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“Nos podemos explicar o azul-pélido desse pequeno mundo que conhecemos muito
bem. Se um cientista alienigena, recém-chegado as imediacfes de nosso Sistema Solar,
poderia fidedignamente inferir oceanos, nuvens e uma atmosfera espessa, ja nao € tdo
certo. Netuno, por exemplo, € azul, mas por razdes inteiramente diferentes. Desse ponto
distante de observagéo, a Terra talvez ndo apresentasse nenhum interesse especial. Para
nds, no entanto, ela é diferente. Olhem de novo para o ponto. E ali. E a nossa casa.
Somos nos. Nesse ponto, todos aqueles que amamos, que conhecemos, de quem ja
ouvimos falar, todos os seres humanos que ja existiram, vivem ou viveram as suas
vidas. Toda a nossa mistura de alegria e sofrimento, todas as inumeras religides,
ideologias e doutrinas econbmicas, todos os cacadores e saqueadores, herdis e covardes,
criadores e destruidores de civilizagOes, reis e camponeses, jovens casais apaixonados,
pais e mées, todas as criangas, todos os inventores e exploradores, professores de moral,
politicos corruptos, superastros, lideres supremos, todos os santos e pecadores da
historia de nossa espécie, ali - num grao de poeira suspenso num raio de sol. A Terra é
um palco muito pequeno em uma imensa arena cosmica. Pensem nos rios de sangue
derramados por todos o0s generais e imperadores para que, na gléria do triunfo,
pudessem ser os senhores momentdneos de uma fracdo desse ponto. Pensem nas
crueldades infinitas cometidas pelos habitantes de um canto desse pixel contra os
habitantes mal distinguiveis de algum outro canto, em seus freqiientes conflitos, em sua
ansia de reciproca destruicdo, em seus 6dios ardentes. Nossas atitudes, nossa pretensa
importancia de que temos uma posicdo privilegiada no Universo, tudo isso é posto em
duvida por esse ponto de luz palida. O nosso planeta € um pontinho solitario na grande
escuriddo cosmica circundante. Em nossa obscuridade, no meio de toda essa imensidao,
ndo ha nenhum indicio de que, de algum outro mundo, vird socorro que nos salve de nos
mesmos. (...)"
Carl Sagan
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RESUMO

A pirapitinga, Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818), é um peixe da familia
Characidae, originario das Bacias do rio Amazonas e Orinoco. O objetivo desse trabalho
foi determinar a motilidade espermética de sémen criopreservado em diferentes
diluentes de Piaractus brachypomus e a ativacdo da motilidade com trés solucfes de
ativacdo. As amostras de sémen foram diluidas em quatro meios preparados pela
combinacdo dos dois diluidores ACP-104, agua de coco em p6 e Ringer associados a
dois crioprotetores, DMSO e metilglicol. Os dados mostram o NaCl e o NaHCO3s como
solugdes de ativacdo, apresentaram resultados semelhantes entre si e significativamente
superiores & agua destilada. O tratamento ACP-104 associado ao crioprotetor DMSO
apresentou ativacdo da motilidade espermatica pos-descongelamento significativamente
superior em relagcdo aos demais tratamentos.Conclui-se portanto que a agua de coco em
po modificada para peixes mantém a motilidade dos espermatozoides viavel e

demonstra ser um bom diluente para a criopreservacao do sémen nessa especie.

Palavras-chave: Criopreservacdo, Piaractus brachypomus, Peixe, Sémen, Motilidade



ABSTRACT

The pirapitinga, Piaractus brachypomus (CUVIER, 1818) is a Characidade freshwater
fish that inhabits the Amazon and Orinoco River basins. The aim of this study was
determinate spermatic motility of cryopreserved sperm of pirapitinga in three different
activation solutions. Sperm samples were diluted in four freezing media prepared by a
combination of two extenders ACP-104, coconut water pounder and RINGER
modificated and two cryoprotectant agents (DMSO and methylglycol). Data shows
NaCl and NaHCOs results were similar to each other and significantly superior to
distilled water. The ACP-104 treatment associated with the cryoprotectant DMSO
showed activation of sperm motility after thawing significantly higher compared to
other treatments. In conclusion, therefore, the coconut milk powder modified to keep
fish sperm motility feasible and proved to be a good diluent for sperm cryopreservation

in this species.

Key-words: Cryopreservation, Piaractus brachypomus, Fish, Sperm, Motility
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1. INTRODUCAO

A criag@o de peixes representa uma solugdo para a gradativa desaceleracdo da
producdo extrativista, uma vez que é realizada em ambientes reclusos e mais
controlados, podendo assim proporcionar grandes produtividades. A piscicultura
constitui-se na solucdo em potencial que podera proporcionar incrementos de producédo
compativeis com o aumento da populacdo mundial. Ndo obstante, € a maneira mais
econdmica de se produzir alimento nobre e rico em proteina de alto valor bioldgico,
uma vez que permite a utilizagdo de residuos agroindustriais e de &reas ndo
agriculturaveis (FAO, 2007).

Nas ultimas décadas, as popula¢Bes naturais de peixes tém diminuido devido a
degradacdo ambiental e pesca excessiva, 0 qual precipita a descaracterizacdo e o
desaparecimento do habitat natural e dos organismos que nele vivem (MILIORINI,
2006). Visando suprir esse desequilibrio ecologico e aumentar os beneficios
econémicos, a piscicultura gera constantemente inimeros trabalhos no ambito de
técnicas de cultivo, controle de doengas, avaliacdo dos gametas produzidos em cativeiro
e técnicas para congelamento seminal, entre outras (TANAKA et al.,2002).

O sémen de peixes pode ser mantido viavel por algumas horas quando resfriado
em temperaturas pouco acima do congelamento (MARQUES; GODINHO, 2004). Essa
pratica facilita o processo de fertilizacdo de ovos em estacGes de piscicultura, pois o
sémen pode ser coletado algumas horas antes da ovulacdo ocorrer. Baixas fecundidades
podem ser motivados por alguns fatores relacionados a qualidade seminal: namero
reduzido de espermatozoides (baixo volume seminal, azoospermia ou hipospermia) ou
atividade baixa (hipocinese, baixos vigor e turbilhonamento ou restrito tempo de
movimentacao).

Segundo Silveira et al. (1988), a avaliacdo das caracteristicas seminais €
importante na rotina de reproducao artificial em qualquer espécie animal. Para descricdo
de um perfil espermatico sdo analisadas as caracteristicas fisicas do sémen (volume,
turbilhonamento, motilidade, vigor e concentracdo) e ainda as caracteristicas
morfoldgicas dos espermatozdides (FONSECA, 1992).

Na preservacdo a longo prazo (criopreservacdo), o sémen congelado pode ser
mantido em bancos de sémen por prazo indeterminado (CAROLSFELD et al., 2003;
MELO; GODINHO, 2006). Dentre as aplicacdes de banco de sémen de peixes em

aquicultura, destacam-se: i) reducéo ou eliminacdo do nimero de reprodutores (machos)
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mantidos na estacdo com consequente reducdo de custos; ii) eliminacdo do problema da
assincronia da atividade reprodutiva entre reprodutores, quando estes ndo estéo
preparados simultaneamente para a reproducdo, como ndo raramente ocorre; iii)
estabelecimento de programas de melhoramento genético com a utilizagdo de machos
selecionados (GODINHO, 2000).

O aperfeicoamento de protocolos de criopreservagdo tem sido muito estudado
em peixes marinhos (ZHANG et al., 2003), entretanto, em espécies tropicais, ainda sao
reduzidos o nimero de estudos principalmente o uso do sémen criopreservado e
importado. O estudo sobre o uso de meio diluente é importante no sucesso da
criopreservacdo e no transporte de sémen. Ha a necessidade, portanto, de se utilizar
meios diluentes artificiais que atuem conservando, nutrindo e protegendo o0s
espermatozdides do frio. Varios tipos de meios diluentes tém sido testados e elaborados
com este propdsito e cada etapa devera ser testada e avaliada varias vezes até a reducao
méaxima dos desvios (GODINHO et al., 2003; VELASCO-SANTAMARIA et al.,
2006).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espécie

t o AN

R ™ g, TR

: U S g
it NEEe .

B | N A

Fig. 1. Adulto macho de Pirapitinga

A Pirapitinga, de nome cientifico Piaractus Brachypomus, ocorre nas bacias
Amazobnica e Araguaia-Tocantins. Podendo atingir 80 centimetros e pesar até 20 quilos.
Esta espécie possui escamas e alimenta-se principalmente de frutas e plantas aquaticas,
mas come também peixes menores. Apresenta grande importancia na pesca comercial,
como peixe ornamental e na gastronomia. O DNOCS importou na década de setenta
alevinos dessa espécie para estudos biolégicos e reprodutivos com o objetivo de criagdo
em cativeiro. Os primeiros exemplares foram trazidos de Iquitos (Peru) com o objetivo
de povoamento dos acudes e estocagem em viveiros para seu cultivo intensivo
(SOBRINHO et al., 1984).

2.2. Taxonomia (FISHBASE, 2008)

Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Teleostei
Ordem Cypriniforme
Familia Characidae
Género Piaractus (Holmberg,1887)

Espécie Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818)



2.3. Reproducéo

Dentre os peixes tidos como de alto valor comercial no Brasil, incluem-se alguns
peixes reofilicos, cuja reproducdo depende do fendmeno conhecido como piracema
(CASTAGNOLLLI, 1992). As fémeas de Pirapitinga alcangam sua maturidade sexual
aos trés anos enguanto que nos machos ocorre ao final dos dois anos. Para que seja
desencadeada uma série de processos hormonais que culminam na maturacao final dos
ovOcitos e posterior desova, é necesséria, nestes peixes, a migracdo reprodutiva. A
desova ocorre no periodo de novembro a fevereiro, quando as condi¢cGes ambientais se
tornam ideais, com temperatura média de 27°C ap0s as primeiras chuvas e essa espécie
é de fecundacdo externa, onde ha liberacdo dos gametas no meio ambiente.

2.3.1. Regulagédo Hormonal

Da mesma forma que nos mamiferos, o padrdo hormonal reprodutivo dos peixes

gira em torno do eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal.

[ Fatores ambientais]

- — 4=, (" Hipotilamo
[ Feromonios ] v

‘ GnRH | ‘Dopamina‘ |

+ -

+-
|+
+/-

Desenvolvimento e maturagéo + Horménios
Gametas sexuais

Figura 2- Padrdes hormonais do eixo hipotalamico-pituitario-gonadal

O hipotalamo, uma parte do cérebro, é ativado por fatores ambientais e
quimicos, como é o caso dos feromdnios. Apds esta ativacdo, diferentes neuropeptideos
[hormdnios liberadores de gonadotrofinas (GNRH)] sdo sintetizados e secretados. A
forma do GnRH varia conforme as espécie de peixe (SOMOZA et al., 2002;
SHERWOODE; WU, 2005), e o numero de formas de GnRH por espécie varia de dois a
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trés. A despeito da multiplicidade do GnRH nos peixes, apenas uma das formas (a
forma espécie especifica, produzida na area pré-Optica do cérebro, e a Unica que se
projeta diretamente através das fibras neurosecretdrias na pituitaria) regula a producéo e
a liberacdo de gonadotrofinas (GtH) pela pituitaria. A pituitaria produz dois GtH (GtH-I
e GtH-I1) que agem diretamente nas génadas (SUZUKI et al., 1988a). Pelo significativo
grau de homologia em relacdo aos horménios mamiferos luteinizante (LH) e foliculo
estimulante (FSH) (SUZUKI et al., 1988b; ITOH et al., 1990), o GtH-1 é hoje
claramente identificado como o FSH dos peixes e 0 GtH-Il como LH (YARON et al.,
2003).

2.3.2. Manipulagéo reprodutiva em cativeiro

Ocorre que, nos cultivos em cativeiro, 0s peixes permanecem reclusos em
ambientes lénticos, onde € impossivel a piracema. Sendo a Pirapitinga uma espécie
reofilica, para desovar, essa deve realizar o movimento migratorio reprodutivo
(piracema). Este evento participa no processo de desenvolvimento gonadal (aumento na
producdo espermatica ou maturacdo final, ovulacdo e desova). Em tanques de
piscicultura, esta migracéo fica impossibilitada e a reproducdo apenas € viavel mediante
a utilizacdo de técnicas de propagacéo artificial, como por exemplo, a hipofisacdo. O
termo “hipofisa¢do” refere-se a administracdo de extratos brutos de pituitaria de peixes
(FPE). Este processo foi desenvolvido na Argentina, hd muitos anos (HOUSSAY 1930).
O FPE é composto por horménios gonadotréficos que estimulam a maturacdo das
gbnadas e a reproducdo dos peixes. A técnica da hipofisacdo consiste na aplicacdo de
horménios oriundos da hipdfise de peixes doadores ou produzidos industrialmente
(WOYNAROVICH; HORVATH, 1983). Goren et al. (1995) mostraram que 0 uso de
implantes de um analogo de GnRH resultou em maior volume de liquido seminal no
salméo do Atlantico (70 ml por peixe no grupo tratado, em comparacdo com 12 ml por

peixe no grupo controle).

Figura 3- Hipofisagdo do macho de Pirapitinga



2.4. Biologia do sémen

Os testiculos dos peixes teledsteos consistem, em muitos casos, de um par de
estruturas alongadas compostas de tubulos seminiferos ramificados embebidos em
estroma. Os testiculos consistem de tubulos ou lébulos de parede fina que contém
celulas germe, as espermatogdnias. Espermatogénias primarias estdo, presentes durante
todo o ano, dividem-se mitoticamente para originar as espermatogénias secundarias, que
se transformam em espermatocitos primarios. Estes se dividem por meiose e originam
as espermatides, das quais se formam a espermatozoa. Os tubulos seminiferos sdo
embalados com a espermatozoa nos periodos de pré-desova e desova (WINKOORP et al.,
1995). Caracteristicas como imobilidade do espermatozéide no sémen, a curta duragdo
de seu movimento apds ativacdo e a necessidade de diluicdo em agua para a iniciacao
do movimento espermatico (BILLARD; COSSON, 1992) tem sido estudadas
principalmente em salmonideos e um pequeno volume em outras espécies (BILLARD,
1990a). Apesar de sua importancia ecologica e social, de acordo com as publicagdes
disponiveis, somente 0,7% de todas as especies de peixe de agua doce brasileiras,
apresenta dados de algum aspecto de sua biologia seminal (VIVEIROS; GODINHO,
2009).

2.4.1. Plasma seminal

A composicdo bioquimica do plasma seminal varia amplamente entre as
espécies e entre individuos da mesma espécie, relacionando-se a diferentes
concentracdes de proteinas, enzimas, lipidios (PERCHEC et al., 1993; LAHNSTEINER
et al., 1996), aclcares e acidos (PIIRONEN; HYVARINEN, 1983), responsaveis pelo
metabolismo do sémen.

Shimoda et al. (1999), em estudos da composi¢do quimica do plasma seminal do
pacu (Piaractus mesopotamicus) hipofisado, observaram que o pH do plasma (8,74 *
0,17) € superior ao verificado na maioria das espécies de peixes ja estudadas. Obtiveram
também as concentracdes (em mMol/L) dos seguintes ions do plasma seminal: potassio
(37,3 + 4,1), célcio (0,88 £ 0,07), magnésio (0,73 £ 0,09), sodio (83,1 + 9,4), cloreto
(100,2 £ 18,0) e proteina (0,732 mg/mL).



2.4.2. Espermatozoéides

Os espermatozoides da maioria dos peixes ndo possuem acrossoma,
caracteristica que os diferencia do sémen de mamiferos. Ndo necessitam dessa estrutura,
pois 0s gametas, ao serem liberados no meio, entram diretamente na micrépila dos
ovacitos, finalizando a fecundagdo (MORALES, 1986).

O espermatozoide de peixe com fecundacdo externa apresenta uma estrutura
simples, com cabeca medindo de 2 a 4 um, quase esférica e conformada por um nicleo
onde se encontra 0 material genético, a peca intermediaria constituida por centriolos e 2
a 9 mitocondrias, um flagelo de comprimento entre 20 a 100mm com um axonema de 9
pares de microtubulos periféricos e um par central. A membrana é composta de
fosfolipideos, lipideos neutros e glicolipideos, cuja funcdo é de regularizar diferentes
atividades celulares e vias de sinalizacdo que podem conduzir a motilidade espermatica
(MELLINGER, 2002).

2.4.3. Produgdo espermatica

A producdo espermatica de peixes é muito alta, devido ao grande numero de
divisbes espermatogoniais. Entretanto, € dificil obter-se uma verdadeira analise
quantitativa da espermatogénese em teleOsteos, especialmente naqueles em que o
testiculo é lobular (BILLARD, 1990c).

Os peixes produzem quantidade variavel de gametas. Em algumas espécies, o
macho produz 100 bilhdes de espermatozdides/ano/kg do peso corporal ou mais de 1 x
10° espermatozdides/g de testiculo/dia, o que é 10 vezes maior do que a producéo
relatada para mamiferos (BILLARD, 1990a).

2.4.4. Motilidade

O sémen de peixe se encontra inativo dentro dos testiculos (STOSS, 1983). O
fluido seminal ndo sé imobiliza os espermatozoides, como também oferece protecédo
(COSSON et al., 1999).

Quando os espermatozdides passam pelo conduto espermatico, sdo banhados
pelo fluido testicular ou plasma seminal, que apresenta pH basico e é rico em

bicarbonato (HCO3), fazendo com que eles permanecam imoveis e com metabolismo



reduzido. As mitocondrias se encontram com baixo potencial de membrana, a fim de
preservar as reservas energéticas e diminuir a formacdo de compostos de oxidacdo. A
motilidade se deve a mudancgas na pressdo osmotica, balanco i6nico-energético e pH
(TABARES et al., 2005).

=  Pressao Osmotica

Os espermatozdides de peixes teleGsteos de &gua doce sdo quiescentes na
osmolaridade do plasma seminal, referida como wuma condicdo isotonica
(aproximadamente 300 mOsmol/kg). Eles comegcam a se mover quando suspensos em
solugdo hipotonica (<300 mOsml/kg) e exibem alta mobilidade (como % de
espermatozdides modveis) em 4&gua doce (4 mOsml/kg). De modo oposto 0s
espermatozodides de teledsteos marinhos comecam a se mover quando liberados em
solucdo hiperténica (>300 mOsmol/kg), e exibem sua mais alta qualidade
aproximadamente em 1000 mOsmol/kg, que € o equivalente ao encontrado na dgua do
mar (MORISAWA; SUZUKI, 1980).

Quando ocorre a espermiagdo no meio aquoso, os fatores que suprimem a
motilidade sdo neutralizados no momento pelas condicbes do meio ambiente e a
motilidade espermatica € parcialmente controlada pela pressdo osmotica. A motilidade
espermatica, reprimida pela osmolaridade isoténica do plasma seminal, é iniciada pela
diminuicdo ou aumento da osmolaridade do meio externo. Em teledsteos, 0s
espermatozdides, que sdo imoveis no plasma seminal, tém a osmolaridade em torno de
300 a 350 mOsm/kg em especies tanto de agua doce como salgada (MORISAWA;
SUZUKI, 1980).

Para Krasznai et al. (1995), na iniciacio da motilidade induzida por
osmolaridade, a pressdo osmoética extracelular e a concentragdo de K* diminuem
resultando em uma hiperpolarizacdo transitoria da membrana. Tabares et al. (2005)
relatam que essa hiperpolarizacdo leva a um desenvolvimento progressivo da ativacdo
da motilidade flagelar e também a um incremento do pH intracelular, alterado pelo
aumento ou diminuicdo da concentracdo iénica interna.

Legendre et al. (1996) avaliaram que a imobilidade do sémen de silurdides ¢
resultado da pressdo osmotica do fluido seminal como em ciprinideos e ndo parece ser

devido ao ion K como acontece em salmonideos. A hipotonicidade, segundo Stoss



(1983), é um dos unicos fatores que pode explicar a inducdo da motilidade em peixes de
agua doce.

= Balango i6nico-energético

O balango ibnico estd relacionado com as mudancas nas concentracdes
extracelulares de K*, Na®, HCO; e ions H*. A tensdo de membrana modifica a
conformacdo de algumas proteinas membranais, permitindo o intercambio de ions com
o meio extracelular. O Ca*™ ingressa no espermatozoéide e participa na regularizacdo do
inicio da ativagdo desencadeando a transducéo de sinais e atuando como enzima efetora
através da adenilato ciclase, reguladora do metabolismo do AMPc. O K inibe a
ativacdo dos espermatozdides em baixas concentragdes e devido a isso, acredita-se que
a inibicdo da acdo do K* é regulada principalmente pelos ions Ca'™", devido ao fluxo
simultaneo dos dois fons. A saida de K* favorece a abertura de canais de Ca™ e seu
ingresso intracelular por sua vez, favorece a liberagdo de Ca™" intracelular armazenado e
modifica o pHi (pH intracelular) produzindo-se o primeiro sinal Ca™ dependente e
AMPCc independente para o inicio da motilidade (COSSON et al., 1999).

Espermiagao

[ Choque Osmoético ] ﬂ [K~]

Tensdo membrana
b Ions extracelulares

[ Aberturade canais i0nicos ]

K+ Balanco ionico

u Diferenca de potencial

w  Hiperpolarizagdo transitoria
[ Ativagdo de canais de Ca™ (V. depend.) ]

Ca™"

U J Aumento do pHi
[Sinaliza(;éo celularde Ca™ (AMPc¢ independ.)]

Figura 4- Ativacdo da motilidade (livremente adaptado de Cosson et al.,1999)

A energia para a motilidade e o metabolismo béasico do espermatozoide sdo

derivados de uma quebra de nutrientes exdgenos e end0genos na presenca ou auséncia



de oxigénio. Dados sobre o uso de oxigénio em espermatozoides de peixes de clima
temperado s&o limitados (STOSS, 1983).

A diminuicdo da capacidade de natacdo dos espermatozoides é originada em
parte pela diminui¢do do estoque de energia ocorrida durante o periodo de motilidade
(BILLARD, 1990b). Em espermatozoide de peixes, a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, que € altamente requerida para produzir energia durante a locomocao,
permanece insuficiente para sustentar o armazenamento de ATP endégeno (COSSON et
al., 1999).

Em estudos realizados por Perchec et al. (1993) com sémen de truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), logo ap6s a iniciagdo da motilidade, o ATP intracelular nos
espermatozéides diminuiu rapidamente e sua regeneracdo ocorre espontaneamente
dentro de 15 minutos. Lahnsteiner et al. (1993) verificaram que o espermatozdide de
sémen de truta arco-iris (O. mykiss) utiliza triglicérides e glicose como fonte primaria de
energia, mas o ATP continua sendo a fonte de energia mais importante para o batimento

flagelar.

] pH

O pH extracelular € outro fator que controla os parametros da motilidade, e seus
valores Otimos sdo necessarios mas ndo suficientes para as condi¢des de ativacdo
espermatica. A modificacio do pH intracelular por acdo do Ca*™ e outros componentes
parecem ser necessarias no processo de ativacdo. A motilidade flagelar depende do pH
intracelular numa faixa de 6.5 - 8.5, acima ou abaixo desses valores, ha reducao
significativa (TABARES et al., 2005).

2.5. Resfriamento e Criopreservacdo seminal

O uso de gelo para a resfriamento do sémen de peixes de clima temperado é uma
pratica antiga (BARRET, 1951; BILLARD; LEGENDRE, 1982; KAVAMOTO et al.,
1987). Assim, ha registros de sémen de salmonideos armazenado em caixa térmica de
madeira com gelo, em temperaturas entre 2 a 8 °C por periodo de horas a dias
(BARRET, 1951). O sémen pode ser armazenado a 5 °C por periodos de poucos dias a
varias semanas e a melhor estratégia é armazena-lo a fresco sem diluicdo (HARVEY;
CAROLSFELD, 1993). Em alguns casos, crioprotetores (DMSO ou etilenoglicol) sdo
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adicionados para preservagdo em temperaturas levemente abaixo de 0°C em estado
liquido (STOSS et al., 1978). Os espermatozoides de peixes cultivados, mantidos em
baixas temperaturas (ao redor de 4°C), tém um baixo metabolismo e podem ser
conservados por alguns dias em diluidores apropriados sem mudangas significantes na
qualidade. Uma solucdo diluidora deve ser utilizada no processo de resfriamento porque
a diluicdo diminui a competicdo dos espermatozdides por Oz e espaco. A preservacdo a
curto prazo do sémen é um método menos estressante para prolongar a viabilidade dos
espermatozdides do que manter os peixes capturados em tanques de manutencéo,
garantindo assim aplicacOes para propagacdes artificiais de estoque de descendentes
naturais (MARQUES, 2004).

Os espermatozoides de peixes cultivados, mantidos em baixas temperaturas (ao
redor de 4°C), tém um baixo metabolismo e podem ser conservados por muitos dias em
diluidores apropriados sem mudancas significantes na qualidade. Uma solucéo diluidora
deve ser utilizada no processo de resfriamento porque a diluicdo diminui a competicao
dos espermatozdides por O2 e espaco (CAROLSFELD; HARVEY, 1999).

A técnica de criopreservacdo fundamenta-se no congelamento de gametas em
nitrogénio liquido, podendo ser preservadas por um periodo de varios anos. O primeiro
trabalho de congelamento foi realizado por Blaxter em 1953 e viabilizou o cruzamento
de duas espécies de arenque que desovam em epocas diferentes do ano. Com isso,
originou-se um grande numero de protocolos tanto para espécie de agua doce como
marinhas (SUQUET et al., 2000).

No Sul e Sudeste do Brasil, varias espécies de peixes de agua doce tem sido
relacionadas a criopreservacdo. Nesses trabalhos varios tipos de crioprotetores e
diluentes foram testados, dos quais o dimetilsulfoxido 10% combinado com a glicose
5% e gema de ovo mostraram motilidades espermaticas acima de 50% (BEDORE,
1999; MURGAS et al., 2001, 2004, 2007; CAROLSFELD et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2006; MARIA et al., 2006).

2.5.1. Processo de congelamento

A técnica de congelamento celular pode ser dividida em trés etapas: (1) As
células sdo submetidas a uma solucdo crioprotetora (metanol, etileno-glicol, glicerol e
outros) que penetra na célula e substitui a maior quantidade de agua intracelular. (2)
Posteriormente, a célula deve regular a osmolaridade, ficando isotdnica com o meio

extracelular, o que pode causar efeitos toxicos e impacto osmotico nas mesmas; (3)
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Finalmente, diminui-se a temperatura passando pelo ponto de congelamento da agua e
da solucdo crioprotetora onde, segundo a curva de congelamento empregada, se
realizara de maneira diferente a formacg&o de cristais, os quais podem danificar a célula
(LEZCANO, 2001).

Uma situacdo balanceada que permita a sobrevivéncia pode dar-se quando a taxa
de resfriamento seja o suficiente alta para minimizar o tempo de exposi¢do a solucéao
concentrada e, a0 mesmo tempo, suficientemente baixa para minimizar a quantidade de

gelo intracelular por abaixo do nivel critico ao criodano (SIERRA, 2005).

Segundo Hunter (1982), a viabilidade de espermatozoides congelados relaciona-
se a fatores como: o diluente e a concentragdo de células; o agente crioprotetor
adequado e sua concentracdo no meio, 0 tempo e a temperatura de equilibrio, a natureza
da curva de resfriamento, a natureza da curva de descongelagédo, a utilizacdo de um
meio de descongelacdo especifico; o0 modo de eliminar o agente crioprotetor (diluicéo
ou dialise).

Existem varios utensilios e equipamentos para congelar as amostras de sémen,
sendo os mais utilizados as geladeiras de isopor, “dry shippers”, freezers regulaveis e
botijoes criogénicos, dentro dos quais sdo introduzidas palhetas francesas plasticas, cujo
volume pode ser de 0.25, 0.5 e 5 mL (MAISSE et al., 1998).

A geladeira de isopor consiste em uma caixa de polietileno de 50x30x30 cm,
dentro da qual é adaptada uma rampa metalica separada do fundo 10 cm, onde a
temperatura desejada se consegue colocando o nitrogénio liquido a certa altura e as

amostras sao congeladas s6 com o vapor do nitrogénio.

O “dry shipper” ¢ um contéiner para transportar com seguranga amostras em
temperaturas criogénicas. Trata-se de um botijdo em aluminio de 50 cm de altura x 30
cm de diametro, cujo interior estd recoberto por um material de absorcdo e no meio
possui um cilindro onde se suspende uma caneca onde sdo colocadas as amostras, as

quais também sdo congeladas com os vapores do nitrogénio.

Vaérios destes equipamentos foram testados em varias ocasifes, Riley et al. (2004)
congelaram em camaras frias a -140°C, com uma curva de 16°C/min, comecando de -

60°C, ja que ao colocar as amostras a temperatura aumentou.

Cruz et al. (2004), usaram o vapor de nitrogénio liquido dentro de uma geladeira

de isopor, colando uma rampa a 3 cm do fundo, estabilizando a temperatura a -76°C
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durante 15 minutos colocando as amostras em palhetas de 0,5 mL congelou em um
freezer programavel a -10°C/min até -150°C, finalmente como a maioria de estudos
depois de um tempo determinado as palhetas foram transferidas ao nitrogénio liquido a -
196°C.

No Brasil, Maria (2005), congelou sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus)
dentro de um “dry shipper” a -170°C, a uma taxa de congelamento de -35.6°C/min

durante 24 horas.

2.5.2. Diluentes

Para o congelamento do sémen ha& necessidade de adicdo de agentes
crioprotetores e meios diluentes, sendo esses ultimos, solugdes de sais ou carboidratos,
que adicionados ao sémen, mantém a viabilidade espermatica durante a reducdo da
temperatura. A composi¢cdo do diluente € um dos fatores que afetam a proporcéo de
espermatozdides vivos apds a congelacdo-descongelacdo (WATSON, 1995).

Os diluentes para congelagdo devem possuir como requisitos basicos:
isotonicidade, para que ndo haja ativacdo prévia da motilidade espermatica;
estabilidade, mantendo suas propriedades fisico-quimicas durante o contato com o
sémen; condutividade térmica elevada, permitindo a rapida transferéncia de temperatura
do meio externo para os espermatozdides; esterilidade e servir de carreador de
crioprotetores (LEGENDRE; BILLARD, 1982).

Segundo Maisse et al. (1998), os meios diluentes ideais compdem se de uma
substancia organica que atue como crioprotetor externo e que proteja as células contra o
choque térmico que se produz ao resfriar o sémen desde os 20°C aos 5°C: gema de ovo
ou leite desnatado; uma fonte de energia: glicose ou frutose; um componente tampao:
citrato de sdédio ou tris-hidroximetil-aminometano (TRIS); um crioprotetor interno que
proteja aos espermatozdides durante a congelacdo: glicerol, dimetilsulféxido (DMSO),
etilenoglicol; acucares como a lactose e rafinose, um antibidtico para prevenir o
crescimento bacteriano: penicilina, estreptomicina ou gentamicina. Na maioria dos
trabalhos, a combinacdo desses dois agentes (crioprotetores e diluentes) é diferente,
sendo dificil saber qual o fator ideal para cada espécie, ja que eles atuam de modo

especifico.
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= Diluentes a base de agua de coco para congelacéo e resfriamento

A &4gua de coco é uma solucdo acida, natural e estéril, composta de sais,
proteinas, acglcares, vitaminas, gorduras neutras (NUNES; COMBARNOUS, 1995),
além de indutores da divisao celular e eletrélitos diversos, que conferem densidade e pH
compativeis com o plasma sangliineo, proporcionando, 0s nutrientes necessarios para
manter a sobrevivéncia e viabilidade de gametas masculinos e femininos
criopreservados (BLUME; MARQUES Jr., 1994).

A 4gua de coco tem sido utilizada em biotecnologias da reproducdo animal,
obtendo-se bons resultados com a utilizacdo da adgua de coco na preservagdo do sémen
de animais domésticos como caprinos (SALLES, 1989), ovinos (ARAUJO, 1990),
suinos (TONIOLLI; MESQUITA, 1990) e caninos (MONTEZUMA Jr. et al., 1994).

A &gua de coco (Cocos nucifera L.) foi utilizada como diluente de sémen de
carpa (Cyprinus carpio L.) objetivando o prolongamento da motilidade espermatica
sendo comparada com a solucdo de Alsever modificada (cloreto de sodio 4,2g; citrato
sodio 5%; acido citrico 0,5g; dextrose 20,50g; dgua destilada 1000 mL), ambos com a
osmolaridade média de 150 mOsm/Kg, sendo observado melhores resultados quando do
uso da a dgua de coco (CARVALHO et al., 2002).

Farias et al. (1999) utilizou a agua de coco

[3

‘in natura” em quatro diferentes
osmolaridades (100, 125, 150 e 300 mOsm/Kg) como diluente de sémen de tambaqui
(Colossoma macropomum CUVIER, 1818) em temperatura ambiente, observando que
as osmolaridades de 125 e 150 mOsm/Kg aumentam a motilidade e sobrevivéncia
espermatica, em comparagdo com a agua “in natura” (agua do tanque).

Diluidores de sémen a base de agua de coco apresentam como vantagens o0 baixo
custo, facil preparo, além do fato do coco ser abundante no Nordeste do Brasil.
Entretanto, a 4gua de coco apresenta dificuldades quando a conservacdo por longos
periodos apos sua extracdo do fruto, limitagdes na disponibilidade do fruto em regibes
onde ha a caréncia do vegetal, além de variacdes na constituicdo bioquimica da agua de
coco entre diferentes frutos. Isto motivou o desenvolvimento do produto agua de coco
em pb (ACP), onde os constituintes nutricionais da agua de coco sdo obtidos a partir de
sua desidratacdo em sistema alto-vacuo. O produto ACP se caracteriza por possuir
composicdo padronizada, obtido a partir de frutos oriundos de plantacdes organicas

certificadas, além de possuir caracteristicas bioquimicas similares as da agua de coco in
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natura. Para conservacdo do sémen de peixes, a formulagdo ACP-104 foi desenvolvida
(NUNES; SALGUEIRO, 2006).

2.5.3. Crioprotetores

Os crioprotetores s@o empregados no congelamento para diminuir os danos
celulares produzidos pelo processo de congelamento-descongelamento e devem possuir
baixa toxicidade para as células e alta solubilidade em agua (BATISTA et al., 2006).

Séo classificados em crioprotetores intracelulares ou permeaveis e extracelulares
ou impermedveis. O crioprotetor intracelular é uma substancia quimica que retira agua
da célula e diminui a temperatura em seu interior, interferindo na formacéo de cristais
de gelo (NIZIO, 2005).

Segundo Viveiros (2005) os crioprotetores que oferecem melhores resultados
para 0 sémen de peixes sdo: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSQO), dimetilacetamida
(DMA) e metanol, mostrando elevadas taxas de motilidade pos-descogelacdo e valores
satisfatorios de percentuais de fecundacdo. Recentemente foi descrita a boa acdo do
metilglicol como crioprotetor de sémen de piracanjuba (MARIA, 2005). Entre os
crioprotetores intracelulares mais utilizados podem ser citados também, glicerol,
metanol e etilenoglicol, geralmente a uma concentracdo de 10% (NIZIO, 2005).

Os crioprotetores extracelulares funcionam de forma diferente, eles recobrem a
superficie celular e estabilizam a membrana auxiliando a minimizar os possiveis danos
celulares causados pelo processo de congelamento. Incluem agUcares (sacarose,
glicose), polimeros (dextrano, PVP) e proteinas (gema de ovo e leite em po). A
combinacdo de um crioprotetor intra e extracelular é muito empregada para a
criopreservacdo (SIERRA, 2005).

2.6 Analise Computadorizada

A avaliacdo objetiva da motilidade espermatica em peixes foi inicialmente
relatado por Cosson et al (1985) com a utilizacdo de um estroboscdpio e camera de
video gravando a motilidade espermatica do sémen de truta. Somente nos ultimos anos
um sistema de avaliacdo computadorizada foi adaptada para estudos espermaticos de
peixes (CHRIST et al., 1996; KIME et al., 2001; RAVINDER et al., 1997). A Analise
Espermatica Auxiliada por Computador (Computer-Aided Sperm Analysis - CASA)
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capta e digitaliza imagens estaticas e dinamicas de espermatozoOides através da
utilizacdo de um software (BOYER et al., 1989).

A Anélise de Sémen Assistida por Computador (CASA) é definida como um
sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos
espermatozdides, fornecendo informacao acurada, precisa e significativa do movimento
individual de cada espermatozéide e também resumos estatisticos da populacéo
espermatica (AMANN; KATZ, 2004). A automatizacdo desta analise permite maior
objetividade e rapidez, uma vez que esta é realizada numa fracdo do tempo requerido
pela avaliagéo subjetiva (MOTIMER, 1997).

Os sistemas CASA tém permitido a deteccdo de slUbitas mudangas no
movimento espermatico, além de melhorar a discriminacdo a nivel laboratorial de
estudos com novos diluentes (AMANN; KATZ, 2004).

Os parametros comumente obtidos através de analisadores de sémen
computadorizados sdo: velocidade do percurso curvilinear (VCL), velocidade do
percurso médio (VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR),
linearidade (LIN), oscilacdo (WOB), frequéncia de batimento cruzado (BCF), e
deslocamento lateral da cabe¢a (ALH) (MOTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002)

Os trés parametros de velocidade (VCL, VAP, VSL), sdo comumente utilizados
para descricdo geral do movimento do espermatozdide, entretanto, para uma avaliacao
adicional, foram estabelecidos os parametros STR, LIN e WOB, que tratam das relacdes
entre estas velocidades (MOTIMER, 1997). A retilinearidade fornece uma indicacao da
relacdo entre o percurso liquido percorrido e a trajetéria media do espermatozoide, de
modo gque em situacdes em que o percurso médio se aproxima da trajetoria em linha reta
apresente elevado STR, com baixa ALH. Ao contrario, percursos circulares possuem
baixos STR, pois 0 percurso médio apresenta valores superiores que o retilineo. A
linearidade expressa a relacao entre o percurso liquido percorrido pelo espermatozoide e
sua trajetdria real, de modo que uma trajetoria circular pode apresentar baixa linearidade
uma vez que o percurso real do espermatozoide é maior que seu deslocamento efetivo.
A oscilacdo (WOB) apresenta-se baixa em percursos em que o espermatozdide percorre
vasta area em seu deslocamento (elevado ALH), mas alto em trajetérias circulares ou
retilineas uma vez que a VAP e a VCL se assemelham (MOTIMER, 1997).
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3. JUSTIFICATIVA

A espécie Piaractus brachypomus, a Pirapitinga, € uma espécie de importancia
comercial na regido Nordeste, pela qualidade de sua carne. Pela diminuicdo na
diversidade genética observada nos plantéis, faz-se necesséario o desenvolvimento de
novas tecnologias que permitam o intercambio de material seminal entre os produtores,
aproveitar 0s gametas que possam obter-se de individuos selvagens e conservar
amostras seminais nos periodos menos favoraveis (FARIAS, 1998; FRENESDA et al.,
2004).

Pouca informacéo existe sobre o sémen de Pirapitinga, Piaractus brachypomus
(FRENESDA et al., 2004) principalmente em relagdo a composicéo do plasma seminal,
comportamento em diversos meios diluentes e anélise objetiva da motilidade durante a
conservacdo, seja a fresco ou criopreservado. Alem do mais, poucos testes foram
realizados com o meio diluente a base de agua de coco em p0O para sémen de peixes
(ACP-104) e seu efeito durante o tempo de equilibrio inicial, bem como o ajuste final
no volume de meio diluente capaz de reativar os espermatozdides e oferecer bons

resultados de fertilidade, compativeis com sémen fresco.
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4. HIPOTESES CIENTIFICAS

O meio diluente a base de agua de coco em p6 para sémen de peixes (ACP-104)
apresenta ions e outros constituintes favoraveis a viabilidade espermética, podendo
superar o0s resultados obtidos com outros diluentes, como o Ringer. O comportamento
cinético dos espermatozdides, desde sua diluicdo a fresco até sua utilizacdo, resfriado ou
criopreservado, para uso na fertilizacdo, € influenciado pela diluicdo em solucGes

idnicas e osmaticas em diversas concentragoes.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral
e Estabelecer e aperfeicoar a utilizacdo da agua de coco em p6 (ACP-104)

como meio diluente para criopreservacdo sémen de Pirapitinga.

5.2. Objetivos especificos

e Estudar o comportamento dos espermatozdides de Pirapitinga quando
congelados em ACP-104 e Ringer, quando rediluidos em solugdes de ativacdo
em diversas concentraces pos descongelacéo;

e Auvaliar a cinética espermatica do sémen p6s descongelado de Pirapitinga em
ACP-104 e Ringer.
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6. CAPITULO 1

Cinética do sémen de Pirapitinga (Piaractus brachypomus) congelado em meio
diluente a base de 4gua de coco em p6 (ACP-104) ou Ringer: pos-descongelacédo e

ativacao em diferentes solucdes.
Nathalie Ommundsen Pessoa, Carminda Sandra Brito Salmito Vanderley, Miriam Luzia

Nogueira Martins de Sousa, Monica Aline Parente Melo, Claudio Cabral Campello,

Cristiane Clemente de Mello Salgueiro, José Ferreira Nunes.

Submetido ao Periddico Journal Canadien des Sciences Halieutiques et Aquatiques em
25 de outubro 2009
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Cinética do sémen de Pirapitinga (Piaractus brachypomus) congelado em meio
diluente a base de 4gua de coco em p6 (ACP-104) ou Ringer: pos-descongelacéo e
ativacao em diferentes solucdes.

Cinetic analysis of cryopreservated sperm from Pirapitinga (Piaractus brachypomus) in
diluents solutions based on coconut water powder (ACP-104) or Ringer: pos-thawed

and activation in different activation solutions.

RESUMO

A pirapitinga, Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818), é um peixe da familia
Characidae, originario das Bacias do rio Amazonas e Orinoco.O objetivo desse trabalho
foi determinar a motilidade espermatica de sémen criopreservado em diferentes
diluentes de Piaractus brachypomus e a ativacdo da motilidade com trés solucbes de
ativacdo. As amostras de sémen foram diluidas em quatro meios preparados pela
combinacgdo dos dois diluidores ACP-104, agua de coco em po e Ringer associados a
dois crioprotetores, DMSO e metilglicol. Os dados mostram o NaCl e o NaHCO3s como
solucdes de ativacdo, apresentaram resultados semelhantes entre si e significativamente
superiores & agua destilada. O tratamento ACP-104 associado ao crioprotetor DMSO
apresentou ativacdo da motilidade espermatica pos-descongelamento significativamente
superior em relagcdo aos demais tratamentos.Conclui-se portanto que a agua de coco em
p6 modificada para peixes mantém a motilidade dos espermatozdides viavel e
demonstra ser um bom diluente para a criopreservacao do sémen nessa especie.

Palavras-chave: Criopreservacdo, Piaractus brachypomus, Peixe, Sémen, Motilidade
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ABSTRACT

The pirapitinga, Piaractus brachypomus (CUVIER, 1818) is a Characidade freshwater
fish that inhabits the Amazon and Orinoco River basins. The aim of this study was
determinate spermatic motility of cryopreserved sperm of pirapitinga in three different
activation solutions. Sperm samples were diluted in four freezing media prepared by a
combination of two extenders ACP-104, coconut water pounder and RINGER
modificated and two cryoprotectant agents (DMSO and methylglycol). Data shows
NaCl and NaHCO3 results were similar to each other and significantly superior to
distilled water. The ACP-104 treatment associated with the cryoprotectant DMSO
showed activation of sperm motility after thawing significantly higher compared to
other treatments. In conclusion, therefore, the coconut milk powder modified to keep
fish sperm motility feasible and proved to be a good diluent for sperm cryopreservation
in this species.

Key-words: Cryopreservation, Piaractus brachypomus, Fish, Sperm, Motility
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INTRODUCAO

A pirapitinga, Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818), é um peixe da familia
Characidae, migratorio, 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 aceitacdo no mercado e excelentes condigdes para a
piscicultura (Fresneda et al., 2004) e de grande importancia econdmica para cultivo em
escala comercial na Colémbia, Brasil, Peru, Venezuela e América Central (Vasquez-
Torres et al., 2002).

O sémen pode ser congelado através do processo de criopreservagdo, que é uma técnica
que envolve procedimentos que permitem o armazenamento de espermatozdides de
peixes em nitrogénio liquido, mantendo a viabilidade dos gametas por tempo indefinido
(Mins et al., 2000). Diluidores sdo solucdes de sais ou de carboidratos, que ajudam a
manter a viabilidade das células durante a refrigeracdo. As condicOes exigidas de um
diluidor é que ele seja isotbnico (que ndo ative a motilidade espermatica), estavel ao
longo do armazenamento, estéril e também carreador de crioprotetores.(Maria et al.,
2006)

A agua de coco é uma solucéo natural e estéril, composta de sais, proteinas, acucares,
vitaminas, gorduras neutras, além de indutores da divisdo celular e eletrélitos diversos,
fornecendo os nutrientes necessarios para a conservacgao de células espermaticas (Blume
e Marques Jr., 1994). A agua de coco in natura, apos corrigidos a osmolaridade e o pH
para 0 sémen da espécie respectiva, poderia representar um diluidor eficiente, com uma
relacdo custo/beneficio favoravel aos programas de inseminacao artificial no Brasil
(Nunes e Cobarnous, 1995). 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).
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
formacdo de cristais de gelo por outras formas desconhecidas. O DMSO é o crioprotetor
mais utilizado na criopreservacdo do sémen de peixes characiformes brasileiros. O
DMSO tém sido efetivo na maioria das espécies quando utilizado numa concentracdo de
5-15% (Viveiros e Godinho, 2008). Entre os crioprotetores intracelulares mais

utilizados também podem ser citados glicerol, metanol e etilenoglicol. Além desses, o
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metilglicol também tem mostrado eficiéncia como crioprotetor (Viveiros e Godinho,
2008).

A avaliacdo da motilidade espermatica em peixes tem progredido significativamente
com a utilizacdo de gravacdo de videos e andlise de imagens (Ilwamatsu et al., 1993;
Trippel e Neilson, 1992) ou iluminagdo estroboscdpia e microscopia de campo escuro
(Cosson et al., 1985). Além dessas técnicas, o software CASA (analisador de motilidade
espermatica assistida por computador), que é amplamente usado para avaliar sémen de
aves e mamiferos, vem sendo usado em peixes e fornecendo parametros de motilidade
espermatica que poderiam estar relacionados a taxas de fertilizacdo (Kime et al., 2001).
O objetivo do presente estudo foi avaliar a motilidade espermatica, utilizando 0 método
computadorizado SCA (Sperm Class Analyser, 2005, Microptics, S.L. versdo 3.2.0), do
sémen criopreservado de pirapitinga P.brachypomus em diferentes criodiluentes (ACP-
104 e RINGER associado a DMSO ou Metiliglicol) e a ativacdo da motilidade com 3

solucdes de ativagao.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos meses de junho a setembro de 2009 no Centro de Pesquisas
em Aquicultura (CPAQ) do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS)
em Pentecoste (CE). Foram selecionados 30 machos de pirapitinga (Piaractus
brachypomus) com rede de arrasto, em tanque de terra, os quais foram selecionados,
identificados com microchip, pesados e injetados com dose Unica de extrato bruto de
hipdfise de carpa (2 mg/kg de peso corporal) para facilitar a coleta de sémen, de acordo
com o protocolo do CPAg. Apos aproximadamente 14 horas da indu¢do hormonal, o
sémen de cada macho foi coletado sob leve massagem da cavidade celomatica no
sentido cranio-caudal, individualmente em tubos de ensaio, evitando-se a contaminacgéo
com agua, sangue, fezes ou urina. Imediatamente apds a coleta, o sémen foi avaliado em
microscopio de luz previamente focalizado em aumento de 400x para verificar se
apresentavam motilidade espontanea ou causada por contaminacdo. Nas 30 amostras
sem motilidade espontanea ou contaminacao, a motilidade espermatica foi induzida com
agua do tanque na diluicdo de 1:10 (sémen:ativador) e subjetivamente determinada
através de uma escala de 0 a 100%. Em seguida, amostras de sémen foram avaliadas
quanto ao volume e pH (YSY Meter 660). Durante esses procedimentos o sémen foi

mantido em tubos de ensaio em isopor com gelo (£5°C).
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Para o congelamento, foi feito 5 ‘pools’ do s€émen de 15 animais e diluidos em solucdo
na proporcao de 1:4 (sémen:diluidor+crioprotetor) e 1:6 (sémen:diluidor+crioprotetor).
Os diluidores testados foram: agua de coco em p6 (ACP-104;pH 7,8 e 300mOsm) e
Solucdo de RINGER modificada para peixes (NaCl, KCI, NaHCOs, CaCl,.2H,0, pH
7,8 e 290-310 mOsm). Foi utilizado 10% dos crioprotetores DMSO ou metilglicol. O
sémen diluido foi entdo envasado em palhetas de 0,5 mL (n=9 palhetas/meio/macho) e
congelado no botijdo de vapor de nitrogénio (Cryoporter LN, dry vapor shipper), a -
170°C. Apo6s 30 minutos, as palhetas foram transferidas para o botijdo de nitrogénio
liquido (M.V.E., modelo Volta 20).

Apbs 12 dias de criopreservacdo, as amostras foram analisadas no Ndcleo
Integrado de Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual do Ceard (UECE) em
Fortaleza — CE. Foram realizadas 5 repeticdes. No momento da descongelacdo, as
palhetas foram descongeladas em banho-maria a 60°C, por oito segundos (Maria et al.,
2006). Cinco pL do sémen descongelado de cada palheta foram adicionados na camara
de Makler e ativado por 3 solugdes ativadoras, NaCl 50 mM (Maria et al., 2006),
NaHCO3 1% (Murgas et al., 2007) e agua destilada, e imediatamente observado no
microscopio de contraste de fase (Nikon H550S) focalizado na objetiva de 40x, com
filtro verde e dtica na posicdo pH1. O microscopio encontrava-se acoplado a uma
camera de video que gera 25 imagens por segundo através das quais 0s parametros de
motilidade foram calculados pelo Sperm Class Analyser (SCA 2005, Microptics, S.L.
versdo 3.2.0), que calculou os seguintes parametros: motilidade espermatica (%), a
velocidade curvilinear (VCL, pum/s), a velocidade média na trajetoria (VAP, um/s) e a
velocidade linear (VSL, pum/s).Todos os dados estdo expressos em média + erro padréo
da média. Os dados foram comparados por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis e o software utilizado foi 0 SAS (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso corpéreo e as caracteristicas gerais do sémen fresco dos 30 machos de

pirapitinga estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- Peso dos machos e caracteristicas do sémen fresco de pirapitinga (média *
erro padrdo da média; n= 30)

Caracteristicas Média + erro padrédo
Peso corporal (kg) 2,8+0,7

Motilidade espermatica subjetiva (%) 95,0+£1,0

Volume de sémen (mL) 1,8+04

pH do sémen 8,5+0,0

Tabela 2- Motilidade espermatica p6s decongelacdo do semen criopreservado em ACP-
104 e RINGER associados aos crioprotetores DMSO ou Metilglicol apds ativacdo

utilizando trés solugdes de ativacdo de motilidade.

Tratamentos H20 NaHCOs NaCl
ACP-104+DMS010% 3,76x1,7Ba 16,28+2,6Aa 21,13+2,6Aa
ACP-104+MG10% 2,16+0,6Ba 7,97+2,5Aab 9,46+2,6 Ab
RINGER+DMS010% 3,49+1,5Ba 9,39+3,4Aa 5,73+3,1ABb
RINGER+MG10% 3,97+£3,5Aa 3,42+0,9Ab 2,86x1,7Ab

a0 A8 | etras minusculas diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos e letras

maidsculas diferentes representam diferencas significativas entre solugdes de ativacao.( P<0.05)

Na tabela 2, quando a agua destilada foi usada como solucao ativadora, observa-se que
ndo houve diferengas significativas indepente dos tratamentos. Quando o bicarbonato
foi usado como ativador, os tratamentos com DMSO apresentaram resultados
significativamente superiores ao Ringer-metilglicol. Ja o ACP-metilglicol foi
equivalente para todos os tratamentos. Quando o NaCl foi utilizado observou se
resultados significativamente superiores no tratamento ACP-DMSO em relacdo aos
demais tratamentos. Na comparacdo entre os tratamentos, o ACP-DMSO e ACP-
metilglicol se comportaram da mesma forma quando ativados por bicarbonato e NaCl,
significativamente superiores a agua destilada. No tratamento Ringer-DMSO o ativador
bicarbonato apresentou resultado significativamente superior em relacdo a agua e o
NaCl similar as duas solucBes ativadoras. Ja o tratamento Ringer- metilglicol se

comportou da mesma forma independente da solucéo ativadora.
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Em relacdo aos parametros do CASA, a velocidade curvilinear (VCL, pm/s), a
velocidade média na trajetéria (VAP, um/s) e a velocidade linear (VSL, pm/s), também
ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos e as solugdes de ativacao.

O NaCl tém sido um bom ativador de motilidade de sémen de pirapitinga de acordo
com a literatura, 0 que corrobora os bons resultados encontrados nesse trabalho
(FRENESDA et al, 2004; NAVARRO et al, 2004). O Bicarbonato apresentou bons
resultados na ativacdo de sémen de curimba (FELIZARDO et al, 2009). E a agua
destilada provavelmente ndo apresentou bons resultados de ativacdo por ndo ser iénica e
apresentar osmolaridade zero.

Segundo Viveiros (2007), O ACP tem sido utilizado com sucesso na criopreservacéo de
sémen de animais domésticos e 0 ACP-104 tem apresentado tambem bons resultados na
criopreservacdo de algumas espécies reofilicas. O diluente RINGER foi modificado
para sémen de peixe em 1967 por Hudson e apresentou bons resultados no resfriamento
do sémen de Pirapitinga (VELASQUEZ, 2008), entretanto parece nao ser eficiente em
temperaturas de criopreservacao.

Em relacdo aos crioprotetores, 0 DMSO se mostra efetivo na maioria das espéecies numa
concentracdo de 5 a 15%.(VIVEIROS; GODINHO, 2009) e apesar de ndo ter tido
resultados significativos nesse trabalho, o metilglicol mostrou eficiente na
criopreservacdo de curimba e piracanjuba (MARIA et al, 2006).

Os baixos resultados encontrados neste trabalho podem ser parcialmente explicados
pelas coletas terem se dado durante o periodo ainda estava sobre o efeito de grande
quantidades de chuva. No primeiro semestre de 2009, o Estado do Ceara registrou
indice pluviométrico de 986mm, que significa 59% acima da média na mesma epoca do
ano de 2008 (FUNCEME, 2009). Com qualidade de agua ruim, e a uma deficiéncia na
alimentacdo animal a que 0s animais estavam expostos, estes podem ter influenciado na
motilidade espermatica, pois o ciclo reprodutivo dos peixes teledsteos apresenta uma
estreita relacdo com as variacGes de temperatura e com o regime de chuvas (BARBIERI
et al., 2000; GODINHO, 2007). Considerando que esses resultados estdo de acordo com
aqueles encontrados na literatura, pode se afirmar que mesmo ndo existindo diferencas
significativas,0s mesmos podem ser utilzados para processamento da criopreservagdo do
sémen de pirapitinga para a constituicdo de banco de germoplasma. Conclui-se portanto,
que a agua de coco em p6 modificada para peixes (ACP-104) mantém a motilidade dos
espermatozdides viavel e demonstra ser um bom diluente para a criopreservacao do

sémen nessa espécie.
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E necessario o aprimoramento das técnicas de manipulacdo da reproducio além de
fatores abioticos, para que se obtenha o maior qualidade espermatica e assim preservar
as espécies em cativeiro. Essas informagdes poderdo nortear novos experimentos,
melhorar as condigdes de cultivo, valorizar a atividade no sentido econémico, assim

como aumentar o nimero de alevinos destinados a aquicultura.
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7. CONCLUSAO

A 4gua de coco em pd modificada para peixes mantém a motilidade dos
espermatozdides vidvel e demonstra ser um bom diluente para a criopreservacdo do

sémen nessa espécie.
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8. PERSPECTIVAS

A criacdo em cativeiro de animais reofilicos € um dos fatores que provocam alteracdes
bioquimicas nos animais. Pelo valor econémico da aquicultura, pesquisa e extrativismo,
ha ainda grande necessidade de aperfeicoamento de protocolos de criopreservacdo de
gametas abrangendo todo o0s eventuais estresses climaticos para otimizar a producao e

poder promover um banco de germoplasma de animais resistentes a condi¢Ges aversas.
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10. ANEXOS
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Anexo 1 — Niveis oficiais da 4gua de coco em po.

Dados provenientes de laudo de laboratdrios REBAS ANVISA (2009), ITAL e CQA de

Campinas.

Referendas ITAL/CQA (2009). Dados nédo publicados.

ACP Biotecnologia.

%VD
Por 100g Ref ACP (1009)
Caloriais (kcal) 2000 [388
Caloriais (kJ) 8400 [1630
Calorias de Carboidratos (kcal) 304
Calorias de Lipidios (kcal) 36
Calorias de Proteinas (kcal) A8
Carboidrato, por diferenca (g) 1300 76,000000
Frutose (g) 7,800000
Glicose (g) 6,200000
Sacarose (Q) 0,000000
Proteina (g) 75 12,000000
Gorduras totais (g) 55 4,000
Gorduras saturadas (g) 22 2,460
8:0 acido caprilico (g) 0,020
10:0 acido céaprico (g) 0,020
12:0 acido laurico (g) 1,410
14:0 &cido miristico (g) 0,600
16:0 acido palmitico (g) 0,420
Gorduras monoinsaturadas (g)
18:1 acido oléico (g) 0,120
Gorduras polinsaturadas (g) 0,470
18:2 &cido linoléico (g) 0,540
Gorduras trans (g) 0,000
Colesterol (mg) 300 0,000
Fibra, total alimentar (g) 25 24,000000
Fibra (g) 0,000000
Fibra Alimentar Insoltvel (g) 0,000000
Fibra Alimentar Soluvel (g) 0,000000
Umidade (g) 1,000000
Sodio, Na (mg) 2400 [2240,000000
Calcio, Ca (mg) 800 492,000000
Ferro, Fe (mg) 14 8,000000
Cobre, Cu (mg) 0,9 0,380000
Fosforo, P (mg) 700 430,000000
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Magnésio, Mg (mg) 260 510,000000
Manganés, Mn (mg) 2,3 2,600000
Potéssio, K (mg) 5170,000000
Selénio, Se (mcg) 34 27,100000
Zinco, Zn (mg) 7 3,300000
Vitamina B1 (mg), tiamina 1,2 4,550000
Vitamina B2 (mg), riboflavina  [1,3 0,070000
Vitamina B3 (mcg), niacina e lasg1 600000
(acido nicotinico e vitamina PP

Vitamina B6 (mg), piridoxina 5 0,130000
Vitamina C (mg), &cido ascorbico 45 16,510000
Acido Aspartico (mg) 4,729000
Acido Glutdmico (mg) 12,412000
Alanina (mg) 7,627000
Arginina (mg) 1,883000
Fenilalanina (mg) 4,927000
Glicina (mg) 3,980000
Histidina (mg) 2,360000
Isoleucina (mg) 0,01  [2,652000
Leucina (mg) 0,014 [5,146000
Lisina (mg) 2,608000
Metionina (mQ) 1,579000
Prolina (mg) 5,344000
Serina (mg) 2,543000
Tirosina (mg) 0,818000
Treonina (MQ) 1,843000
\Valina (mg) 0,01 5,234000
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