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RESUMO

NASCIMENTO, Ariane Flavia. Motilidade espermatica de sémen de peixes
criopreservado em diferentes meios avaliada por métodos subjetivo e
computadorizado. 2008. 54 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias)

— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A pirapitinga (Piaractus brachypomus) e a curimba (Prochilodus lineatus) sdo
espécies de peixe da ordem Characiforme, de importincia econdmica e
ecoldgica. Os objetivos do presente estudo foram (a) avaliar diferentes meios de
congelamento para o sémen de ambas as espécies; (b) comparar a motilidade
espermdtica apds o descongelamento avaliada pelo método subjetivo ao
microscopio de luz, bem como pelo método computadorizado SCA®, em ambas
as espécies; (c) determinar as velocidades espermadticas apos o descongelamento
pelo método computadorizado SCA®, em ambas as espécies e; (d) estabelecer
uma correlagdo entre as velocidades espermaticas e a taxa de fertilizacdo para a
curimba. O sémen de pirapitinga foi diluido em quatro meios de congelamento
preparados com dois diluidores (glicose e BTS™) combinados a dois
crioprotetores (metilglicol e DMSO) e congelado em vapor de nitrogenio. O
sémen foi descongelado, a motilidade espermatica foi avaliada tanto
subjetivamente no microscopio de luz quanto objetivamente pelo sistema
computerizado SCA® e as velocidades curvilinear (VCL), média na trajetoria
(VAP) e linear (VSL) foram calculadas. O s€émen de curimba foi diluido em dois
meios de congelamento preparados com dois diluidores (glicose e ACP®)

combinados ao crioprotetor metilglicol e congelado em vapor de nitrogénio.

! Comité Orientador: Prof*. Ana Tereza de Mendonga Viveiros — UFLA (Orientadora),
Prof José Ferreira Nunes — UECE, Prof. Rilke Tadeu Fonseca de Freitas — UFLA.
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Metade das palhetas foi avaliada quanto a motilidade e velocidades
espermaticas, como descrito para a pirapitinga. A outra metade das palhetas foi
avaliada quanto a capacidade de fertilizar ovécitos frescos de trés fémeas. Tanto
na pirapitinga quanto na curimba, ndo houve diferenca significativa entre a
motilidade  espermatica  avaliada subjetivamente ou pelo sistema
computadorizado. Em pirapitinga, o sémen congelado em glicose-metilglicol
apresentou as maiores taxas de motilidade (81%) e as maiores velocidades,
quando comparadas as amostras congeladas nos outros meios. Em curimba, as
amostras criopreservadas em ACP® apresentaram maior motilidade espermatica
(84%), em relagdo as amostras criopreservadas em glicose (75%); entretanto, a
taxa de fertilizagdo e as velocidades espermaticas foram semelhantes para o
sémen criopreservado nos dois diluidores. Foram encontradas correlagdes
positivas entre a taxa de fertilizagdo e as velocidades espermaticas. O
crioprotetor metilglicol foi mais eficiente do que o DMSO para o sémen de
pirapitinga, conforme observado em outros Characiformes. A glicose ¢ um
diluidor bastante simples, de facil acesso em farmdacias e drogarias, e,
combinado ao metilglicol, ¢ um excelente meio de congelamento para ambas as

espécies estudadas.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Ariane Flavia. Motility of fish sperm cryopreserved in
different freezing media evaluated subjectively and by computerized
system. 2008. 54 p. Dissertation (Master in Veterinary Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.!

Pirapitinga (Piaractus brachypomus) and curimba (Prochilodus lineatus) are
Characiforme fish species, of economic and ecological importance. The aims of
this study were to (a) evaluate different freezing media for semen of both
species; (b) compare post-thaw sperm motility subjectively evaluated under light
microscope and computerized system SCA® for both species and (c) determine
post-thaw sperm velocities by SCA™ for both species and; (d) establish a
correlation between the sperm velocities and the fertilization rates for curimba.
Pirapitinga semen was diluted in four freezing media prepared with two
extenders (glucose and BTS™) combined with two cryoprotectants (methylglycol
and DMSO) and frozen nitrogen vapor. Semen was thawed, sperm motility was
evaluated both subjectively under light microscope and objectively by computer
system SCA® and the curvilinear velocity (VCL), average path (VAP) and
straight line (VSL) were calculated. Curimba semen was diluted in two semen
extenders (ACP® and glucose) combined with methylglycol as cryoprotectant
and frozen in nitrogen vapor. Half of the samples were evaluated for motility
and sperm velocity, as described for pirapitinga. The other half was evaluated
for the capacity to fertilize fresh oocytes from three females. In both pirapitinga
and curimba, there was no difference in post-thaw sperm motility evaluated
either subjectively or by computer system. In pirapitinga, semen cryopreserved

in glucose-methylglycol yielded higher motility (81%) and velocities compared

! Guidance Committee: Prof'. Ana Tereza de Mendonga Viveiros — UFLA (Advisor),
Prof. José Ferreira Nunes — UECE, Prof. Rilke Tadeu Fonseca de Freitas — UFLA.
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to semen cryopreserved in the other media. In curimba, semen cryopreserved in
ACP”® yielded higher motility (84%) than semen cryopreserved in glucose
(75%), however fertilization rates and sperm velocities were similar among
samples cryopreserved in both extenders. A positive correlation was observed
between fertilization rate and sperm velocity. The cryoprotectant methylglycol
was more efficient than DMSO for pirapitinga semen, as observed in other
Characiformes. Glucose is a simple extender, available in drugstores and,
combined with methylglycol, is an excellent freezing medium for semen of both

fish species studied here.
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INTRODUCAO

Com a grande expansdo da piscicultura comercial, muitas espécies de
peixes, comumente encontradas em rios, sdo criadas em cativeiros, nos quais,
muitas vezes, ndo encontram condi¢cdes adequadas para a reprodugdo. Isso
ocorre, principalmente, com aquelas espécies que tém a caracteristica de migrar
em determinados meses do ano, quando passam por estimulos hormonais e
ambientais, até chegarem as calhas dos rios ou nos grandes afluentes, onde
ocorre a desova. Muitas dessas espécies, conhecidas como peixes de piracema,
tém grande importancia comercial e sdo produzidas em grande quantidade,
enquanto outras, devido a sobrepesca ou outras agdes antropogénicas
(assoreamento de rios, construgdes de barragens, diminui¢do de matas ciliares,
aumento da poluicdo e introducdo de espécies exdticas), tém seu nimero cada
vez mais diminuido. Entre essas agdes, a constru¢ao de barragens nos rios causa
profundas modifica¢des no ambiente aquatico (Sale, 1985).

O desenvolvimento de técnicas que levam ao aumento da produgdo
animal ou a conservacdo de espécies passiveis de extingdo vao ao encontro de
questdes econOmicas e ecologicas atualmente levantadas, uma vez que o
objetivo de ambas ¢ aumentar o numero de alevinos de espécies comerciais ou
em extin¢do. As estratégias para evitar a reducdo de recursos pesqueiros incluem
o desenvolvimento de técnicas de reprodugdo artificial, de larvicultura e
alevinagem, de coleta e preservacao de sémen. Essas estratégias podem também
ser utilizadas na producdo comercial de peixes. Além disso, as técnicas de
preservagdo do sémen podem auxiliar em programas de melhoramento genético
e para a formagdo de um banco para conservagdo dos recursos genéticos (Orfio,
2006). Outras vantagens da preservagdo de sémen sdo: permitir a troca de
material genético entre os laboratorios de reprodugdo e reduzir o ntimero de

reprodutores, diminuindo, assim, os custos de produgdo e eliminando problemas



de assincronia da maturidade gonadal, quando machos e fémeas ndo estdo
preparados simultaneamente, além do estabelecimento de programas de
hibridizacao utilizando espécies com periodos reprodutivos diferentes (Viveiros,
2005). Diante dessas circunstancias ha uma demanda crescente por técnicas
praticas e acuradas de preservacdo de gametas que facilitem a fertilizacao
artificial desses animais para repovoamento dos rios € sua criacdo em cativeiro.
O armazenamento de espermatozoéides pode ser realizado em curto prazo
(horas ou dias), por meio do resfriamento, a temperaturas entre 4°C-6°C ou em
longo prazo, pela criopreservagdo em nitrogénio liquido a -196°C, mantendo sua
viabilidade por tempo indefinido. No processo de criopreservacao, o s€émen, ao
ser congelado, necessita, antes, ser diluido em meio contendo diluidor e
crioprotetor. Esse composto ¢ formulado para prevenir crioinjurias aos
espermatozodides e também a iniciagdo da motilidade. Os diluidores, assim como
no resfriamento, ndo devem ativar a motilidade espermatica, ser estdveis ao
longo do tempo e estéreis. Além disso, os diluidores devem ser carreadores de
crioprotetores. Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio diluidor para
que haja protecdo do espermatozoide durante o congelamento e o
descongelamento (Viveiros, 2005). Essas substincias devem possuir como
propriedades uma baixa toxicidade para as células e alta solubilidade em agua.
Podem ser classificadas como intracelulares ou permeaveis e extracelulares ou
impermeaveis. O crioprotetor intracelular ¢ uma substancia quimica que retira a
agua da célula e diminui a temperatura na qual o interior da célula é congelado,
diminuindo também na formagdo de cristais de gelo por outras formas
desconhecidas. Entre os crioprotetores intracelulares mais utilizados, podem ser
citados dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, metanol e etilenoglicol. Além
desses, o metilglicol também tem mostrado eficiéncia como crioprotetor

(Viveiros & Godinho, 2008).



Usualmente a qualidade do sémen ¢ avaliada apenas pela estimativa da
porcentagem de espermatozoides moveis. Ha alguns trabalhos nos quais se
avalia de forma mais detalhada a atividade espermatica, apresentando a
velocidade dos espermatozoides e a freqiiéncia de batimento flagelar, medido
mediante analise de videomicrografia. O analisador de motilidade espermatica
assistida por computador tem sido amplamente utilizado para examinar a
qualidade do sémen de aves e mamiferos, sendo a sua aplicagdo recente em
estudos nos peixes (Rurangwa et al, 2001). Parametros de motilidade
espermatica  apresentados pelo programa, como porcentagem de
espermatozdides moveis, velocidade curvilinear, freqiiéncia de batimento
flagelar, entre outros, estdo diretamente relacionados a taxa de fertilizagdo e
poderia predizer o potencial reprodutivo de um individuo. Na agqiiicultura, seria
possivel observar o efeito da manipulagdo da temperatura, fotoperiodo e
condicdes de cultivo, além de possibilitar a verificagdo da viabilidade de meios
diluentes e crioprotetores para o congelamento de sémen. O analisador de
motilidade captura imagens sucessivas, identificando os pontos onde o
espermatozdide se encontra a cada imagem. Sdo tracadas retas entre esses
pontos, sendo calculado o percurso total (Look et al., 2001).

Dessa forma, com o presente trabalho objetivou-se: (a) avaliar a
eficiéncia de meios de congelamento para o sémen de pirapitinga e curimba, (b)
avaliar a motilidade espermatica tanto subjetivamente por microscopio de luz
como objetivamente, calculada por método computadorizado, (c) quantificar as
velocidades espermaticas para ambas as espécies e (d) estabelecer uma
correlagdo entre as velocidades espermaticas e a taxa de fertilizacdo para a

curimba.
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Resumo

A pirapitinga (Piaractus brachypomus) pertence a familia Characidae e
¢ originario das Bacias do rio Amazonas e Orinoco. A pirapitinga possui um
rapido crescimento, carne de grande aceitacdio no mercado e excelentes
condi¢des para a piscicultura. O uso de sémen criopreservado facilita a
reproducdo artificial realizada em pisciculturas comerciais. Conduziu-se este
estudo, objetivando: (a) comparar a eficiéncia do metilglicol com o
dimetilsulfoxido (DMSO), o crioprotetor mais comumente utilizado em
characiformes; (b) testar a eficiéncia da glicose ¢ BTS® (Beltsville Thawing
Solution) como diluidores de sémen; e (¢) comparar a motilidade espermaética
pos-descongelamento subjetivamente, avaliada ao microscopio de luz e pelo

método computadorizado. O sémen de 19 machos foi coletado e entdo diluido



em quatro meios de congelamento preparados a partir da combinacdo de dois
diluidores (glicose e BTS®) e dois crioprotetores (metilglicol e DMSO). Em
seguida, o sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 mL e congelado em
vapor de nitrogénio a -170°C, e armazenado em nitrogénio liquido. Apds o
transporte por 100 km de carro, as palhetas foram descongeladas (banho-maria
60°C por 8 segundos), a motilidade espermatica foi avaliada tanto
subjetivamente no microscopio de luz quanto objetivamente pelo sistema
computadorizado SCA" e as velocidades curvilinear, média na trajetoria, linear e
a area da cabeca dos espermatozdides foram calculadas. Nao houve diferenca
significativa quando a motilidade espermatica foi avaliada subjetivamente ou
pelo sistema computadorizado. O sémen congelado em glicose-metilglicol
apresentou as maiores taxas de motilidade (81%), as maiores velocidades
espermaticas e as menores areas de cabeca do espermatozodide (14,4 pm?),
quando comparadas as amostras congeladas nos outros meios. O metilglicol foi
eficiente como crioprotetor do sémen de pirapitinga, como ja havia sido

observado em outras espécies de peixe.



Abstract

Pirapitinga (Piaractus brachypomus) belongs to the Characidae family
and is native to the Amazon and Orinoco River basins. Pirapitinga has a fast
growth, meat of high acceptance and excellent conditions for aquaculture. The
use of cryopreserved sperm would facilitate the artificial reproduction carried
out in the commercial hatcheries. The aims of this study were to (a) compare the
efficiency of methylglycol with dimethyl sulfoxide (DMSO), the cryoprotectant
mostly used in characiforms; (b) test the efficiency of glucose and BTS"™
(Beltsville Thawing Solution) as semen extender; and (c) compare post-thaw
sperm motility subjectively evaluated under light microscope and by
computerized system. Semen was collected from 19 males and then diluted in
four freezing media prepared by the combination of two extenders (glucose and
BTS®) with two cryoprotectants (methylglycol and DMSO). The then diluted
semen was loaded into 0.5 mL straws and frozen in nitrogen vapor at -170°C,
and stored in liquid nitrogen. After a 100-km trip by car, straws were thawed (60
‘C water bath for 8s), post-thaw sperm motility was evaluated both subjectively
under light microscope and objectively under a computerized system SCA"™ and
the curvilinear velocity, average path, straight line velocity and the spermatozoa
head area were determined. There was no significant difference when sperm
motility was evaluated subjectively or by computer system. Samples
cryopreserved in glucose-methylglycol yielded higher post-thaw sperm motility
(81%), faster sperm velocities and smaller spermatozoa head areas (14.4 pm?)
compared to samples frozen in the other media. Methylglycol was efficient as
cryoprotectants for pirapitinga spermatozoa, as previously observed for other

species of fish.



Introducéo

A pirapitinga, Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818), é um peixe da
familia Characidae, migratério, de habitos onivoros, originario das Bacias do rio
Amazonas e Orinoco. Essa espécie pode alcancar até 20 kg de peso e
comprimento de aproximadamente 55 centimetros (Alcantara et al., 1990). E
uma espécie rustica de rapido crescimento, carne de grande aceitagdo no
mercado, excelentes condigdes para a piscicultura (Fresneda et al., 2004) e de
grande importincia econdmica para cultivo em escala comercial na Colombia,
Brasil, Peru, Venezuela e América Central (Vasquez-Torres et al., 2002). Os
machos de pirapitinga atingem a maturidade sexual com dois anos, € ndo se
reproduzem em cativeiro, sendo necessaria a aplicagdo de hormoénios para
induzir a espermiagao.

A criopreservagdo de sémen ¢ uma importante técnica na aqiiicultura e
tem facilitado os procedimentos de reproducdo artificial. Com o sémen
criopreservado, € necessario apenas trabalhar com as fémeas na indugdo da
desova e coleta dos ovocitos. O sémen congelado pode ser mantido em bancos
de sémen por prazo indeterminado, o que possibilita o estabelecimento de
programas de melhoramento genético com a utilizacdo de machos selecionados,
elimina o problema de assincronia da atividade reprodutiva entre machos e
fémeas, e permite reduzir o numero de reprodutores machos mantidos na estagao
de piscicultura, com conseqiiente reducdo dos custos (Godinho, 2007). Varios
pesquisadores conseguiram produzir altas taxas de fertilidade com sémen
criopreservado e, portanto, sugerem o uso dessa metodologia, em escala
comercial, na carpa Cyprinus carpio (Linhart et al., 2000), no bagre Africano
Clarias gariepinus (Viveiros et al., 2000) ¢ em truta Oncorhynchus mykiss

(Glogowski et al., 2000). Em peixes nativos, estudos em criopreservagdo de



sémen ainda estdo em fase de testes quanto a sua capacidade de fertilizagdo em
larga escala (Maria et al., 2006a; Viveiros et al., 2008). Para ser criopreservado,
o sémen precisa ser diluido em meio contendo um diluidor € um crioprotetor
interno. A glicose ¢ um diluidor de facil acesso, e, em combinagdo com o
DMSO e gema de ovo, ou apenas em combinag¢do com o metilglicol, tem sido o
diluidor de sémen mais utilizado em espécies de peixes da ordem
Characiformes, no Brasil (Viveiros & Godinho, 2008). Diluidores desenvolvidos
para sémen de suinos, como o BTS™ (Beltsville Thawing Solution; Minitiib"™),
tém sido empregados com éxito, tanto quando combinado com o DMSO, quanto
com o metilglicol (Viveiros & Godinho, 2008).

Para se avaliar a qualidade do sémen apds a criopreservagdo, varios
parametros t€m sido analisados, e o mais utilizado é a motilidade espermatica. O
método computadorizado de anélise espermatica tem sido amplamente utilizado
para examinar a qualidade do sémen de aves e mamiferos. Em peixes, a
aplicagdo do sistema computadorizado é mais recente (Lahnsteiner et al., 2000;
Rurangwa et al., 2001) e, em espécies nativas, apenas um estudo esta disponivel
na literatura (Shimoda, 2004). Pardmetros de motilidade espermatica
apresentados pelo método computadorizado, como porcentagem de
espermatozdides moveis, velocidade curvilinear, freqii€ncia de batimento
flagelar, entre outros, estdo diretamente relacionados a taxa de fertilizacdo e
permitem predizer o potencial reprodutivo de um individuo, além de ser rapida e
precisa. Porém, a utilizagdo desse sistema exige equipamentos de alto custo,
inacessiveis a maioria dos laboratdrios e pisciculturas (Rurangwa et al., 2004).
Poucos laboratorios no Brasil possuem tais equipamentos e nenhum deles
avaliou a qualidade do sémen da pirapitinga apos a criopreservagao.

Conduziu-se o presente estudo com o objetivo de comparar a motilidade
espermatica avaliada tanto pelo método subjetivo ao microscopio de luz

tradicionalmente usado em laboratorios e pisciculturas, quanto pelo método



computadorizado SCA"™ (Sperm Class Analyser”, 2005, Microptics, S.L. versio
3.2.0), do sémen criopreservado de pirapitinga Piaractus brachypomus. Foi,
ainda, comparada a eficiéncia do metilglicol como crioprotetor ¢ 0 BTS® como
diluidor, testado em pirapitinga aqui pela primeira vez, com 0s meios mais

comumente utilizados em characiformes (DMSO e glicose).

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido durante os meses de agosto e setembro de
2007, no Centro de Pesquisas Rodolpho von Ihering do Departamento Nacional
de Obras Contra as Secas (DNOCS), em Pentecoste (CE). Foram capturados 28
machos de pirapitinga (Piaractus brachypomus) com rede de arrasto, em tanque
de terra, dos quais 20 liberavam s€men sob leve massagem da cavidade
celomatica no sentido cranio-caudal. Esses machos foram selecionados,
identificados com microchip, pesados e injetados com dose Unica de extrato
bruto de hipéfise de carpa (5 mg/kg de peso corporal) para facilitar a coleta de
sémen, de acordo com o protocolo da estagdo. Apds aproximadamente 12 horas
a 26°C, o sémen de cada macho foi coletado individualmente em tubos de
ensaio, evitando-se a contaminacdo com agua, sangue, fezes ou urina.
Imediatamente apés a coleta, o s€émen foi avaliado em microscopio de luz
previamente focalizado em aumento de 400x, para verificar se apresentavam
motilidade espontdnea causada por contaminagdo. Nas 19 amostras sem
motilidade espontanea, a motilidade espermatica foi induzida com NaCl 0,29%
(Viveiros et al., 2008) na diluigdo de 1:10 (sémen:ativador) e subjetivamente
determinada utilizando-se uma escala de 0 a 100%. Em seguida, amostras de
sémen foram avaliadas quanto ao volume, concentragdo (cdmara hematimétrica

tipo Neubauer “Improved”), pH (YSY Meter 660) e osmolaridade
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(microosmometro digital Roembling). Durante esses procedimentos, o sémen foi
mantido em tubos de ensaio em banho de gelo (15 £ 2°C).

Para ser criopreservado, o sémen foi diluido em quatro meios de
congelamento, num fatorial 2 diluidores x 2 crioprotetores, na propor¢ao final de
1 sémen: 8 diluidor: 1 crioprotetor. Os diluidores testados foram :

«glicose: Solugdo de glicose 5% (Fresenius-Kabi®); pH 4,5; 326
mOsmol;

‘BTS® (Beltsville Thawing Solution — Minitub®) (%): glicose
monohidratada 4,0g; citrato de sodio 0,63g; EDTA 0,13g; sulfato de
gentamicina 0,02g; NaHCO3 0,13g; KC1 0,08g; pH 7,6; 332 mOsmol.

Os crioprotetores testados foram metilglicol e DMSO. O sémen
diluido foi, entdo, envasado em palhetas de 0,5 mL (n=3 palhetas/meio/macho) e
congelado no botijdo de vapor de nitrogénio (Cryoporter” LN, dry vapor
shipper), a -170°C. Apos 24 horas, as palhetas foram transferidas para o botijdo
de nitrogénio liquido (M.V.E., modelo Volta 20). Apos 30 dias, as amostras
foram transportadas de carro por aproximadamente 100 Km em botijao de
nitrogénio liquido do DNOCS, para o Laboratorio de Tecnologia do Sémen da
Universidade Estadual do Ceara (UECE) em Fortaleza — CE. Nesse laboratorio,
as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 60°C, por 8 segundos (Maria
et al., 2006a) para a avaliacdo da motilidade espermatica. A motilidade foi
avaliada tanto subjetivamente, conforme descrito para o sémen fresco, quanto
objetivamente, pelo método computadorizado Sperm Class Analyser” (SCA"
2005, Microptics, S.L. versdo 3.2.0), que calculou os seguintes parametros:
motilidade espermatica (%), velocidade curvilinear (VCL, pm/s), velocidade
média na trajetoria (VAP, um/s), velocidade linear (VSL, um/s) e area da cabeca
dos espermatozoides (um’ n=600-750 espermatozoides/meio/10 machos).
Cinco pL do sémen descongelado de cada palheta foram adicionados na cAmara

de Makler e ativado com 50 pL de NaCl 0,29% e imediatamente observado no
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microscopio de contraste de fase (Nikon H550S), focalizado na objetiva de
400%x, com filtro verde e Otica na posi¢do pH1. O microscopio encontrava-se
acoplado a uma camera de video que gera 25 imagens por segundo por meio das
quais os parametros de motilidade foram calculados pelo SCA®.

Todos os dados estdo expressos em média + erro-padrao da média. O
residuo de cada modelo foi testado para distribuigdo normal. Os valores que nio
possuiram essa distribuigio foram transformados em arc seno Vx para sua
normalizacdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o
pacote computacional Sistema de Analise de Variancia (SAEG para Windows,

UFV) sendo as médias, comparadas pelo teste de SNK a 5% de probabilidade.

Resultados

O peso e as caracteristicas do sémen fresco dos 19 machos de

pirapitinga estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Peso dos machos e caracteristicas do s€émen fresco de pirapitinga
(média + erro padrdo da média; n= 19 machos)

Caracteristicas M¢dia + erro padrio
Peso corporal (kg) 3,5+£0,1
Motilidade espermatica subjetiva (%) 91,0+ 1,6
Volume de sémen (mL) 1,8+0,2

pH do sémen 9,0+0,0
Osmolaridade do s€émen (mOsmol/ kg) 313,3+9.,6
Espermatozdides x 10 ’/mL 555+1,4

As motilidades espermaticas avaliadas pelo método subjetivo e SCA® do
sémen criopreservado nos quatro meios de congelamento estdo apresentadas na

Tabela 2. Nao houve diferenca significativa quando a motilidade espermatica foi

12



avaliada pelo método subjetivo em comparagdo com o SCA”. Dessa forma, para
descrever e discutir os resultados obtidos, serdo usadas as motilidades
espermaticas obtidas pelo método SCA®.

Houve interagdo significativa entre os diluidores e crioprotetores
testados. Quando o metilglicol foi testado como crioprotetor, a maior taxa de
motilidade espermatica foi observada nas amostras criopreservadas em glicose
(81%) em comparagdo com as amostras criopreservadas em BTS™. No entanto,
quando o DMSO foi testado como crioprotetor, motilidades semelhantes foram

encontradas entre o sémen criopreservado em glicose (52%) ou em BTS® (51%)).

Tabela 2- Motilidades espermaticas (%; média + EP; n = 19 machos) avaliadas
pelo método computacional SCA® e, subjetivamente, a0 microscopio de luz, do

sémen de pirapitinga criopreservado em quatro meios de congelamento.

Motilidade SCA%* Motilidade Subjetiva %*
Diluidor Metilglicol DMSO Metilglicol DMSO
Glicose 8144 52+5°° 77 4% 49 +5°°
BTS® 57+6°4 51+5°% 53+£6°4 4754

= AB Medias seguidas por diferentes sobrescritos (mintisculo na coluna e maitsculo na
linha para cada método de avaliacdo da motilidade) diferem entre si (SNK; P<0,05);
BTS" (%): glicose monohidratada 4,0g; citrato de sodio 0,63g; EDTA 0,13g; sulfato de
gentamicina 0,02g; NaHCO3 0,13g; KCl1 0,08g.

*As motilidades subjetiva e SCA ndo diferiram entre si (P>0,05).

A VCL, VSL e VAP foram significativamente maiores (P<0,05) nas
amostras criopreservadas em meio contendo glicose-metilglicol, comparado as

amostras criopreservadas nos outros meios de congelamento (Fig. 1).
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Figura 1. (a) Velocidade curvilinear (VCL, um/s), (b) velocidade linear (VSL,
um/s) e (c) velocidade média na trajetéria (VAP, um/s) de sémen de pirapitinga

criopreservado em quatro meios de congelamento (n= (19 machos x 3
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palhetas)/meio) Diferentes letras (a-d) indicam uma diferenca significativa entre
os meios de congelamento (SNK, P<0,05).

Gli: Glicose 5%; BTS®: glicose monohidratada 4,0g; citrato de sédio 0,63g; EDTA
0,13g; sulfato de gentamicina 0,02g; NaHCO3 0,13g; KCl 0,08g; MG: Metilglicol;
DMSO: Dimetilsulfoxido

A érea da cabeca dos espermatozdides foi significativamente menor
quando os espermatozoides foram congelados em glicose-metilglicol (14,4pm?)

em relagdo aos outros meios de congelamento (Fig. 2).

Gli-MG Gli-DMSO BTS-MG BTS-DMSO
meios de congelamento

Figura 2. Area da cabeca dos espermatozéides (um”) do sémen de pirapitinga
criopreservado em quatro meios de congelamento (n=600-750 espermatozéides/
meio/10 machos). Diferentes letras(a, b) indicam uma diferenca significativa
entre os tratamentos (SNK, P<0,05)

Gli: Glicose 5%; BTS®: glicose monohidratada 4,0g; citrato de sddio 0,63g; EDTA
0,13g; sulfato de gentamicina 0,02g; NaHCO3 0,13g; KCI1 0,08g; MG: Metilglicol,
DMSO: Dimetilsulfoxido

Discussdo
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No presente estudo, alguns pardmetros fisico-quimicos do s€men fresco,
bem como diferentes meios de congelamento para o sémen de pirapitinga
Piaractus brachymomus, foram avaliados. A motilidade espermatica foi
determinada pelo método subjetivo que utiliza microscopio de luz,
tradicionalmente usado na maioria dos estudos como parametro de avaliagdo da
qualidade do sémen (Viveiros & Godinho, 2008), ¢ comparada ao método
objetivo computadorizado SCA (Sperm Class Analyser®), que além da
motilidade, fornece as velocidades curvilinear (VCL), linear (VSL) e média na
trajetoria (VAP) e a area da cabega dos espermatozoides.

A motilidade do sémen fresco de pirapitinga observada apos ativacdo
com NaCl 0,29% foi de 91%, estando dentro da variacdo 61 a 92% descrita em
outros estudos na mesma espécie (Gonzalez et al., 1998; Gonzalez & Fresneda,
2000; Fresneda et al., 2004; Navarro et al., 2004). O volume médio do sémen
observado no presente estudo foi de 1,8 mL e a concentragdo espermatica
encontrada foi de 55,5 espermatozoides x 10°/mL. Em outros estudos, com a
mesma espécie, 0 menor volume seminal observado foi 0,83 mL e concentragdo
de 30,6 espermatozéides x 10°/mL (Fresneda et al., 2004) a0 passo que o maior
volume foi 13,4 mL e concentragdo de 17,7 espermatozoides x 10°/mL (Navarro
et al., 2004). O pH médio do sémen de pirapitinga observado no presente estudo
foi 9,0. Relatos anteriores mostram uma variagdo entre 7,1 e 8,8 para o sémen
fresco de pirapitinga (Gonzalez et al., 1998; Gonzéilez & Fresneda, 2000;
Fresneda et al., 2004; Navarro et al., 2004). A varia¢do observada em relagdo ao
volume, concentracdo e pH, deve-se provavelmente as particularidades da
metodologia de cada estudo. Além disso, o presente estudo foi realizado nos
meses de agosto e setembro, correspondentes a época seca do ano, no sertdo do
nordeste brasileiro, ja o estudo de Fresneda et al. (2004) foi realizado na
Colombia nos meses de julho a agosto, correspondendo a época chuvosa nessa

regido. Os estudos de Gonzalez et al. (1998); Gonzalez & Fresneda (2000);
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Navarro et al. (2004), foram também realizados na Colombia, mas ndo foi
mencionada a época do ano.

A osmolaridade do sémen de pirapitinga foi 313 mOsmol/Kg. Nao foi
encontrado nenhum relato sobre a osmolaridade do sémen dessa espécie, mas
esta dentro do observado para a maioria do peixes teledsteos (Alavi & Cosson,
2006).

No presente estudo, ndo houve diferenga significativa entre a motilidade
espermatica avaliada subjetivamente ao microscopio de luz ou objetivamente
pelo sistema computadorizado. O SCA® é um método computadorizado que
permite uma avaliacdo objetiva e precisa ndo somente sobre a propor¢do de
células méveis em uma amostra de sémen, mas também sobre a qualidade do
movimento das mesmas. As trajetdrias do espermatozoide sdo individualmente
determinadas pela fun¢do flagelar, nos quais caracteristicas como velocidade,
freqliéncia de batimento flagelar e amplitude irdo, corretamente, refletir a
condigdo fisiologica de cada célula (Pefia & Linde-Forsberg, 2000). A avaliagdo
da motilidade assistida por computador vem sendo utilizada em peixes e fornece
parametros de velocidade espermatica que estdo relacionados a taxas de
fertilizacdo (Rurangwa et al., 2001). Embora a avaliacdo espermatica por meio
computadorizado forneca dados precisos, o custo dos equipamentos envolvidos é
alto. Dessa forma, a avaliacdo subjetiva da motilidade ¢ muito util e pode ser
utilizada em pisciculturas comerciais como um bom pardmetro da qualidade do
sémen e um baixo custo.

Neste estudo, foram testados dois crioprotetores: metilglicol e
DMSO. O crioprotetor metilglicol, também conhecido como 2-metoxietanol ou
éter metilico do etilenoglicol, ¢ derivado do metanol (CH;OH) e 6xido de eteno
(CH,0OCH,). O metilglicol ja foi testado por nossa equipe, com sucesso, em
diversas espécies de peixes nativos, ndo apenas combinado a glicose e ao BTS"™

(veja a seguir), mas também ao NaCl (Amaral et al., 2008), NaCl-gema de ovo
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(Maria et al., 2006b) e a agua de coco em po (Viveiros et al., 2007). O DMSO ¢
o crioprotetor mais utilizado na criopreservagdo do sémen de peixes
Characiformes brasileiros ¢ tem sido efetivo na maioria das espécies quando
utilizado numa concentracdo de 5-15%, quando combinado a glicose e gema de
ovo (Viveiros & Godinho, 2008), inclusive em pirapitinga (Fresneda et al.,
2004). Esses crioprotetores foram testados no presente estudo, em combinagio
com os diluidores glicose ¢ BTS®. As maiores motilidades espermaticas e
maiores velocidades foram observadas nas amostras criopreservadas em meio
contendo glicose-metilglicol, quando comparada as amostras congeladas nos
outros meios. O meio glicose-metilglicol também foi eficiente para o s€émen de
curimba, Prochilodus lineatus (Viveiros et al., 2008) e piapara Leporinus
obtusidens (Koch et al., 2007). A glicose ¢ um diluidor simples, facilmente
acessivel, podendo ser usada em condi¢des de campo, sem a necessidade de
equipamento de laboratorio, uma vez que ¢ comercializada como solugdo estéril,
pronta para o uso. Quando o sémen de pirapitinga foi diluido em meio contendo
glicose e DMSO, a motilidade encontrada foi de 52%, inferior a motilidade
observada quando a glicose foi testada com metilglicol.

O diluidor BTS® foi desenvolvido para o resfriamento de sémen de
suino e tem apresentado bons resultados na criopreservacao de sémen de varias
espécies de peixe. No presente estudo, quando o sémen de pirapitinga foi
criopreservado em BTS®, motilidades de 51 a 57% foram encontradas,
independente do crioprotetor testado. O diluidor BTS® proporcionou excelentes
taxas de motilidade quando utilizado na criopreservacdo de sémen pacu
Piaractus mesopotamicus (Orfao et al., 2008), B. orbignyanus (Maria et al.,
2006a e 2006b), P. lineatus (Viveiros et al., 2008), pirapitinga Brycon nattereri
(Oliveira et al., 2007) quando associado ao metilglicol e de S. brasilienses
(Viveiros et al., 2008), P. lineatus (Miliorini, 2006) e L. obtusidens (Koch et al.,
[2007]) quando associado ao DMSO.
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Conclusao

O meio de congelamento contendo glicose e metilglicol pode ser
utilizado de forma satisfatéria na criopreservacdo do sémen de pirapitinga. A
solucdo de glicose 5% na forma comercial de solucdo injetavel é viavel e pratica,
j& que ¢é facilmente encontrada em farmacias a um baixo custo, esterilizada e
pronta para ser utilizada. O metilglicol foi eficiente como crioprotetor do sémen
pirapitinga, como ja se havia observado em outras espécies de peixe. Embora o
sistema computadorizado fornega dados precisos sobre a motilidade e
velocidade dos espermatozoides, a avaliagdo subjetiva da motilidade
espermdtica ¢ muito pratica e pode ser realizada por pessoal treinado em
pisciculturas comerciais como um bom parametro da qualidade do s€men.
Experimentos de fertilizacdo devem ser realizados com a pirapitinga, para que a
efetividade tanto do processo de criopreservacdo quanto da avaliacdo subjetiva e

objetiva da motilidade espermatica possam ser confirmadas.
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Resumo

A curimba (Prochilodus lineatus) ¢ uma espécie de peixe nativa da bacia
do rio Parand e é comercialmente importante por ser fornecida como alimento
vivo para espécies de peixes carnivoros, além de ser fonte de proteina de alta
qualidade para populagdes ribeirinhas e carentes. O uso de sémen criopreservado
facilita a reproducdo artificial realizada em pisciculturas comerciais. Nesse
estudo objetivou-se: (a) comparar o uso da agua de coco em pd (ACP®) com a
glicose, o diluidor de sémen utilizado para a criopreservagdo de sémen dessa
espécie; (b) comparar a motilidade espermatica pds-descongelamento
subjetivamente avaliada ao microscopio de luz e pelo método computadorizado;
(c) estabelecer uma correlagdo entre as velocidades espermaticas e a taxa de
fertilizagdo. O sémen de oito machos foi coletado e diluido em dois meios de

congelamento preparados com dois diluidores (glicose ¢ ACP®) combinados ao
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crioprotetor metilglicol. Em seguida, o sémen diluido foi envasado em palhetas
de 0,5 mL e congelado em vapor de nitrogénio a -170°C, e armazenado em
nitrogénio liquido. Metade das palhetas foi transportada em vapor de nitrogénio
por avido de Lavras a Fortaleza, CE, onde o sémen foi descongelado (banho-
maria 60°C por 8 segundos), a motilidade espermatica foi avaliada tanto
subjetivamente no microscopio de luz quanto objetivamente pelo sistema
computerizado SCA® e as velocidades curvilinear, média na trajetoria e linear
foram calculadas. A outra metade das palhetas foi avaliada quanto a capacidade
de fertilizagdo. Para isso 100 pL de sémen criopreservado em cada diluidor e de
cada macho foram utilizados para fertilizar 0,2 g de ovocitos de trés fémeas. A
taxa de fertilizagdo (n° ovos fertilizados/ n° ovos totais) foi verificada apds 10
horas. Nao houve diferenca significativa entre a motilidade espermatica avaliada
subjetivamente ou pelo sistema computadorizado. As amostras criopreservadas
em ACP® apresentaram maior motilidade espermatica (84%), em comparagio
com as amostras criopreservadas em glicose (75%); entretanto, a taxa de
fertilizagdo e as velocidades espermaticas foram semelhantes entre o sémen
criopreservado nos dois diluidores. Foram encontradas correlagdes positivas
entre a taxa de fertilizagdo e as velocidades espermaticas. Assim, o sémen de
curimba pode ser criopreservado com sucesso em meio contendo glicose ou
ACP® como diluidores e metilglicol como crioprotetor. A taxa de fertilizagdo em
curimba pode ser estimada mediante a avaliagdo das velocidades espermaticas

do sémen criopreservado.
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Abstract

Curimba (Prochilodus lineatus) is a native fish species of the Parana
river basin, commercially important as live-food for carnivorous species and a
high quality protein source for riverside and needy populations. The use of
cryopreserved semen facilitates the artificial reproduction carried out in
commercial hatcheries. The aims of this study were to (a) compare the use of
powdered coconut water (ACP®) with glucose, the extender utilized to
cryopreserve semen of this species; (b) compare the post-thaw sperm motility
evaluated both subjectively under light microscope and by a computer system
SCA®™ and; (c) establish a correlation between the sperm velocities and the
fertilization rates. Semen of eight males was collected and diluted in two
extenders (ACP® and glucose) combined with methylglycol as cryoprotectant.
Then, diluted semen was loaded in 0.5-mL straws and frozen in nitrogen vapor
at -170°C and stored in liquid nitrogen. Half of the samples were transported by
air in nitrogen vapor from Lavras to Fortaleza, CE, where semen was thawed
(60°C water bath for 8 seconds), sperm motility was evaluated both subjectively
under light microscope and objectively by SCA® and the curvilinear velocity,
average path velocity and straight line velocity were calculated. The other half
of the samples was evaluated on the capacity of fertilizing fresh oocytes. For
this, 100 pL of semen cryopreserved in each extender and of each male was used
to fertilize 0.2 g of oocytes from three females. Fertilization rate (number of
fertilized eggs /number of total eggs) was verified 10 hours later. There was no
difference on post-thaw sperm motility evaluated either subjectively or by
computer system. Semen cryopreserved in ACP® yielded higher post-thaw
sperm motility (84%), compared to semen cryopreserved in glucose (75%),
however fertilization rates and sperm velocities between semen cryopreserved in
both extenders were similar. Positive correlations between the sperm velocities

and fertilization rates were observed. Thus, curimba semen can be successfully
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cryopreserved in a medium containing glucose or ACP® as extenders and
methylglycol as cryoprotectant. The curimba fertilization rate can be estimated

by evaluating sperm velocities under SCA®.

Introducéo

A curimba, Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), é um peixe da
ordem Characiformes e apresenta larga distribuicdo geografica em toda a
América do Sul, representando cerca de 50-90% de toda a ictiomassa existente
na Bacia do rio Parana (Bonetto, 1994). O macho reproduz-se aos dois anos de
idade, com 24 cm, e a fémea, aos trés anos, com 31 cm de comprimento.
Quando adulta, a curimba pode atingir até 6 kg de peso corporal ¢ 70 cm de
comprimento (Companhia Energética de Minas Gerais & Fundagdo Centro
Tecnologico de Minas Gerais — CEMIG/CETEC, 2000). Como conseqiiéncia do
seu habito alimentar, a curimba exerce importante fungdo no fluxo de energia
dentro dos sistemas aquaticos que habita via processamento de sedimentos
(Flecker, 1996). Essa espécie encontra-se, geralmente, em ambiente com aguas
mais lentas; porém, na época de reprodugdo, realiza migracdes em massa até as
areas de desova (CEMIG/CETEC, 2000). A curimba ¢ uma das espécies de
peixes de agua doce com maior significado na piscicultura comercial, sendo
muito apreciada na culinaria dos estados da Regido Nordeste do Brasil. As
estacdes de piscicultura tém grande interesse no sucesso da sua reproducdo, uma
vez que as larvas de curimba servem de alimento para espécies carnivoras de
grande importincia comercial, como, por exemplo, o dourado (Salminus
maxillosus) ou passiveis de extingdo, como a piracanjuba (Brycon orbignyanus)
e o0 jau (Zungaro jahu) (Viveiros et al., 2008). Essa espécie ¢ também muito
utilizada por wusinas hidrelétricas em programas de repovoamento de

reservatorios, além de servir como espécie-modelo no desenvolvimento de
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pesquisas em biotecnologia reprodutiva, dadas sua elevada prolificidade e
facilidade de manejo. Para tornar o periodo reprodutivo mais eficiente, podem-se
utilizar tecnologias de preservacdo de sémen, como o resfriamento e a
criopreservacdo. Dessa forma, o estudo das técnicas de preservagdo de sémen de
curimba atende a interesses econdmicos, tornando a reproducdo mais eficaz e
atendendo também a interesses ecoldgicos, obtendo-se, assim, um maior niimero
de larvas que servirdo de alimento para outras espécies. Além disso, a
preservagdo de s€émen permite a troca de material genético entre os laboratorios
de reproducdo e reduz o ntimero de reprodutores, diminuindo, assim, os custos
de producgdo e eliminando problemas de assincronia da maturidade gonadal,
quando machos e fémeas ndo estdo preparados simultaneamente, além de
estabeler programas de hibridizacdo utilizando espécies com periodos
reprodutivos diferentes (Viveiros, 2005).

Para ser criopreservado, o s€men precisa ser diluido em meio contendo
um diluidor e um crioprotetor interno. A glicose ¢ um diluidor de facil acesso, e,
em combinac¢do com a gema de ovo e o dimetilsulfoxido (DMSO), tem sido o
meio de congelamento mais utilizado em espécies de peixes Characiformes, no
Brasil (Viveiros & Godinho, 2008). Mais recentemente, esse grupo de pesquisa
avaliou varios meios de congelamento para s€men de curimba e observou que
glicose associada ao metilglicol, como crioprotetor, foi o meio mais eficaz
produzindo 86-86% de motilidade e 95% de fertilidade apos o descongelamento
(Viveiros et al., 2008).

A agua de coco ¢ uma solucdo natural e estéril, composta de sais,
proteinas, acucares, vitaminas, gorduras neutras, além de indutores da divisao
celular e eletrdlitos diversos, fornecendo os nutrientes necessarios para a
conservacdo de células espermaticas (Blume & Marques Jr., 1994).
Pesquisadores da Universidade Estadual do Ceara desenvolveram a dgua de coco

sob a forma de p6 (ACP® - ACP Tecnologia, Brasil), apresentando os mesmos
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constituintes bioquimicos da forma in natura, com formulagdo padronizada e
maior capacidade de armazenamento, o que facilita sua comercializagdo para
regides onde o fruto ndo existe (Silva et al., 2006). O ACP® foi testado
inicialmente como diluidor de sémen de caprino (Salgueiro et al., 2002), e mais
recentemente, na criopreservacdo de sémen de peixes, como piracanjuba,
curimba, piapara Leporinus elongatus (Viveiros et al., 2007).

Objetivou-se com o presente estudo avaliar a motilidade espermadtica
tanto pelo método subjetivo ao microscopio de luz tradicionalmente usado em
laboratorios e pisciculturas, com o método computadorizado, do sémen
criopreservado de curimba, Prochilodus lineatus, além de estabelecer uma
correlagdo entre as velocidades espermaticas e a taxa de fertilizacdo. Para isso, o
sémen foi criopreservado em meio padronizado para a curimba (glicose-

metilglicol) e comparado com a 4gua de coco em p6 (ACP™) e metilglicol.

Material e Métodos

Animais e coleta de sémen

A coleta de sémen foi realizada durante os meses de outubro a dezembro
de 2006, obedecendo ao periodo reprodutivo da curimba Prochilodus lineatus.
Os peixes (n= 8 machos) foram provenientes da estacdo de piscicultura da
CEMIG, unidade de Itutinga, MG. Cada macho recebeu dose tnica de extrato
bruto de hipdfise de carpa (5 mg/kg de peso corporal), para facilitar a coleta de
sémen, conforme rotina realizada na estacdo. Apds aproximadamente 8 horas a
26°C, o sémen de cada macho foi coletado individualmente em tubos de ensaio,
evitando-se a contaminag¢do com agua, sangue, fezes ou urina. Imediatamente

ap6s a coleta, o sémen foi avaliado em microscopio de luz previamente
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focalizado em 400x para verificar se apresentavam motilidade espontinea
causada por contaminagdo. Todas as amostras de sémen (n= 8 machos)
apresentavam-se imoveis (sem motilidade espontinea) e a motilidade
espermatica foi induzida com NaCl 0,29% (Maria et al., 2006) na dilui¢do de
1:10 (sémen:ativador) e subjetivamente determinada por meio de uma escala de
0 a 100%. Todas as amostras que apresentavam pelo menos 80% de
espermatozdides moveis foram utilizadas nesse experimento. As amostras de
sémen foram também avaliadas quanto ao volume e concentracdo (cadmara
hematimétrica tipo Neubauer “Improved”). Durante esses procedimentos, o

sémen foi mantido em tubos de ensaio em banho de gelo (15 + 2°C).
Criopreservacao do sémen

Para ser criopreservado, o sémen dos oito machos foi diluido em meio de
congelamento contendo 4gua de coco em pd (ACP®) e metilglicol e comparado
com a glicose e metilglicol (Viveiros et al., 2008), na propor¢ao final de 1

sémen: 8 diluidor: 1 metilglicol. Os diluidores testados foram:

e Glicose: Solugio de glicose 5% (Fresenius - Kabi®); pH ajustado para

7,6; 326 mOsmol;

e ACP"104 (Agua de Coco em p6”) (%): glicose 4,4 g; proteinas: 0,37mg;
fosforo 6,2 mg; potassio 175 mg; calcio: 17,5 mg; magnésio: 8,5 mg;
sodio 10,5 mg; ferro 0,06 mg; entre outros componentes (Carvalho et
al., 2006); pH 7.8; 300 mOsmol.

O sémen diluido foi, entdo, envasado em palhetas de 0,5 mL (n=6 palhetas x

2 meios x 8 macho) e congelado no botijao de vapor de nitrogénio ( Cryoporter”™
LN, dry vapor shipper), a -170°C. Apds 24 horas, as palhetas foram transferidas
para o botijao de nitrogénio liquido (M.V.E., modelo Volta 40). De um total de
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96 palhetas congeladas, 48 palhetas foram avaliadas quanto a capacidade de

fertilizar ovocitos e as outras 48, quanto a motilidade espermatica.

Avaliacdo da motilidade espermadtica

As 48 palhetas destinadas a avaliagdo da motilidade espermatica
permaneceram no botijao de nitrogénio liquido até agosto de 2007, quando
foram transferidas novamente para o “dry shipper”, transportado de avido por
aproximadamente 3000 km para o Laboratério de Tecnologia do Sémen da
Universidade Estadual do Ceard (UECE) em Fortaleza — CE. Chegando ao
laboratorio, as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 60°C, por oito
segundos (Viveiros et al., 2008) para a avaliagdo da motilidade espermatica. A
motilidade foi avaliada tanto subjetivamente, conforme descrito para o sémen
fresco, quanto objetivamente pelo sistema computadorizado Sperm Class
Analyser® (SCA® 2005, Microptics, S.L. versdo 3.2.0), que calculou os seguintes
parametros: motilidade espermatica, velocidade curvilinear (VCL, pm/s),
velocidade média na trajetoria (VAP, pm/s) e velocidade linear (VSL, pm/s).
Cinco pL do sémen descongelado de cada palheta foi adicionado a camara de
Makler e ativado com 50 pL de NaCl 0.29% e imediatamente observado no
microscopio de contraste de fase (Nikon H550S), focalizado na objetiva de
400X, filtro verde e otica na posicdo pHIl. O microscoOpio encontrava-se
acoplado a uma camera de video que gera 25 imagens por segundo por meio das

quais os pardmetros de motilidade foram calculados pelo SCA®.

Avaliagdo da capacidade de fertilizagdo

As 48 palhetas destinadas a avaliacao da fertilidade foram transportadas

no “dry shipper” por aproximadamente 60 Km, da Universidade Federal de
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Lavras a Estacdo de Piscicultura da CEMIG, unidade de Itutinga, MG. O sémen
foi descongelado a 60°C por oito segundos e usado para fertilizar ovoécitos
frescos. Ovocitos de trés fémeas de curimba foram extrusados apds aplicagdo de
duas dosagens de extrato bruto de hipdfise de carpa (0,5 ¢ 5 mg/kg de peso
corporal), com intervalo de 12 horas entre aplicagdes. Apds 5 horas da ultima
aplicagdo, os ovocitos foram coletados de acordo com o manejo da estacdo. Cem
uL de sémen de cada palheta foram utilizados para fertilizar 0,2 g de ovocitos
(aproximadamente 240 ovdcitos) de cada fémea (48 palhetas x 3 fémeas). A
fertilizacdo foi iniciada pela adi¢do de 10 mL de agua dos aquarios onde os
peixes se encontravam, sendo misturados por um periodo de 2 min. Os ovos
foram transferidos para incubadoras de cano de PVC teladas no fundo. A
temperatura da dgua para incubacdo dos ovos foi de 26°C e a taxa de fertilizagdo
(n° ovos fertilizados/ n® ovos totais) foi verificada ap6s 10 horas.

Todos os dados estdo expressos em média + erro-padrdo da média. O
delineamento usado foi em blocos casualizados, com 8 blocos, sendo 1
peixe/bloco. O residuo de cada modelo foi testado para distribuicdo normal. Os
valores que ndo possuiram essa distribui¢do foram transformados em arc seno
\x para sua normalizagio. Os dados foram submetidos 4 anélise de varidncia
utilizando-se o pacote computacional Sistema de Analise de Variancia (SAEG
para Windows, UFV), sendo as médias comparadas pelo teste SNK a 5% de
probabilidade.. As correlagdes entre a taxa de fertilizagdo e as velocidades
espermaticas obtidas pelo método computadorizado SCA® foram feitas pelo teste

de Spearman .

32



Resultados

O volume seminal encontrado foi 1,9 £ 0,2 mL e a concentracio
espermatica, 192 + 1,1 x 10 ° espermatozoides /mL. As motilidades
espermaticas avaliadas pelo método subjetivo ¢ SCA®, assim como a taxa de
fertilizacdo do sémen criopreservado nos dois meios de congelamento, estdo
apresentadas na Tabela 1.

Nao houve diferenca quando a motilidade espermatica foi avaliada pelo
método subjetivo em comparagdo com o SCA®. As maiores taxas de motilidade
espermaticas foram observadas quando o sémen foi criopreservado em ACP"-
metilglicol (84%). As velocidades espermadticas foram semelhantes entre as
amostras congeladas em glicose ou em ACP": velocidade curvilear (VCL): 49,1-
53,7 um/s), velocidade progressiva (VSL, 23,6-24,3 um/s) e velocidade na
trajetoria média (VAP, 36,0-36,8 um/s) (Fig. 1).

A taxa de fertilizagdo para ovos fertilizados com o sémen-controle e
fresco foi de 62%. De acordo com a concentragdo do s€émen ¢ o nimero de
ovocitos por grama, foi estimada uma proporgio de 8 x 10° espermatozéides por
ovocito. Ndo houve diferenca na taxa de fertilizagdo entre as amostras

congeladas em glicose ou em ACP®.
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Tabela 1. Motilidade espermatica (%; média + SE) avaliada pelo método
computacional SCA" e subjetivamente ao microscépio de luz, e taxa de
fertilizacao do sémen de curimba criopreservado em metilglicol combinado a

dois diluidores.

Motilidade espermatica (%)

Diluidores Fertilizagdo (%)
Subjetiva* SCA™*
ACP” 79+£3,5° 84+35° 48 +42°
Glicose 5% 71+£53°¢ 75+£63° 45+3,7°
Controle (sémen fresco) 93+1,5° NT 62+5,7°

*As motilidades subjetiva e SCA® ndo diferiram entre si (P>0.05). SCA® : Sperm Class
Analyser” (2005, Microptics, S.L. versio 3.2.0).

*b Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (SNK; P<0.05);
n=(24 palhetas/meio) x 3 femeas.

NT: Nio testado

ACP" 104 (Agua de Coco em po®) (%): glicose 4,4 g; proteinas: 0,37 mg; fosforo 6,2
mg; potassio 175 mg; calcio: 17,5 mg; magnésio: 8,5 mg; sodio 10,5 mg; ferro 0,06 mg;

dentre outros componentes (Carvalho et al., 2006).
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Figura 1. Velocidade curvilinear (VCL, um/s), velocidade progressiva (VSL,
um/s) e velocidade na trajetéria média (VAP, um/s) de sémen de curimba
criopreservado em dois meios de congelamento (n=24 palhetas/meio).

Gli: Glicose 5%; ACP® 104 (Agua de Coco em p6®™) (%): glicose 4,4 g; proteinas: 0,37
mg; fosforo 6,2 mg; potassio 175 mg; célcio: 17,5 mg; magnésio: 8,5 mg; sodio 10,5
mg; ferro 0,06 mg; dentre outros componentes (Carvalho et al., 2006). MG: Metilglicol
Naio foi observada diferenca nas velocidades espermaticas entre os dois meios de

congelamento (teste F; P>0.05).
As correlagdes entre os pardmetros de velocidade espermatica e as taxas de

fertilizagdo estdo apresentadas na figura 2. A maior correlagdo entre a

fertilizacdo e a velocidade espermatica foi observada para a VCL (r=0,8).
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Gli: Glicose 5%
ACP® 104 (Agua de Coco em po®) (%): glicose 4,4 g; proteinas: 0,37 mg; fosforo 6,2

mg; potassio 175 mg; calcio: 17,5 mg; magnésio: 8,5 mg; sodio 10,5 mg; ferro 0,06 mg;

dentre outros componentes (Carvalho et al., 2006); pH 7.8; 300 mOsmol;

Discussado

No presente estudo, foram testados dois meios de congelamento para o
sémen de curimba Prochilodus lineatus. A motilidade espermatica foi
determinada pelo método subjetivo que utiliza microscopio de luz,
tradicionalmente usado na maioria dos estudos como pardmetro de avaliacdo da
qualidade do sémen (Viveiros & Godinho, 2008), ¢ comparada ao método
objetivo computadorizado SCA (Sperm Class Analyser”) que além da
motilidade, fornece a velocidade curvilinear (VCL), a velocidade média na
trajetoria (VAP) e a velocidade linear (VSL) dos espermatozoides. A efetividade
da criopreservacao foi testada pela fertilizagdo, assim como a correlagdo entre a
taxa de fertilizagdo e as velocidades espermaticas fornecidas pelo SCA®.

No presente estudo, ndo houve diferenca significativa entre a motilidade
espermatica avaliada subjetivamente ao microscopio de luz ou objetivamente
pelo sistema computadorizado. A analise espermatica computadorizada tem se
desenvolvido e esta continuamente sendo aperfeicoada desde que foi introduzida
no inicio dos anos 80 (Amann & Hammerstedt, 1980). O sistema
computadorizado fornece dados precisos sobre as caracteristicas do movimento
espermatico e correlagdes positivas t€m sido encontradas entre a capacidade de
fertilizacdo e as caracteristicas da motilidade definidas em espécies de peixes
nas quais o sistema foi testado. Entre esses pardmetros, a motilidade progressiva
e os padrdes de movimentagdo celular tém sido correlacionados com a

fertilizagdo in vitro (Rurangwa et al., 2004). A analise computadorizada fornece
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os meios para uma classificacdo objetiva de uma dada populagdo de
espermatozoéides. Usando imagens digitais da trilha de cada célula espermatica,
o sistema computadorizado pode analisar, processando algoritmos, as
propriedades do movimento dos espermatozoides. Os parametros geralmente
relatados incluem a velocidade curvilinea (VCL), que ¢ a velocidade média
sobre o trajeto real seguida pela célula em micrometros por segundo; a
velocidade média do trajeto (VAP), que corresponde a velocidade média da
trajetoria da célula alisada em micrometros por o segundo; a velocidade em linha
reta (VSL), que representa a velocidade média em uma linha reta do comego a
extremidade do trajeto em micrémetros por segundo (Verstegen et al., 2002). O
sistema computadorizado de avaliagdo espermadtica quantifica diferentes
parametros da motilidade espermatica de interesse, incluindo aqueles que nao
sdo observados manualmente, ¢ rapido e faz uma analise elaborada dos
componentes da motilidade. O sistema computadorizado tem alta repetibilidade
e fornece uma estimativa da motilidade espermatica mais caracteristica que a
visual pelo microscopio de luz (Rurangwa et al., 2004).

O sistema fornece dados precisos sobre as caracteristicas do movimento
espermatico e correlagdes positivas t€m sido encontradas entre a capacidade de
fertilizacdo e as caracteristicas da motilidade definidas em espécies de peixes
nas quais o sistema foi testado. A avaliacdo automatizada da motilidade dos
espermatozoéides ¢ de grande interesse pelo fato de a cinética espermadtica ter
relevancia na determinacdo do potencial de fertilidade dos espermatozoides.
Entre esses parametros, a velocidade progressiva e os padrdes de movimentagdo
celular tém sido correlacionados com a fertilizagao in vitro.

O sémen congelado em meio contendo ACP™ apresentou maiores taxas de
motilidade espermatica em relagdo ao sémen congelado em glicose, embora nao
tenha sido observada diferenga entre a velocidade espermatica entre os dois

tratamentos. Bons resultados foram observados quando se utilizou o ACP® na
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criopreservacdo de sémen de outras trés espécies nativas, incluindo a curimba:
Prochilodus lineatus, Brycon orbignyanus e Leporinus obtusidens (Viveiros et
al., 2007). Esse diluidor foi desenvolvido inicialmente para diluir sémen de
caprino, e atualmente ¢ muito utilizado para s€émen de caprino (Salgueiro et al.,
2002), caes (Cardoso et al., 2005) e equinos (Sampaio Neto et al., 2002). Ja ha
alguns anos, t€m sido conduzidos trabalhos na criopreservagdo do sémen de
peixe utilizando-se diluidores a base de agua de coco in natura (Mello et al.,
1998). No entanto, esses diluidores apresentam desvantagens, como a baixa
disponibilidade dos frutos com caracteristicas ideais para a sua fabricagdo e a
impossibilidade de conservagdo por longo periodo da agua de coco in natura.
Ademais, a constituicdo bioquimica de um fruto pode apresentar pequenas
variagdes em relacdo aos demais, o que pode diretamente influenciar a agdo
conservativa do diluidor. A 4gua de coco, sob a forma de p6 (ACP” - ACP
Tecnologia, Brasil), apresenta os mesmos constituintes bioquimicos da forma in
natura; porém, é padronizada e mais eficazmente conservada, o que facilita sua
comercializag@o para regides onde o fruto ndo existe.

Em outro estudo, o s€émen congelado em meio contendo glicose associada
ao metilglicol produziu taxas de motilidade (86%) e fertilizacdo (74%)
superiores as encontradas no presente estudo (Viveiros et al., 2008). A glicose
associada ao metilglicol foi excelente para curimba, em relagdo a outras solugdes
a base de glicose (MIII® ¢ BTS®™). O uso da solugio de glicose 5% na forma
comercial de solugdo energética injetavel é viavel e pratico, ja que essa ¢
facilmente encontrada em farmdcias a um custo baixo, esterilizada e pronta para
ser utilizada. A glicose associada ao DMSO e gema de ovo é o meio mais
comumente utilizado para Characiformes (Cruz, 2001; Carolsfeld et al., 2003).
A gema de ovo dificulta a visualizagdo dos espermatozodides para avaliar a
motilidade tanto subjetivamente ao microscopio de luz quanto pelo método

computadorizado.
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Nao houve diferenca entre a taxa de fertilizacdo do sémen congelado nos
dois meios de congelamento testados nesse estudo. Foram encontradas
correlagdes positivas entre a taxa de fertilizacdo e as velocidades espermaticas.
A maior correlacdo com taxa de fertilizagdo foi observada para a velocidade
curvilinear. Correlagdes positivas também foram encontradas para o bagre
africano, Clarias gariepinus (Rurangwa et al., 2001), turbot, Psetta maxima
(Dreanno et al., 1999), carpa, Cyprinus carpio (Linhart et al., 2000) e truta arco-
iris, Oncorhynchus mykiss (Lahnsteiner, 2000).

A mensuragdo indireta da qualidade do sémen pela capacidade de
fertilizacdo pode ndo ser segura, desde que a qualidade dos ovos POSSA ser
variavel e afetar o sucesso da fertilizacdo. Na producdo comercial de peixes, é
necessario avaliar a qualidade do sémen para aumentar a eficiéncia da
fertilizacdo artificial. A fertilizagdo pode ser dependente do numero de
espermatozdides moveis e sua velocidade. Se a qualidade espermatica pode ser
relacionada com a habilidade de fertilizar, entdo ¢ possivel usar o método
computadorizado rotineiramente numa grande amplitude de protocolos de
congelamento de sémen sem o requerimento de fémeas e sem a variabilidade

inerente ao uso de ovos de diferentes fémeas (Rurangwa et al., 2004).

Conclusao

Os meios de congelamento contendo glicose ou ACP® associado ao
metilglicol mostraram-se eficientes na criopreservagao do sémen de curimba. O
ACP® ¢ um produto tipicamente brasileiro e possui grande potencial
biotecnologico. Por outro lado, o uso da glicose é extremamete pratico, ja que a
solucdo é comercializada em farmdacias em forma de solucdo estéril pronta para
uso. Embora nao tenha sido observada diferenca entre a taxa de motilidade

espermatica avaliada pelo método subjetivo ao microscopio de luz e o método
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computadorizado, com a utilizagdo deste método foi possivel estabelecer uma
correlagdo positiva entre as velocidades espermaticas e a taxa de fertilizagdo.
Pela avaliacdo da motilidade espermatica por método computadorizado,
posteriormente sera possivel padronizar a habilidade de fertilizagdo do sémen de

uma determinada espécie de peixe.
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CONCLUSOES

O método subjetivo € simples e pratico e foi confirmada a sua eficacia
quando comparado ao método computadorizado, tanto em curimba quanto em
pirapitinga.

Como nas outras espécies de characiformes testadas, o metilglicol foi o
crioprotetor mais eficiente, quando comparado ao DMSO.

Na pirapitinga, o sémen apresentou as maiores velocidades e as maiores
taxas de motilidade, quando congelado em glicose. Na curimba, as velocidades
espermaticas foram semelhantes no sémen criopreservado em glicose ou em
ACP, embora aquelas amostras congeladas em ACP tenham apresentado
maiores taxas de motilidade.

Na curimba, foi possivel estabelecer uma correlagdo entre as velocidades

espermaticas e a taxa de fertilizagdo.
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