o nimero minimo necessario a
fecundag¢do de um odcito com uma taxa de fertilizagdo considerada 6tima. O
nimero minimo de espermatozdides por odcito, para espécies de teledsteos de
aguas tropicais, € pouco estudado, talvez pela ndo aplicagdo da biotecnologia de
congelamento na rotina de estacdes de piscicultura e ou relativa abundancia de

exemplares de algumas espécies em certas regides do pais.

Em seu estudo, Marques (2001) observou que as taxas de fertilizacdo
variaram de acordo com as incubadoras para as quais os odcitos foram
transferidos apds a fertilizagdo com s€émen de curimba resfriado em gelo. Nas
incubadoras com capacidade para 20 litros, obteve-se 38% de fertilizagdo,
enquanto que, nas incubadoras de 60 litros, a taxa de fertilizagdo maxima foi de
90%. Para amostras de sémen de curimba congelado, Miliorini et al. (2005)
verificaram uma taxa de fertilizagdo de 78%, quando se utilizaram incubadoras
de 20 L a uma temperatura estavel de 28°C, observando (dados ndo publicados)

uma relevante reducao nos valores obtidos para as incubadoras de 2 litros.

Para Marques (2001), uma taxa de motilidade espermatica minima com a
qual se poderiam ter aplicagdes praticas e que credenciaria uma amostra seminal
a fertilizar oocitos sadios ¢ de 30% para o sémen de piapara (L. elongatus) e de

piau-trés-pintas (Leporinus friderici). O grau de patologias espermaticas pode
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interferir decisivamente no potencial fertilizante dos espermatozoéides. Sabe-se
que o congelamento induz a muitas dessas anormalidades morfoldgicas, e,
mesmo espermatozéides com motilidade evidente podem ser incapazes de

penetrar um odcito ou de levar a termo o desenvolvimento embriondrio.

Ciereszko & Dabrowski (1994) e Rana & MacAndrew (1989) se referem
a taxa de fertilizacdo como sendo a confirmacdo da manutengdo da viabilidade
do sémen preservado, todavia, resta a incerteza se este parametro deve ser
avaliado isoladamente, uma vez que a homogeneidade das condigdes de

fertilizacdo constitui requisito imprescindivel a sua validag@o.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local, reprodutores, manejo alimentar e sele¢ao

O estudo foi conduzido durante a piracema, entre os meses de novembro
de 2005 e janeiro de 2006. No periodo, foram registrados os seguintes dados
climatolégicos  médios  fornecidos pelo  Sistema de  Telemetria
Hidrometeorolégica da Companhia Energética de Minas Gerais (STH-CEMIG):
indice pluviométrico médio de 4,1 mm, temperatura média do ar entre 17,4°C e

25,0°C e umidade relativa atmosférica média variando entre 66,3% e 100%.

Foram utilizados 10 machos de curimba ao longo do experimento, com
pesos corporais que variaram de 600 a 2.000 g (Anexo A) e que foram
capturados do rio Grande ha cerca de dois anos. Os animais foram mantidos em
viveiros de terra da Estagdo Ambiental de Itutinga, da Companhia Energética de
Minas Gerais (EAI-CEMIG), municipio de Itutinga, Sul do estado de Minas
Gerais. Os reprodutores foram alimentados ad libitum com ragdo extrusada de
oito mm de didmetro com 28% de proteina bruta (racdo comercial), entre os
meses de mar¢o e agosto. Durante o periodo reprodutivo (entre os meses de
setembro e fevereiro), os animais foram alimentados com ragdo extrusada de
mesmo didmetro e contendo 32% de proteina bruta. O sistema de alimentagdo

incluiu uma freqiiéncia de trés arragoamentos diarios.

Com o auxilio de redes de arrasto, foram selecionados os reprodutores
com a papila urogenital hiperémica e que liberaram sémen sob delicada
massagem sobre a parede da cavidade celomatica. Esses animais foram
transportados para aquarios de alvenaria (volume 1til de 2.000 litros) localizados
no Laboratério de Piscicultura da EAI-CEMIG, sendo mantidos a uma
densidade de 6 animais por aquario. O nivel de oxigénio dissolvido foi

monitorado e a temperatura da 4gua foi mantida em torno de 28°C.
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4.2 Hipofisacao dos reprodutores

Cada reprodutor foi pesado e submetido ao tratamento hormonal com
extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) em duas dosagens, para indugdo a
espermiagdo. As doses prévia e definitiva consistiram de inje¢des
intramusculares de 0,5 e 5,0 mg de EBHC kg' de peso corporal,
respectivamente, proximo a base da nadadeira dorsal, conforme metodologia
adotada por Miliorini et al. (2005). Observou-se um intervalo de 12 horas entre
as aplicagdes e o tempo entre a dose definitiva e a coleta de sémen oscilou em

torno de oito horas.

4.3 Coleta e avaliagdo do sémen in natura

Antes da coleta do sémen, a papila urogenital e as superficies
circunjacentes foram limpas e enxugadas com toalha de papel. Em seguida,
foram realizadas massagens manuais delicadas sobre a parede celomatica, na
regido da nadadeira anal, no sentido cranio-caudal. Durante a coleta, evitou-se a
contaminag@o do s€men por fezes, urina, sangue ou agua. As amostras de sémen
foram coletadas em tubos de ensaio graduados estéreis, mantidos a temperatura

ambiente (em torno de 23°C) e protegidos da entrada de luz por papel opaco.

Uma aliquota de 10 pl de sémen in natura de cada animal foi depositada
sobre uma lamina histologica de vidro e, a seguir, homogeneizada com 40 pl de
agua destilada. A motilidade espermatica foi observada em microscopio dptico
de luz, sob aumento de 100 dioptrias e estimada em percentagem média de
espermatozdides moveis observados em trés campos. A duracdo da motilidade
espermatica foi estimada desde a homogeneizagdo com agua destilada até que

somente 10% dos espermatozoides do campo se encontrassem moveis.
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Uma aliquota do sémen in natura foi coletada para andlise de
concentragdo ¢ de morfologia espermaticas. Foram utilizadas somente as
amostras com taxa de motilidade espermatica igual a 100% e que ndo

demonstraram ativa¢do prévia da motilidade.

4.4 Determinacdo da concentragdo espermatica

A concentracdo espermatica foi estimada por meio da utilizagdo de uma
camara de Neubauer. Para tanto, uma aliquota de 10 pl de sémen foi diluida em
990 pl de solucdo de formol-citrato (2,9 g de citrato de sédio, 4 ml de solucdo
comercial de formaldeido 35% e 4gua destilada g.s.p. 100 ml). Em seguida,
foram tomados 10 pl da amostra diluida e procedida nova dilui¢do em 990 pl de
solugio de formol-citrato, resultando em uma diluicdo final de 1:10*

(sémen:formol-citrato). A concentragdo espermatica foi estimada pela formula:

CE=Nx FC;
em que:
CE é a concentragdo espermatica (espermatozéides por mm’);

N ¢é o nimero de células contadas na camara de Neubauer.

e o fator de corregdo (FC) é dado por:

FC=(gxfd)/d;

em que:

g = 5, e representa a razdo entre o numero total de quadriculos da cidmara de
Neubauer (25) e o nimero de quadriculos contados (5);

fd ¢ o fator de diluigdo da aliquota de sémen (= 10%);

d é a profundidade entre a laminula e a camara de Neubauer (= 0,1 mm).

30



4.5 Avaliacdo da toxicidade das diferentes solugdes crioprotetoras antes do

congelamento do sémen

Ap0s a analise inicial, o sémen in natura de oito reprodutores (Anexo A)
foi distribuido igualitariamente entre oito tubos de ensaio estéreis. Seguiu-se a
diluicdo lenta e gradativa das aliquotas por oito solugdes crioprotetoras, na
propor¢ao de uma parte de s€émen para quatro partes de solugdo. As solugdes
foram compostas por dois crioprotetores, metanol e dimetilsulfoxido (DMSO),
em quatro concentragdes (volume:volume - v:v) crescentes cada um: 5%, 7,5%,
10% e 12,5%, conforme detalhado na Tabela 2. A solucdo diluidora (base) para
cada crioprotetor consistiu de BTS (79,90 g de glicose; 12,71 g de citrato de
sodio; 2,65 g de acido etilenodiaminotetracético; 2,65 g de carbonato acido de
sodio; 159 g de cloreto de potéssio e 0,50 g de sulfato de gentamicina) na

concentragdo final (massa:volume - m:v) de 5%.

TABELA 2. Solugdes crioprotetoras utilizadas como tratamentos do sémen de

curimba.
BTS * . ncentraca

Tratamento (% Sm:v) Crioprotetor (C(:)Z \fi/)t agao
A 5,0 Metanol 5,0

A, 5,0 Metanol 7,5

As 5,0 Metanol 10,0

Ay 5,0 Metanol 12,5

B, 5,0 DMSO 5,0

B, 5,0 DMSO 7,5

B; 5,0 DMSO 10,0

B, 5,0 DMSO 12,5

* Belltsville Thawing Solution, Minitiib do Brasil - LTDA.
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Todas as solugdes crioprotetoras foram preparadas com uma hora de
antecedéncia da diluicao para que houvesse a estabilizacdo dos crioprotetores e

término das reagdes exotérmicas prejudiciais as células espermaticas.

Uma parte do sémen diluido foi congelada, enquanto a frago restante foi
deixada em repouso por 10 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz.
Decorrido este periodo, as amostras diluidas foram ativadas por dgua destilada
ou solucdo de carbonato acido de sddio 1% (m:v) - NaHCO; 1%, tendo sua

motilidade estimada a semelhanga do sémen in natura.

4.6 Congelamento e descongelamento do sémen

Imediatamente apds a dilui¢ao pelas solugdes crioprotetoras, as amostras
foram envasadas em palhetas de 0,5 ml (trés palhetas por tratamento) que, por
sua vez, foram vedadas com massa cirargica estéril. Em seguida, as palhetas
foram acondicionadas em raques de polietileno e colocadas em botijao de vapor
de nitrogénio liquido (Taylor-Wharton, modelo CP 300, tipo dry shipper) para
resfriamento. Apds 24 horas, as raques foram transferidas para um botijdo de
armazenamento (Cryometal, modelo DS-18) e congeladas, permanecendo
submersas em nitrogénio liquido por quatro dias. O descongelamento ocorreu no
Laboratoério do Setor de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de

Lavras (UFLA), em Lavras, Sul de Minas Gerais.

Foram descongeladas duas palhetas por tratamento e individualmente,
por imersdo em agua (banho-maria) a 60°C, durante oito segundos, sendo as
palhetas agitadas durante todo o procedimento. Estas foram enxugadas com
toalha de papel, tendo descartada a extremidade com massa cirtirgica € o s€émen
foi depositado em um tubo de ensaio estéril. Uma aliquota de 10 pl de sémen
descongelado foi depositada sobre uma lamina histologica previamente

focalizada em microscopio Optico sob aumento de 100 dioptrias. Apos
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confirmagdo da auséncia de ativagdo, a amostra foi ativada mediante

homogeneizagdo com 40 pl de dgua destilada ou solugdo de NaHCO; 1%.

Foram comparadas duas escalas de valorizagdo da motilidade do s€émen
descongelado, uma quantitativa e outra qualitativa. Pela escala quantitativa, a
motilidade espermatica foi estimada em funcdo da percentagem média de
espermatozdides modveis observados em trés campos. A escala qualitativa,
proposta por Maggese et al. (1984), foi atribuida simultaneamente a escala
quantitativa e correlacionou as porcentagens de motilidade em categorias de 0 a
5, em que: 0 - nenhum espermatozoide movel; 1 - motilidade de 1-20%; 2 -
motilidade de 21%-40%; 3 - motilidade de 41%-60%; 4 - motilidade de 61%-
80% e 5 - motilidade de 81%-100%. A duragdo (em segundos) da motilidade
espermatica também foi estimada desde a homogeneizagdo com o ativador até

que somente 10% dos espermatozdides do campo se encontrassem moveis.

4.7 Analise morfoldgica do sémen

Foram utilizadas amostras de sémen descongelado de sete animais
utilizados no congelamento e outros dois animais que também tiveram seu
sémen congelado pelos protocolos testados, mas que nao foram incluidos nos
ensaios anteriores. As analises morfologicas do sémen descongelado foram
realizadas em microscopio Optico composto, com iluminagdo episcopica
fluorescente (Nikon, modelo OPTIPHOT-2), no Laboratorio de Microbiologia
do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA.

Uma aliquota de 10 pl de sémen descongelado foi diluida em 990 pl de
solucdo de formol-citrato. A seguir, uma fragdo de 10 pl da amostra fixada foi
depositada em lamina histologica e coberta por laminula. O exame consistiu da
observacdo da morfopatologia de 100 espermatozdides focalizados em diversos

campos ao longo de toda a lamina conforme esquematizado na Figura 3.
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FIGURA 3. Seqiiéncia de campos observados durante a analise morfolégica do
sémen de curimba. As setas indicam o sentido da avaliagdo.

Sob um aumento de 1.000 dioptrias, foram investigadas as patologias de

cabega, de peca intermedidria e do restante da cauda (pecas principal e terminal),

conforme resumido na Tabela 3.

TABELA 3. Patologias dos espermatozoéides examinadas no sémen in natura de

curimba.

Porc¢do acometida Patologias maiores Patologias menores
Macrocefalia

Cabeca Microcefalia Isolada normal
Degenerada

Peca intermedidria Degenerada (PID) Gota proximal
Fraturada

Restante da cauda Fortemente enrolada Dobra@a

Gota distal

Degenerada

Quando os espermatozoéides apresentaram patologias maiores € menores
simultaneamente, foram consideradas as patologias maiores e, quando dois tipos
de patologias de mesma categoria ocorreram simultaneamente, aquela de maior

implicagdo sobre a fertilizagdo foi considerada (Tabela 4).
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TABELA 4. Hierarquia das patologias espermaticas examinadas no sémen
descongelado de curimba.

Tipo de_ Ordem decrescente de sobreposicao das patologias
patologia
Patolodias 1°. Cabeca degenerada 4°. Cauda fraturada
maioregs 2°. PID 5°. Cauda enrolada

3°. Cauda degenerada 6°. Macro(micro)cefalia
Patologias 1°. Cabega isolada normal 3°. Gota distal
menores 2°. Gota proximal 4°. Cauda dobrada

Em virtude do pequeno numero de ocorréncias de gotas citoplasmaticas
nos espermatozodides, as patologias de gotas citoplasmaticas proximal e distal

foram desconsideradas na analise dos dados.

4.7.1 Patologias maiores

a) Macrocefalia e microcefalia

A macrocefalia foi observada naqueles espermatozoides que
apresentavam cabega gigante, com contorno e forma anormais, sem aparente

degeneragdo cromatinica ou vacuolar.

Espermatozodides com cabega de tamanho reduzido, com contorno e
forma anormais, sem degeneracdo cromatinica ou vacuolar aparentes foram

considerados microcefalicos.
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b) Cabeca degenerada

Espermatozéides com cabeca de tamanho e forma normais, mas que
apresentavam contorno irregular ¢ ou degenera¢des cromatinica ou vacuolar

aparentes foram considerados possuidores de cabeca degenerada.

c) Peca intermediaria degenerada (PID)

A PID consistiu das alteragdes em espessura (terco médio da peca
intermediaria), densidade, difracdo e comprimento da peca intermedidria,

envolvendo seu contorno e sua inser¢do a cabega (colo).

d) Cauda fraturada

Células espermaticas com fratura e retengdo da cauda foram

classificadas como espermatozodides com cauda fraturada.

e) Cauda fortemente enrolada

A patologia de cauda fortemente enrolada consistiu da dobradura e
enovelamento da cauda sobre si mesma ou sobre a cabega. Foram considerados
somente os enovelamentos que pudessem comprometer intensamente a
motilidade espermatica (sobre a cabegca ou com grande extensdo da cauda

acometida), sendo desconsiderados enovelamentos distais discretos.

f) Cauda degenerada

Espermatozodides que apresentaram descontinuidade da cauda a partir da

peca intermediaria foram considerados possuidores de cauda degenerada.
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4.7.2 Patologias menores
a) Cabeca isolada normal

Cabegas observadas sem cauda, porém sem qualquer alteragdo de cabega

foram caracterizadas como cabega isolada normal.

b) Cauda dobrada

A patologia de cauda dobrada significou a dobradura da cauda, em

diversos graus, sem envolver a si mesma ou a cabeca.

4.8 Capacidade de fertilizacdo espermatica ap6s o descongelamento

Uma palheta de cada tratamento foi descongelada sete dias apds o
congelamento, seguindo a mesma metodologia citada anteriormente e a
motilidade espermadtica (%) avaliada. Foram selecionadas as palhetas de quatro
reprodutores (tanto os reprodutores como as palhetas foram selecionados
aleatoriamente). O sémen in natura desses machos foi utilizado para a

fertilizacdo de odcitos, a fim de se estabelecer um controle para o sémen.

Uma aliquota de 100 pl de cada palheta foi misturada a 0,1 g de odcitos
(aproximadamente 130 odcitos) de duas fémeas (1.200 g e 1.800 g de peso
corporal). Neste trabalho, foi utilizada uma relagdo média de 5,26 (desvio
padrdo de 1,08) x 10’ espermatozdides por grama de odcitos, o que equivale a,
aproximadamente, 4,36 (desvio padrio de 0,83) x 10° células espermaticas por
oocito, valor cerca de dez vezes o utilizado para a fertilizagdo do sémen in

natura.
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Antes de sua fertilizagdo, entretanto, os oocitos recém-extruidos foram
avaliados sob microscopio estereoscopio binocular (Olympus, modelo SZ-40)
para a observacao da migracdo do nucleo, sendo utilizadas as desovas que
apresentassem elevada propor¢do de odcitos com nucleo periférico e aspecto
homogéneo. Ambas as fémeas utilizadas tiveram seus odcitos fertilizados com o
sémen in natura de machos de comprovada qualidade espermatica, a fim de se

estabelecer um controle para as fémeas.

A fertilizacdo foi iniciada pela adigdo de 10 ml da solugdo ativadora,
sendo testadas a agua destilada e a solugdo de NaHCO; 1%. O procedimento
(“pré-incubagdo”) durou dois minutos e envolveu a agitagdo delicada da mistura
“sémen-oocitos”, sendo aclimatada gradualmente a temperatura da agua de

incubagao.

Os ovos foram, entdo, transferidos para incubadoras experimentais de
policloreto de vinila (PVC) de 1.200 ml de capacidade, acondicionadas em
caixas de 4dgua de 1.000 litros com sistema de circulacdo de dgua constante. A
incubacdo se manteve sob temperatura entre 24°C e 26°C ¢ a taxa de fertilizagdo
foi verificada de 7 horas a 8 horas ap6s seu inicio. Para a estimacdo da taxa de
fertilizacdo, foram realizadas duas amostragens individuais em cada incubadora
e contados cerca de 100 ovos em estereoscopio binocular. Foi considerada a taxa

de fertilizacdo média entre cada amostragem, segundo a formula:

Taxa de fertilizagdo = [E / (E +i)] x 100;

em que:

E é o numero de embrides viaveis;

i € 0 numero de ovos inviaveis.
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4.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Utilizaram-se delineamentos diferentes. O teste de toxicidade e o
congelamento do sémen foram conduzidos em delineamento de blocos
casualizados (DBC) com repeticdo dos tratamentos, sendo quatro blocos ¢ duas
repeticdes por bloco. Os tratamentos foram dispostos em uma estrutura fatorial 2
x 4 x 2 (crioprotetores, concentragdes e ativadores) e o controle local (blocos)

foi exercido sobre os pesos dos diferentes reprodutores (Tabela 1A).
O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:
Yijkm =uU + Ci + Nj + Ak + Bm + (CN)lJ + (CA)lk + ([\IA)jk + (CNA)ijk + eijkm

em que:

Vikm € a observacdo obtida para o sémen diluido pelo crioprotetor i, na
concentracao j e acrescido do ativador k, no bloco m;

L € a constante associada a cada observagao;

C; ¢ o efeito do crioprotetor i, sendoi=1, 2;

N; ¢ o efeito da concentragdo j de crioprotetor, sendo j =1, 2, 3, 4;
Ay € o efeito do ativador k, sendo k =1, 2;

B, € o efeito do bloco m, sendom =1, 2, 3, 4;

(CN);j € o efeito da interagdo entre o crioprotetor i e a concentragao j;

(CA)i ¢ o efeito da interacdo entre o crioprotetor i e o ativador k;

(NA);c é o efeito da interagdo entre a concentracdo j e o ativador k;
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(CNA);i ¢ o efeito da interacdo entre o crioprotetor i, a concentragdo j € o
ativador k;

Cjkm € O erro associado a cada observagdo, considerado normal e
independentemente distribuido com média 0 e variancia o°.

A analise morfolégica do s€émen foi também conduzida em um DBC
com repeticao dos tratamentos, sendo trés blocos e trés repeti¢des por bloco. Os
tratamentos foram dispostos em uma estrutura fatorial 2 x 4 (crioprotetores e
concentragdes) e o controle local também foi exercido sobre os pesos dos

reprodutores (Tabela 2A).

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Vi = B+ Ci + Nj + By + (CN); + e
em que:

yij € a percentagem de patologia obtida para o sémen diluido pelo crioprotetor i,
na concentragao j, no bloco k;

u ¢é a constante associada a cada observagao;

C; ¢ o efeito do crioprotetor i, sendoi=1, 2;
N; ¢ o efeito da concentragdo j de crioprotetor, sendo j =1, 2, 3, 4;
By € o efeito do bloco k, sendo k =1, 2, 3;

(CN);j ¢ o efeito da interac@o entre o crioprotetor i e a concentragao j;

eijk € o erro associado a percentagem de patologia obtida para o sémen diluido
pelo crioprotetor i, na concentragdo j, no bloco k, considerado normal e
independentemente distribuido com média 0 e variancia .
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A andlise da capacidade fertilizante do sémen descongelado foi
conduzida em um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os tratamentos
foram dispostos em uma estrutura fatorial 2 x 4 x 2 (crioprotetores,

concentragdes e ativadores).

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Yik = pn+ C+ Nj + A+ (CN)ij + (CA) + (NA)jk + (CNA)ijk + €jjk
em que:

yijk ¢ a taxa de fertilizagdo obtida para o sémen diluido pelo crioprotetor i, na
concentragdo j e acrescido do ativador k.

L € a constante associada a cada observagao;

C; € o efeito do crioprotetor i, sendoi=1, 2;

N; ¢ o efeito da concentragdo j de crioprotetor, sendo j =1, 2, 3, 4;
Ay € o efeito do ativador k, sendo k =1, 2;

(CN);j € o efeito da interagdo entre o crioprotetor i e a concentragao j;
(CA)y ¢ o efeito da interac@o entre o crioprotetor i e o ativador k;
(NA);c € o efeito da interacdo entre a concentracdo j e o ativador k;

(CNA);i € o efeito da interacdo entre o crioprotetor i, a concentragdo j € o
ativador k;

eijk ¢ o erro associado a taxa de fertilizagdo obtida para o sémen diluido pelo
crioprotetor i, na concentragdo j e acrescido do ativador k, considerado
normal e independentemente distribuido com média 0 e variancia 6°.
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Todas as variaveis foram analisadas com o auxilio dos programas
Statistical Analysis System (SAS, 1995) e Sistema de Analise de Varidncia
(SISVAR) (Ferreira, 2004).

Antes de todas as analises, as variaveis foram investigadas quanto a
homogeneidade da variancia e a normalidade dos residuos. Aquelas cujos
residuos ndo apresentaram distribui¢do normal foram transformadas em log;x
para sua normalizacdo, sendo as médias posteriormente convertidas em seu
antilogaritmo para apresentacdo dos resultados. Nas caracteristicas em que nao
se conseguiu obter normalidade residual, utilizou-se o teste ndo-paramétrico de

Wilcoxon para comparar as médias.

Quando significativas, as médias das concentragdes de crioprotetores

foram submetidas a analise de regressdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da toxicidade das diferentes solucdes crioprotetoras antes do

congelamento

Os valores médios de motilidade das amostras de sémen submetidas a
analise de toxicidade estdo representados na Tabela 5. Nao houve interacdo
significativa entre a concentragdo e os crioprotetores utilizados, entretanto, foi
possivel estabelecer um comportamento quadratico (P<0,05) da concentragéo

(Figura 4), independentemente do tipo de crioprotetor.

TABELA 5. Médias de motilidade (%) do sémen de curimba apos a diluicdo
em diferentes solucdes crioprotetoras e a adicdo de diferentes
ativadores.

Concentragdes (% v:v) Médias Ativadores
Crioprotetores dos -
5,0 75 100 125  criop. Agua NaHCO;

Metanol 84 (1,0 87 88 78 84 (1,0) 88 (1,00 81 B°
DMSO 88 90 88 83 87 g5 B2 90 4@
Médias dos ativadores 86 (1,0 86
Médias das

concentragdes 86.(1.) 89 88 81  86(1,0)

B Médias seguidas de letras distintas, nas linhas, diferem entre si, pelo teste F (P<0,05).
+b Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, diferem entre si, pelo teste F (P<0,01).
! Efeito quadratico da concentracdo de crioprotetores (P<0,05).

Valores entre parénteses referem-se ao erro padrdo da média.
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O acréscimo de DMSO e a ativagdo concomitante por NaHCO; 1% se
mostraram menos (P<0,01) téxicos ao sémen de curimba, alcangando 90% de
motilidade média. Por outro lado, as amostras acrescidas de metanol
apresentaram as maiores (P<0,01) taxas médias de motilidade quando a ativagdo

foi procedida pela dgua destilada.

Miliorini et al. (2004) verificaram que o DMSO apresentou toxicidade
para o sémen de curimba semelhante ao metanol e ao etilenoglicol na
concentragdo de 10%, apos 6 horas de resfriamento, a 4°C. Entretanto, o DMSO
propiciou uma redug@o na motilidade superior (P<0,05) ao metanol nas 42 horas
seguintes. Segundo Bedore (1999), concentragdes ou periodos de estabilizacdo
elevados de DMSO podem provocar redugdo significativa na qualidade do

sémen de peixes.

De acordo com a Figura 4, concentragdes superiores a 7,84%
promoveram redu¢do na motilidade espermatica, cujo valor médio maximo
estimado foi de 89,3%, a exemplo do verificado por Cruz (2001), que estimou
valores de 70% e 62% de motilidade para o sémen de curimba diluido em meio

contendo DMSO em concentragdes de 5% e 10%, respectivamente.
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FIGURA 4. Regressdao das médias de motilidade (%) do sémen de curimba

diluido em solu¢des com concentracoes crescentes de
crioprotetores.

Na Tabela 6 s@o apresentadas as médias das duragdes da motilidade para
o s€men de curimba submetido a analise de toxicidade. O DMSO foi superior
(P<0,05) ao metanol quando a ativagdo foi realizada por NaHCO; 1% e, neste
caso, a ativagdo por NaHCOj; 1% proporcionou o menor (P<0,01) efeito toxico

em relagdo a agua destilada, alcangando 146 segundos.
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TABELA 6. Médias da duragdo (segundos) da motilidade do sémen de curimba
apos a diluicdo em diferentes solugdes crioprotetoras e a adigdo de
diferentes ativadores.

Concentragdes (% Vv:V) Meédias Ativadores
Crioprotetores dos -
5,0 75 100 125  criop. Agua NaHCO;

Metanol 7312 75 64 54 661,00 43,1  1017°
DMSO 75 83 67 70 73 3782 146 "2
Médias dos ativadores 40 (1,1) 122
Mediasdas ., |\ 79 66 61 7001
concentracoes

ABMedias seguidas de letras distintas, nas linhas, diferem entre si, pelo teste F (P<0,01).
=D Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, diferem entre si, pelo teste F (P<0,05).
Valores entre parénteses referem-se ao erro padrao da média.

Cruz (2001) também verificou que as amostras acrescidas de DMSO
apresentaram duracdes médias da motilidade superiores aquelas acrescidas de
etilenoglicol e propanodiol, sendo a concentragdo de 15% (104 segundos) a
menos toxica quando comparada as concentragdes de 5% (67 segundos) e 10%
(84 segundos). Este comportamento ndo foi verificado neste ensaio de
toxicidade devido a ndo significancia da concentragdo de crioprotetor sobre a
duragdo da motilidade espermatica de curimba, mas foi para as amostras

descongeladas.

O NaHCO; tem sido utilizado com sucesso na ativa¢do da motilidade do
sémen de peixes. Miliorini et al. (2002) e Murgas et al. (2003b), observaram que
amostras de sémen de pacu e de piapara (L. obtusidens), respectivamente,
ativadas com NaHCO; 1% e acrescidas de DMSO 10%, apresentaram taxas e
dura¢des médias da motilidade superiores aquelas ativadas por agua destilada e

acrescidas de DMSO 5%. Amostras de sémen de peixes de agua doce ativadas
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por concentragdes inferiores de NaHCO; parecem nado responder com a mesma
qualidade de movimentagdo, como observado por Miliorini et al. (2005) e

Murgas et al. (2005).

Alguns ensaios de criotoxicidade, como o empregado por Cruz (2001) e
Ribeiro & Godinho (2003), podem ndo avaliar o real efeito dos crioprotetores
sobre as células espermaticas. Nesses trabalhos, a solugdo crioprotetora foi
adicionada diretamente ao sémen na lamina histolégica, sem haver um periodo
de equilibrio entre o s€émen e as solugdes. Em outros estudos, como o de Maria
(2005), o sémen foi resfriado a 4°C e mantido diluido pelas solugdes
crioprotetoras por até 48 horas. Como os procedimentos que antecedem o
congelamento do sémen de peixes geralmente despendem pouco tempo, o
periodo de estabiliza¢do entre o crioprotetor e o s€émen (10 minutos) empregado
no presente estudo certamente favoreceu a manutencao da qualidade seminal de

curimba, permitindo o congelamento de amostras com viabilidade assegurada.

5.2 Motilidade espermatica ap6s o descongelamento

Nao houve interacdo entre os crioprotetores e as concentracdes utilizadas
e nem entre os crioprotetores e os ativadores. Na Tabela 7, s@o apresentados as
porcentagens médias para a motilidade espermatica apos o descongelamento. As
amostras do sémen de curimba exibiram motilidades elevadas apos o
descongelamento, sobretudo aquelas acrescidas de DMSO, cujo valor médio
(77%) foi superior (P<0,01) ao proporcionado pelo metanol (68%). A solucdo de
NaHCO; 1% propiciou as mais altas (P<0,01) taxas de motilidade, a exemplo
dos resultados de Cruz (2001). Uma solucdo de NaCl 50 mM proporcionou
menor desorganizagdo da estrutura do flagelo espermatico de carpa que a agua
destilada e a mudanca osmotica foi suficiente para iniciar uma motilidade mais

duradoura (Billard et al., 1995).
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TABELA 7. Médias de motilidade (%) do sémen de curimba apds o
descongelamento.

Concentragoes (% v:v) Médias Ativadores
Crioprotetores dos -
5,0 75 100 125 criop. 1 Agua NaHCO;

Metanol 63 (3.8) 70 74 67 6819 °% 5927 78
DMSO 76 78 8 69 774 72 82
Médias dos ativadores 2 66 (1,9) ° 802
Médias das

concentragges® 07 74 8068 73013

"'Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste F (P<0,01).
*Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste F (P<0,01).
? Efeito quadratico da concentragiio de crioprotetores (P<0,05).

Valores entre parénteses referem-se ao erro padrao da média.

A associagdo de DMSO 10%, glicose 5% e gema de ovo 10% tem sido
utilizada com sucesso na criopreservagdo do s€émen de curimba (Kavamoto et
al., 1989 e Silva, 2000). Em ensaios preliminares, entretanto, Miliorini verificou
que a utilizagdo de gema de ovo se mostrou toxica ao sémen poOs-
descongelamento de curimba, quando comparada a incorporagdo de BTS. O
diluidor BTS foi utilizado, pela primeira vez, em ensaios com preservacdo de
espermatozdides de peixes nos trabalhos de Franciscatto et al. (2002), com
sémen de curimba; de Miliorini et al. (2002), com s€émen de pacu e de Murgas et
al. (2003b), com sémen de piapara (L. obtusidens). Dadas sua eficiéncia na
preservacdo qualitativa do s€émen de peixes e a preservacdo da imobilidade dos
espermatozoéides, varios autores (Maria, 2005; Miliorini et al., 2004, 2005;
Murgas et al., 2003b, 2004, 2005 e Oliveira, 2006) passaram a emprega-lo em

trabalhos posteriores.
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De acordo com Cosson et al. (1999), a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial ¢ altamente requerida para produzir energia durante o batimento
flagelar dos espermatozodides e a insuficiéncia de ATP ¢ uma das principais
causas da redugcdo da motilidade espermatica. Lahnsteiner et al. (1993)
verificaram que o espermatozdide de truta arco-iris utiliza triglicerideos e
glicose como fontes primarias de energia. E provavel que o sémen de curimba
apresente metabolismo semelhante e que a concentracdo de glicose exdgena
empregada neste estudo (3%, apods a diluicdo do sémen) tenha sido suficiente

para suprir as necessidades metabolicas das células espermaticas.

Embora os procedimentos experimentais sejam conduzidos com o
maximo de higiene e anti-sepsia, dificilmente consegue-se eximir o sémen de
alguma contaminagdo. A gentamicina ¢ um aminoglicosideo bactericida
amplamente empregado contra este grupo de bactérias (Rang et al., 1997). A
concentragdo final calculada de sulfato de gentamicina nas amostras de sémen
do presente trabalho (250 pg ml™) foi a mesma empregada por Maria (2005).
Segundo o autor, apos quatro dias de resfriamento a 4°C, a sua incorporacgdo
promoveu uma taxa de motilidade superior aos diluidores que nido possuiam o
farmaco, embora testes de quantificagdo e identificacdo de microrganismos nao

tenham sido realizados.

Houve resposta quadratica (P<0,01) da motilidade do sémen
descongelado as concentragdes de crioprotetores. Como pode ser inferido a
partir do estudo de regressdo apresentado na Figura 5, uma concentragdo média
de crioprotetor de 8,79% pode proporcionar uma média de motilidade méaxima
de 77,7% para o sémen de curimba apds o descongelamento. Nao ocorreu,

entretanto, interagdo significativa entre o tipo de crioprotetor e sua concentracao.
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FIGURA 5. Regressao das médias de motilidade (%) do sémen de curimba apos
o descongelamento, segundo as concentra¢des de crioprotetores.

A analise qualitativa da motilidade do sémen descongelado (Tabela 8)
apresentou resultados semelhantes aos apresentados na Tabela 7 para a escala
quantitativa, evidenciando ndo existirem diferencas entre o tipo de valorizagao

subjetiva, desde que ela seja criteriosa e realizada pelo mesmo avaliador.

Também ndo foi observada interagdo significativa entre o crioprotetor e
o ativador empregados, nem entre o crioprotetor ¢ a concentragdo empregada.
Individualmente, a adigdo de DMSO e a ativa¢do da motilidade por NaHCO; 1%
proporcionaram escalas médias de motilidade correspondentes a 4,1 e 4,3,
respectivamente, sendo superiores (P<0,05), nessa ordem, ao metanol (3,6) e a

agua destilada (3,8).
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TABELA 8. Médias de motilidade (0-5) do sémen de curimba apds o
descongelamento.

Concentragoes (% v:v) Médias Ativadores
Crioprotetores dos -
5,0 75 100 125  criop. 1 Agua NaHCO;

Metanol 3,5 0.2 3,9 4,1 3,7 38002 3300 42

DMSO 4,0 4,2 4,6 3,7 4,14 3,8 4,4

Médias dos ativadores 2 3.609°  43°
Médias das

concentragges® @b 404237 400n

"Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste F (P<0,05).
> Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste F (P<0,05).
? Efeito quadratico da concentragdo de crioprotetores (P<0,01).

Valores entre parénteses referem-se ao erro padrao da média.

A analise de regressdo da escala qualitativa da motilidade do sémen de
curimba (Figura 6) também apresentou um comportamento quadratico (P<0,01),
em que uma concentragdo de crioprotetor de 8,76% ¢ capaz de proporcionar uma
motilidade maxima de grau 4,2. Esta concentracdo predita ¢ praticamente igual a
estimada para a motilidade em escala quantitativa (8,79%) e corrobora a

similaridade entre as escalas.
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FIGURA 6. Regressdo das médias de motilidade (0-5) do s€émen de curimba
ap6s o descongelamento, segundo as concentragdes de
crioprotetores.

Os resultados para a motilidade apds o descongelamento confirmam que
a taxa de descongelamento foi adequada ao sémen de curimba, como em outros
trabalhos (Maria, 2005; Miliorini et al., 2005). A comparagdo entre os resultados
destes estudos e os obtidos por Cruz (2001), com uma taxa de descongelamento
de 30°C por 14 segundos, sugere que os espermatozdides de peixes sdo células
com relativa resisténcia a variagdes de temperaturas e que sua membrana
citoplasmatica apresenta elevada hidrossolubilidade. Pode-se inferir, ainda, que
os meios intracelular e extracelular, em interagdo com os crioprotetores
utilizados, apresentem refratariedade a formagdo de cristais de gelo em um

intervalo térmico compreendido, ao menos, entre 30°C e 60°C.

Marques (2001) utilizou uma diluicdo de 200 vezes para a ativagdo da

motilidade espermatica de curimba. Segundo Billard & Cosson (1992), Billard
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et al. (1993) e Cosson et al. (1999) e, nessas condigOes, observa-se ativagao
completa e homogénea do movimento dos espermatozdides. A diluigdo
empregada neste trabalho equivaleu a 4 vezes para o sémen in natura e 16 vezes
para o descongelado e, ao microscopio Optico, houve ativagdo de todas as células
espermaticas do sémen in natura. Evidentemente, para se evitarem
superestimacdes, foi procedida a avaliagdo de varios campos em diferentes

estratos da gota de mistura.

Os resultados para as duragdoes médias da motilidade espermatica apos o
descongelamento (Tabela 9) mostram que tanto ativadores como crioprotetores

ndo interagiram estatisticamente.

TABELA 9. Médias da duracdo (segundos) da motilidade do sémen de curimba
apos o descongelamento.

Concentragdes (% Vv:V) Médias Ativadores
Crioprotetores dos -
5,0 75 100 125  criop. Agua NaHCO;
Metanol 40 (1,1) 43 47 53 450,00 29,158 72 AP
DMSO 48 54 62 38 50 25 B2 99 A
Meédias dos ativadores 27 (1,1) 84
Meédias das

concentragges (D 483445 4800

AB Médias seguidas de letras distintas, nas linhas, diferem entre si, pelo teste F (P<0,01).

=P Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, diferem entre si, pelo teste F (P<0,01).

" Efeito linear da concentragio de metanol (P<0,05) ¢ efeito quadratico da concentragdo de
DMSO (P<0,01).

Valores entre parénteses referem-se ao erro padrao da média.
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O DMSO, como crioprotetor ¢ o NaHCO; 1%, como ativador,
propiciaram as maiores duragdes para a motilidade pos-congelamento (99

segundos), quando utilizados concomitantemente (P<0,01).

Comparando-se os resultados das Tabelas 6 ¢ 9, pode-se constatar que o
congelamento pouco afetou a duragdo da motilidade espermdtica. Considerando-
se as durag¢des de motilidade do sémen in natura (Anexo A), pode-se inferir que
o acréscimo de glicose contida no diluidor BTS favoreceu o metabolismo

energético das células espermaticas.

Ainda em relacdo aos resultados apresentados na Tabela 9, foi obtida
uma interagdo (P<0,01) entre a concentragéo ¢ o tipo de crioprotetor empregado
em relagdo a duragdo da motilidade do sémen de curimba apds o
descongelamento. As concentracdes de metanol e de DMSO apresentaram

comportamentos linear (Figura 7) e quadratico (Figura 8), respectivamente.

Como evidenciado na Figura 7, a medida que se elevou a concentragdo
de metanol, houve um aumento (P<0,05) correspondente na duragdo da
motilidade espermatica de curimba pds-congelamento, dentro dos limites das
concentragoes estudadas, sendo que, com a adicdo de uma concentracdo de
12,5%, a duragdo média esperada ¢ de 50,9 segundos e, para cada incremento de
1% de crioprotetor, corresponde um aumento esperado na duragdo da motilidade

de 1,45 s.
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FIGURA 7. Regressdo das médias da duracdo (segundos) da motilidade do
sémen de curimba apds o descongelamento, segundo as
concentragdes de metanol.

O grafico da Figura 8 representa a duracdo da motilidade espermatica
pds-congelamento em fungdo da concentragdo de DMSO empregada, segundo a
qual, a concentra¢do de 8,37% pode proporcionar (P<0,05) uma duracdo média

maxima esperada de 60,9 segundos.

O metanol ¢ o DMSO, nas concentragoes de 12,5% e 8,37%,
respectivamente, podem ter exercido uma melhor protecdo sobre as membranas
do sistema mitocondrial, diminuindo os danos durante o congelamento e¢ ou

descongelamento e promovendo uma extensao do tempo de batimento flagelar.
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FIGURA 8. Regressdo das médias da duragdo (segundos) da motilidade do
sémen de curimba apdés o descongelamento, segundo as
concentragoes de DMSO.

Cosson et al. (1999) e Legendre et al. (1996) comentam que a duragdo da
motilidade espermdtica em peixes teledsteos de dgua doce € muito curta e muito
variada entre as espécies. Entretanto, cabe descobrir qual a duracdo minima

necessaria a obtencao de indices reprodutivos satisfatorios.

Ensaios desta natureza sdo dificeis e poderiam ser conduzidos
agrupando-se animais com faixas de durag¢do semelhantes ¢ medindo a resposta
sobre taxas de fertilizagdo e eclosdo. No entanto, ¢ mais pratico e fidedigno
partir do pressuposto de que a duracdo da motilidade do sémen in natura ¢
aquela que se adapta a biologia dos odcitos, mesmo sob condi¢des mais
controladas que as do habitat natural. Assim, as duragdes médias da motilidade
do sémen in natura de curimba estimadas por alguns autores foram de 612

segundos (Céser et al., 1984), 152 segundos (Murgas et al., 1998), 111 segundos
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(Cruz, 2001), 96 segundos (Franciscatto et al., 2002) e 43 segundos
(Franciscatto et al., 2002). A variac¢do entre esses trabalhos pode ser explicada,
principalmente, pelo momento considerado como término da motilidade. Por
exemplo, Murgas et al. (1998) consideraram a duracdo até que uma taxa de
motilidade de 50% fosse alcancada, enquanto Fransciscatto et al. (2002)
consideraram uma taxa de motilidade de 10%. E claro que o caréter subjetivo da
analise e as condigdes individuais dos reprodutores interferem na estimativa da
duragdo e na taxa de motilidade espermatica. Outra explicacdo reside no fato de
que reprodutores no pico reprodutivo tendem a produzir mostras seminais com

taxas e duragdes da motilidade mais elevadas.

5.3 Morfologia espermaética ap6s o descongelamento

Nao foi verificada diferenca significativa entre nenhum dos
crioprotetores ou entre as concentracdes destes sobre as patologias menores
(Tabela 10). Os dados indicam que houve uma reducdo linear (P<0,05) na
ocorréncia de patologias totais com o aumento da concentragdo dos
crioprotetores, porém, sem interagdo entre o tipo e a concentragdo de

crioprotetor utilizado.

A percentagem média de patologias totais observada no sémen in natura
(3%) foi muito inferior as observadas por Kavamoto et al. (1999) e Moraes et al.
(2004) e Murgas et al. (1998), que constatararam uma ocorréncia de 7,22%,
9,54% e 40,2% de patologias totais no sémen in natura de curimba,
respectivamente. Estes resultados confirmam que a analise morfolégica dos
espermatozdides de peixes também reflete variacdes ambientais e genéticas,
além de sugerir que foram moderadas as porcentagens de patologias totais

observadas no sémen descongelado (29,5%).
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TABELA 10. Médias das patologias (%) do sémen de curimba apds o
descongelamento.

Alteracdes morfoldgicas (%)
Maiores * Menores ™  Totais

Crioprotetores Concentragdes (% Vv:v)

5,0 37,8 3.8) 3,6 (0,6) 41,3 3,8
Metanol 7,5 28,1 2,3 30,4
10,0 24,0 1,5 25,6
12,5 27,0 3.2 30,2
5,0 28,7 2,6 31,2
7,5 24,6 2,4 27,0
DMSO 10,0 24,8 1,3 26,1
12,5 232 1,1 243
Meédia 27,3 (1,4) 2,3(0,2) 29,5 (1,3)
Sémen in natura 1,8 (0,8) 1,2 (0,4) 3,0(0,8)
Maiores Menores Totais *
5,0 33,227 3,104) 36,3 (2,7)
Médias dos 7.5 26,3 2,4 28,7
crioprotetores 10,0 24,4 1,4 25,8
12,5 25,1 2,2 273

S Efeito ndo significativo das concentragdes de crioprotetores (P>0,05).

"Efeito ndo significativo entre as concentra¢des de crioprotetores (P>0,05), mas significativo
sobre as patologias de cauda fortemente enrolada e degenerada (P<0,05).

? Efeito linear da concentragdo de crioprotetores (P<0,05).

Valores entre parénteses referem-se ao erro padrao da média.

O incremento na concentragdo de crioprotetor, dentro dos limites
estudados, promoveu um efeito protetor (P<0,05) sobre os espermatozoides,
tendo a concentragdo de 12,5% permitido a ocorréncia de somente 25% de

patologias totais (Figura 9).

A metodologia empregada neste estudo ratifica que a adi¢do dos
crioprotetores estudados ao sémen de curimba proporciona um efeito protetor
sobre as caracteristicas bioquimicas, refletindo nos aspectos fisicos das células
espermaticas apos o descongelamento, em que um incremento de 1% de
crioprotetores pode proporcionar uma reducdo de aproximadamente 1,2% de

patologias totais.
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FIGURA 9. Regressdo das médias das patologias totais (%) do sémen de
curimba, apds o descongelamento, segundo as concentragdes de
crioprotetores.

Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), indices de
espermatozdides com anormalidades acima de 30%, 30% e 20% sdo
inapropriados & inseminacdo artificial de bovinos, eqilinos e suinos,
respectivamente. Como a fecundag@o artificial em curimba envolve a utilizagéo
de uma elevada propor¢do entre espermatozdides e odcitos em um ambiente
controlado, é provavel que o porcentual critico de anormalidades espermaticas

de peixes de fecundagdo externa oscile em torno de 50%.

Entre as patologias maiores, somente aquelas de cauda degenerada e
cauda fortemente enrolada evidenciaram diferencgas estatisticas, em fun¢do do
crioprotetor utilizado no congelamento do s€émen de curimba. Analisando-se a
Tabela 11, pode-se observar que o DMSO permitiu um numero menor de

patologias em ambos os casos, com 3,6% e 0,2% de patologias de cauda
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fortemente enrolada e cauda degenerada, respectivamente, contra 5,5% e 0,8%
observados nas amostras diluidas por meio contendo metanol (P<0,05). As
patologias de cauda fortemente enrolada e cauda degenerada podem
comprometer a fertilizagdo, principalmente por se tratarem de defeitos maiores.
A utilizacdo de DMSO reduziu a ocorréncia destes defeitos, o que pode refletir
em taxas de fertilizagdo e eclosdo superiores, desconsiderando os fatores

relativos aos 0dcitos.

TABELA 11. Médias das patologias de cauda fortemente enrolada e cauda
degenerada (%) do sémen descongelado de curimba em relagdo
ao crioprotetor utilizado.

Alteracdes morfoldgicas

Crioprotetor

Cauda fortemente enrolada * Cauda degenerada 2
Metanol 55° 0,8°
DMSO 3,67 02"

"'Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste F (P<0,05).
*Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (P<0,01).

Os fatores estudados ndo influenciaram o aparecimento das demais
patologias, que foi em numero reduzido. Entre elas, a patologia de cabeca
degenerada foi aquela de maior freqiiéncia, tendo sido verificados 24,7% e
15,4% nas amostras acrescidas de metanol 5% e DMSO 7,5%, respectivamente.

As patologias de microcefalia, cauda degenerada e PID ndo foram
observadas no sémen in natura (Figura 10A), mas o congelamento provocou o
desenvolvimento das patologias de cauda degenerada e PID. As patologias
maiores observadas no sémen descongelado estdo representadas pelos graficos
da Figura 10B-D e da Figura 11. Na Figura 12A estdo representados os graficos
das patologias menores observadas no sémen in natura e, nas Figuras 12B-D, os

graficos daquelas verificadas nos espermatozoides apos o descongelamento.
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Outras consideracdes podem ser feitas, observando-se os resultados
médios das outras patologias apresentadas nos graficos das Figuras 10, 11 e 12,
levando-se em conta o segmento do espermatozdide afetado, as quais sdo

descritas a seguir.

a) Alteraces de cabeca

Como comentado anteriormente, a patologia de cabega degenerada
(Figuras 13A-C e 14A-B) apresentou a maior freqii€ncia entre todas as
anormalidades espermaticas consideradas. A concentragdo de 10% dos
crioprotetores testados promoveu as menores freqiiéncias de porcentagens de
cabeca isolada normal (Figura 15A), com 0,89% (metanol) e 0,22% (DMSO).
Esta patologia foi a mais freqiiente (28,0%) entre as observadas por Kavamoto
et al. (1999) no sémen in natura de curimba. Segundo os autores, no momento
da coleta, as células, possivelmente, se encontravam em uma fase de transi¢ao
entre espermatides e espermatozédides. O reduzido porcentual de cabecas
isoladas, observado no grafico da Figura 12C, refor¢a a hipdtese de que os
reprodutores se encontravam no apice da estag@o reprodutiva.

Houve muita variagdo entre as concentragcdes de crioprotetores e as
porcentagens de macrocefalia observadas, tendo o metanol promovido um
indice minimo de 0,11%, enquanto nenhuma das amostras acrescidas DMSO
apresentou tal anormalidade. Atribui-se esta variacdo ao influxo de liquido para
o citoplasma devido a uma possivel hipotonicidade da solucao de formol-citrato
utilizada na fixac¢ao dos espermatozoides. Este efeito pode ser minimizado pelo

tamponamento dessa solugdo fixadora e pela correcdo de sua isotonicidade.
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FIGURA 13. Patologias espermaticas maiores. A. Cabecas degeneradas; B.
Cabecas degeneradas e cauda fortemente dobrada; C. Cabeca e
peca intermedidria degeneradas; D. Cauda fraturada; E. Cauda
degenerada; F. Cauda fortemente enrolada.
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FIGURA 14. Patologias espermaticas maiores. A. Cabega com contorno
anormal (degenerada) e pega intermediaria degenerada (PID); B.
Cabeca isolada com contorno anormal (degenerada); C e D.
Pecas intermediarias degeneradas; E. Cauda degenerada; F.
Cauda fortemente enrolada.
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FIGURA 15. Patologias espermaticas menores. A. Cabeca isolada e com
contorno normal; B. Gota citoplasmatica proximal; C e D. Gotas
citoplasmaticas distais; E. Caudas dobradas; F. Cauda enrolada
distalmente.
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b) Alteracdes de peca intermediaria - PID

Com relagdo a ocorréncia de PID (Figuras 13C, 14A, 14C e 14D), a
elevacdo na concentragdo de crioprotetores de 5% para 10% promoveu reducao
média de 60% (de 4,67% para 1,89%) e de 28% (de 3,22% para 2,33%) nas
amostras contendo metanol ¢ DMSO, respectivamente. Esta patologia ¢é,
provavelmente, conseqii€ncia da desestabilizacdo das membranas lipoprotéicas
das células espermaticas, sobretudo das mitocondrias, por influéncia do
congelamento. Este € o primeiro relato na literatura enfocando a ocorréncia de

PID em espermatozoides de peixes.

c) Alteragdes de cauda

As concentragdes mais baixas de crioprotetores promoveram as menores
porcentagens de cauda degenerada (Figuras 13E e 14E), equivalendo a 0,56%
para as amostras contendo metanol ¢ ndo sendo verificada esta patologia nas
amostras acrescidas de DMSO. De acordo com os dados apresentados no
grafico da Figura 11C, € possivel inferir um efeito toxico do metanol e do
DMSO superior ao seu efeito protetor sobre esse tipo de patologia, apesar de os
valores médios de ambos os crioprotetores em quaisquer concentracdes nao
comprometerem o potencial fecundante de uma amostra seminal descongelada.

Contrariamente ao observado para a patologia de cauda degenerada, os
crioprotetores, na concentragcdo de 5%, propiciaram a maior ocorréncia (7,22%
e 4,67% para o metanol e para o DMSO, respectivamente) de cauda fortemente
enrolada (Figuras 13F e 14F). Este comportamento corrobora o efeito protetor
da adigdo de crioprotetores sobre a estabilidade da membrana citoplasmatica do
espermatozoéide de curimba.

O metanol e 0 DMSO promoveram as menores porcentagens de cauda
dobrada (Figuras 13B e 15E) na concentragdo de 10% (0,56%), a semelhanga do

que ocorreu para a patologia de cabega isolada. As anormalidades morfologicas
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da peca intermediaria e da cauda causam alteragdes progressivas na motilidade,
aumentando o numero de espermatozoides com movimentos circulares ou
oscilatorios e, consequentemente, a taxa de fertilizacdo (Moraes et al., 2004).
Estes autores ndo verificaram a ocorréncia de gotas citoplasmaticas distais no
sémen in natura de curimba. As amostras seminais dos reprodutores utilizados
neste trabalho apresentaram valores médios de gotas proximais (Figura 15B) e
distais (Figuras 15 C e 15D) inferiores a 0,1%, apos o descongelamento, e,
mesmo o sémen in natura apresentou elevada homogeneidade entre os animais,
indicando que os mesmos se encontravam em um mesmo estagio de maturagao
gonadal.

Os valores médios de cauda fraturada (Figura 13D), bem como das
demais patologias de cauda descritas, podem ser considerados reduzidos e
incapazes de comprometer a qualidade de uma amostra seminal. Percentuais
elevados de anormalidades, como cauda fraturada e cabega isolada, podem estar
relacionados ao procedimento de preparacdo de laminas de esfregacos (Moraes
et al., 2004). Estes autores, assim como Kavamoto et al. (1999), realizaram a
analise morfologica do sémen de curimba por meio da confeccdo de esfregagos
corados, avaliando, assim, a ocorréncia de patologias primarias ou secundarias
no sémen in natura e constatando elevada freqiiéncia dessas patologias. Estas
alteracdes, em contrapartida, ndo devem ser classificadas em defeitos primarios
ou secundarios, mas em maiores ou menores, uma vez que peixes sao
destituidos de epididimos.

O procedimento de avaliacdo de s€émen de mamiferos envolve a andlise
morfopatologica dos espermatozoides e ¢ considerada fundamental a
caracterizagdo das amostras seminais (Hafez, 2004; Herman et al., 1994).
Todavia, os critérios utilizados para a avaliagdo do sémen de peixes tem-se
baseado em exames de motilidade, concentracdo espermatica e percentagem de

espermatozéides vivos e mortos, sem considerar a ocorréncia de defeitos
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morfologicos nas células espermaticas (Kavamoto et al., 1999), e os exames que
abordam esse parametro apos a criopreservagdo restringem-se, praticamente, a
mudangas ultra-estruturais nos espermatozéides de peixes (Taddei et al., 2001;

Yao et al., 2000).

5.4 Capacidade de fertilizacdo do sémen descongelado

A andlise estatistica dos dados médios de fertilizagdo ndo detectou
diferenca significativa entre os ativadores, nem interacdo significativa entre os
crioprotetores e as concentragdes testadas. Entretanto, observou-se maior
(P<0,05) taxa de fertilizagdo nas amostras acrescidas de metanol em relacao
aquelas amostras acrescidas de DMSO (em média, 53% maiores). Os resultados

estdao resumidos na Tabela 12.

TABELA 12. Médias de fertilizagdo (%) do sémen de curimba apds o
descongelamento.

Concentragdes (% v:v) Médias Ativadores
Crioprotetores dos -
50 7,5 10,0 125  criop. 1 Agua NaHCO;

Metanol 36,9 27,8 352 327 3314”455 19,8

DMSO 223 17,1 15,7 7,1 1568 49 9,9
Meédias dos ativadores 30,0 18,7
Médias das

* 296 224 254 200 244
concentragoes

"Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste F (P<0,01).
Valores entre parénteses referem-se ao erro padrao da média.
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As taxas de motilidade espermatica e as taxas de fertilizagdo oscilaram
pouco e, aparentemente, apresentaram uma relacdo direta entre si, sobretudo
para as amostras acrescidas de DMSO. De acordo com os graficos da Figura 16,
o sémen in natura apresentou taxa de fertilizagdo reduzida em relagdo a taxa de
motilidade, evidenciando, provavelmente, uma influéncia da qualidade dos
odcitos sobre a fecundagdo e ou sobre o desenvolvimento embrionério inicial.

Comportamento semelhante, porém, menos acentuado, foi observado
para as amostras descongeladas acrescidas de metanol. Uma vez que o metanol
proporcionou as maiores duracdes médias da motilidade espermatica pos-
descongelamento (Figura 16B), pode-se supor que as taxas de fertilizacdo
também superiores sejam devido a prolongada capacidade de movimentagao das
células espermaticas, tendo em vista a maior probabilidade de penetracdo em
micrépilas ainda patentes.

Segundo Coser et al. (1987), as taxas de fertilizacdo para o sémen
descongelado sdo, em geral, mais baixas que aquelas obtidas a partir do sémen
in natura. Assim, Kavamoto et al. (1989) ja haviam obtido taxas de fertiliza¢do
de 78% com o sémen descongelado € 92% com o sémen de curimba in natura,
enquanto Coser et al. (1992) obtiveram taxas de fertilizacdo para o s€men
descongelado de curimatd-pacu (Prochilodus marggravii) de até 84% em
relacdo aquela a partir de amostras de s€men fresco.

Analisando os graficos A e B da Figura 16 e, somando-se aos resultados
controversos encontrados pelos diferentes autores supracitados, verifica-se uma
influéncia significativa de fatores ambientais sobre a taxa de fertilizacdo da
curimba, sobretudo a qualidade dos oocitos utilizados, tendo em vista os
excelentes resultados de motilidade espermatica encontrados apos o

descongelamento.
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do sémen de curimba, antes e apds o congelamento, acrescido de
concentragdes crescentes de (A) metanol e de (B) DMSO.
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Silva (2000), em seu estudo de criopreservacdo do sémen de curimba,
obteve taxas de fertilizagdo do sémen in natura e descongelado semelhantes
(49% e 56%, respectivamente), a exemplo do verificado no presente estudo, em
que as taxas médias de fertilizacdo do sémen descongelado foram semelhantes
as observadas para o sémen in natura (40%), porém inferiores as das amostras
em relacdo as fémeas utilizadas (76%). Portanto, ¢ possivel inferir que houve
manutencdo da capacidade fertilizante do sémen pds-congelamento e que a taxa
de fertilizagdo foi influenciada decisivamente pelas fémeas utilizadas neste
estudo.

As porcentagens reduzidas de patologias morfologicas observadas no
sémen apos o descongelamento favoreceram a manutencdo das taxas de
fertilizacdo do sémen descongelado (em comparacdo as verificadas para o
sémen in natura). Embora o DMSO tenha promovido um menor indice de
patologias totais, as porcentagens observadas nas amostras acrescidas de
metanol foram também reduzidas e ndo influenciaram a taxa de fertilizagao,
tendo em vista o efeito compensatorio promovido pela elevada relagdo entre
espermatozodides e 0dcitos.

A taxa de fertilizagdo é uma varidvel muito importante na avaliacao de
protocolos reprodutivos em peixes, porém, torna-se ideal a realiza¢ao de estudos
relacionando também a eclodibilidade e a taxa de sobrevivéncia de larvas
oriundas da fertilizacdo de odcitos por células espermadticas criopreservadas.
Oliveira (2006) constatou taxas de eclosdo semelhantes entre odcitos
fertilizados por sémen de dourado in natura e criopreservado. O autor ndo
avaliou, contudo, o porcentual de sobrevivéncia das larvas eclodidas ou o
porcentual de larvas com alteragdes fisicas. Além da reducdo na taxa de eclosdo,
as anormalidades morfologicas dos espermatozdides poderiam propiciar o
aparecimento de alteracdes estruturais de larvas recém-eclodidas,

comprometendo sua sobrevivéncia.
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Silveira (2000) propds um efeito toxico do NaHCO; sobre os odcitos de
B. cephalus. Isso nio foi verificado no presente trabalho, uma vez que nio foi
detectada diferenca significativa entre os ativadores testados. A aglutinagdo dos
odcitos no fundo do recipiente provocada pelo NaHCO; 1% ndo comprometeu a
qualidade da fertilizagdo, sendo desfeita, no presente estudo, pela
homogeneizagdo mais severa do precipitado. Cruz (2001) concluiu que, além de
atoxico, o NaHCO; proporcionou taxas de fertilizagdo do sémen de curimba
superiores as das amostras ativadas por agua destilada, dgua corrente e solugdes
salinas de NaCl. Estes resultados, provavelmente, se devem a maior proporgao
de espermatozdides moveis e ou a maior duragdo da motilidade espermadtica

proporcionada pela solu¢ao de NaHCO:s.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A defini¢do da metodologia ideal de criopreservacdo deve envolver a
utilizacdo de amostras de sémen descongeladas na rotina das estagdes de
piscicultura, propiciando a obten¢@o de dados zootécnicos com elevado niimero
de repeticdes em uma mesma época reprodutiva e entre diferentes épocas.
Decerto, as condigdes de cada estacdo de piscicultura estabelecem uma interagao
entre a unidade produtiva e a biotecnologia empregada na criopreservagdo
seminal.

O conhecimento do numero de patologias totais, bem como das
propor¢des ideais de espermatozodides vivos e mortos ¢ de espermatozoides por
odcito, representara um importante avango rumo ao conhecimento € ao
estabelecimento de doses minimas de amostras de sémen capazes de produzir
taxas de fertilizagdo, eclodibilidade e sobrevivéncia de larvas satisfatorias e com
elevada repetibilidade.

Seguindo o exemplo da comercializagdo de doses inseminantes de
valiosos reprodutores de algumas espécies de mamiferos, a determinagdo de
“doses fertilizantes” de sémen de peixes com elevada qualidade pode originar
um novo tipo de mercado e representar um profundo incremento no

melhoramento genético de espécies criadas intensivamente.
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7 CONCLUSOES

Sob as condigdes em que este experimento foi realizado, pode-se

concluir que:

= o protocolo de criopreservagdo do sémen de curimba deve envolver a
utilizagdo de dimetilsulféxido, na concentracdo de 8,5%, como solugdo

crioprotetora;

= 0 NaHCO; 1% deve ser utilizado como solugdo ativadora da motilidade dos

espermatozodides de curimba apos o descongelamento;

= a taxa de fertilizagdo ndo deve ser considerada isoladamente na

caracterizag@o da qualidade pos-congelamento do sémen de peixes;

= podem ser utilizadas tanto a escala porcentual como a quantitativa na

valorizagdo da motilidade do sémen de peixes.
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ANEXO A

TABELA 1A. Taxa e dura¢do da motilidade e concentracdo do sémen in natura
dos reprodutores de curimba utilizados na avaliacdo da
toxicidade de solugdes crioprotetoras e no descongelamento.

Blocos Peso () Taxa (%) Duracdo (s) ()‘(3‘1’85 222;61%6;2)

1 700 100 47 27,0
700 100 57 47,5

2 1500 100 40 34,0
1500 100 70 41,0

3 1600 100 55 38,0
1700 100 47 14,5

4 2000 100 55 20,0
2000 100 66 28,5

Média+dp 1463 £ 509 100+ 0 54+10 31,3+10,9

dp: desvio padrao.

TABELA 2A. Taxa e duragdo da motilidade e concentracdo do sémen in natura
dos reprodutores de curimba utilizados na andlise morfologica
apo6s o descongelamento.

Blocos Peso (g) Taxa (%) Duracdo (s) (S‘;BS igi;aﬁﬁg)

600 100 68 70,0

1 700 100 47 27,0
700 100 57 47,5

1500 100 40 34,0

2 1600 100 55 38,0
1700 100 47 14,5

1900 100 47 56,0

3 2000 100 55 20,0
2000 100 66 28,5

Média = dp 1411 +£ 584 100+ 0 57+9 37,3+17,8

dp: desvio padrio.
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ANEXO B

TABELA 1B. Analise de variancia do efeito da adi¢do de diferentes solugdes
crioprotetoras sobre a motilidade (%) espermatica (variavel
transformada em log;ox).

- Graus de Quadrado
Causas de variacdo liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 3 0,00992 0,0453
CRIOPROTETOR (C) 1 0,00676 0,1721
CONCENTRACAO (N) 3 0,01006 0,0431
ATIVADOR (A) 1 0,00007 0,8900
C*N 3 0,00140 0,7600
C*A 1 0,03168 0,0036
C / Agua destilada (1) 0,00449 0,2652
C/NaHCO; 1% (1 0,03414 0,0026
A / Metanol (1) 0,01692 0,0319
A /DMSO (1) 0,01478 0,0447
N*A 3 0,00191 0,6601
C*N*A 3 0,00446 0,2968
Residuo 102 0,00358
CV (%) 3,1

TABELA 2B. Analise de regressdo do efeito das diferentes concentracdes de
crioprotetores sobre a motilidade (%) espermatica (variavel
transformada em log;¢x).

Cau_sasNde Graus de liberdade Quadrado médio Pr>Fc
variacdo
bl 1 0,01268 0,0620
b2 1 0,01890 0,0230
Desvio 1 0,00046 0,7210
Residuo 102 0,00357
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TABELA 3B. Analise de variancia do efeito da adi¢do das diferentes solugdes
crioprotetoras sobre a duragdo (segundos) da motilidade
espermatica (variavel transformada em log;ox).

I Graus de Quadrado
Causas de variacgao liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 3 0,20404 0,0848
CRIOPROTETOR (C) 1 0,07002 0,3797
CONCENTRACAO (N) 3 0,08102 0,4437
ATIVADOR (A) 1 7,52600 0,0000
C*N 3 0,01748 0,9005
C*A 1 0,39294 0,0390
C / Agua destilada (1) 0,06561 0,3951
C/NaHCO; 1% (1) 0,39734 0,0379
A / Metanol (1) 2,23980 0,0000
A /DMSO (1) 5,67913 0,0000
N*A 3 0,06596 0,5346
C*N*A 3 0,07120 0,5014
Residuo 109 0,09001
CV (%) 16,3

TABELA 4B. Anélise de variancia do efeito do congelamento sobre a
motilidade (%) espermatica.

Graus de Quadrado

Causas de variacao liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 3 1151,23698 0,0029
CRIOPROTETOR (C) 1 2320,50781 0,0020
CONCENTRACAO (N) 3 869,98698 0,0132
ATIVADOR (A) 1 6398,63281 0,0000
C*N 3 146,02865 0,5980
C*A 1 508,00781 0,1421
N*A 3 402,27865 0,1648
C*N*A 3 144,98698 0,6009
Residuo 109 232,33407

CV (%) 20,9
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TABELA 5B. Andlise de regressdo do efeito das diferentes concentragdes de
solucdes crioprotetoras sobre a motilidade (%) do sémen

descongelado.
Cau_sasNde Graus de liberdade Quadrado médio Pr>Fc
variacao
bl 1 3,16406 0,9070
b2 1 2072,07031 0,0030
Desvio 1 534,72656 0,1320
Residuo 109 232,33407

TABELA 6B. Analise de variancia do efeito do congelamento sobre a
motilidade (0-5) espermadtica.

- Graus de Quadrado
Causas de variagdo liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 3 2,71875 0,0120
CRIOPROTETOR (C) 1 3,78125 0,0231
CONCENTRACAO (N) 3 2,51042 0,0174
ATIVADOR (A) 1 16,53125 0,0000
C*N 3 0,51042 0,5438
C*A 1 0,78125 0,2971
N*A 3 1,55208 0,0945
C*N*A 3 0,38542 0,6549
Residuo 109 0,71187
CV (%) 21,3

TABELA 7B. Analise de regressdo do efeito das diferentes concentracdes de
solugdes crioprotetoras sobre a motilidade (0-5) do sémen

descongelado.
Cau§as~de Graus de liberdade Quadrado médio Pr>Fc
variagido
bl 1 0,00000 0,9970
b2 1 6,12500 0,0040
Desvio 1 1,40625 0,1630
Residuo 109 0,71187
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TABELA 8B. Analise de variancia do efeito do congelamento sobre a duragao
(segundos) da motilidade (variavel transformada em log;(x).

- Graus de Quadrado
Causas de variagao liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 3 0,15332 0,0061
CRIOPROTETOR (C) 1 0,05390 0,2183
CONCENTRACAO (N) 3 0,05290 0,2174
ATIVADOR (A) 1 7,88456 0,0000
C*N 3 0,11766 0,0218
C*A 1 0,30255 0,0041
C / Agua destilada (1) 0,05052 0,2332
C/NaHCO; 1% (1) 0,30592 0,0039
A / Metanol (1) 2,54906 0,0000
A /DMSO (1) 5,63805 0,0000
N*A 3 0,06041 0,1674
C*N*A 3 0,02325 0,5776
Residuo 109 0,03516
CV (%) 11,2

TABELA 9B. Analise de regressdo do efeito das diferentes concentracdes de
DMSO sobre a duragdo (segundos) da motilidade do sémen
descongelado (variavel transformada em log;x).

Cagsa§ de Graus de liberdade Quadrado médio Pr>Fc
variacao

bl 1 0,03788 0,3020
b2 1 0,27760 0,0060
Desvio 1 0,06109 0,1900
Residuo 109 0,03516

TABELA 10B. Analise de regressdo do efeito das diferentes concentragdes de
metanol sobre a duragdo (segundos) da motilidade do sémen
descongelado (variavel transformada em log;x).

Cau§as~de Graus de liberdade Quadrado médio Pr>Fc
variagido
bl 1 0,13297 0,0540
b2 1 0,00128 0,8490
Desvio 1 0,00089 0,8740
Residuo 109 0,03516
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ANEXO C

TABELA 1C. Analise de variancia do efeito do congelamento sobre as
patologias totais (%) observadas nos espermatozoides.

Causas de variacao ICIE br;%sazi Ql;?éjdr;do Pr>Fc

BLOCO 2 136,7639 0,3500
CRIOPROTETOR (C) 1 401,3889 0,0816
CONCENTRACAO (N) 3 389,5370 0,0354
C*N 3 89,8333 0,5548
Residuo 62 128,0793

CV (%) 1,6

TABELA 2C. Analise de regressdo do efeito das concentragdes de solugdes
crioprotetoras sobre as patologias totais (%) observadas nos

espermatozoides.
Cau§as~de Graus de liberdade Quadrado médio Pr>Fc
variacao
bl 1 804,01111 0,0150
b2 1 364,50000 0,0970
Desvio 1 0,10000 0,9780
Residuo 62 128,07930

TABELA 3C. Analise de variancia do efeito do congelamento sobre as
patologias menores (%) observadas nos espermatozoides.

_— Graus de Quadrado
Causas de variacéo liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 2 10,01389 0,0543
CRIOPROTETOR (C) 1 11,68056 0,0638
CONCENTRACAO (N) 3 7,93982 0,0744
C*N 3 4,38426 0,2705
Residuo 62 3,27912
CV (%) 1,9

97



TABELA 4C. Analise de variancia do efeito do congelamento sobre as
patologias maiores (%) observadas nos espermatozoides.

- Graus de Quadrado
Causas de variacao liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 2 88,43056 0,5179
CRIOPROTETOR (C) 1 276,12500 0,1546
CONCENTRACAO (N) 3 295,60648 0,0943
C*N 3 73,75463 0,6469
Residuo 62 132,98253
CV (%) 1,6

TABELA 5C. Analise de variancia do efeito do congelamento sobre a patologia
de cauda enrolada (%) observada nos espermatozdides.

N Graus de Quadrado
Causas de variacéo liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 2 10,29167 0,3882
CRIOPROTETOR (C) 1 66,12500 0,0157
CONCENTRACAO (N) 3 21,38426 0,1237
C*N 3 12,31019 0,3364
Residuo 62 10,71102
CV (%) 1,9

TABELA 6C. Analise de variancia do efeito do congelamento sobre a patologia
de cauda degenerada (%) observada nos espermatozoéides.

- Graus de Quadrado
Causas de variacdo liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 2 0,03107 0,1868
CRIOPROTETOR (C) 1 0,06878 0,0553
CONCENTRACAO (N) 3 0,00896 0,6855
C*N 3 0,00291 0,9222
Residuo 62 0,01802
CV (%) 2,5
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ANEXO D

TABELA 1D. Analise de varidncia do efeito do congelamento sobre a
fertilizacdo (%) do sémen de curimba.

- Graus de Quadrado
Causas de variacao liberdade médio Pr>Fc
BLOCO 3 651,95208 0,2324
CRIOPROTETOR (C) 1 3780,00769 0,0057
CONCENTRACAO (N) 3 188,69960 0,7306
ATIVADOR (A) 1 1585,20968 0,0647
C*N 3 116,79404 0,8479
C*A 1 855,91936 0,1698
N*A 3 120,65838 0,8416
C*N*A 3 44528856 0,3946
Residuo 35 435,58980
CV (%) 81,1
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