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Otimizacao da relacdo espermatozoide:ovocito empregando-se a frutose

como modulador do movimento espermatico em Rhamdia quelen

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da frutose como modulador do movimento
espermatico sobre a otimizagcdo da relagdo espermatozoide:ovécito em procedimentos de
reproducdo artificial com o uso do sémen do Rhamdia quelen criopreservado. Através do
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) foram avaliadas em quatro réplicas a motilidade, a
velocidade ¢ o tempo de duragdo da ativacdo espermatica do sémen criopreservado apos o
descongelamento (10 segundos apds a ativagdo) em seis solugdes ativadoras contendo frutose na
concentragdo de 0,0; 0,9; 1,8; 2,7; 3,6 ¢ 4,5%. Para o ensaio de fertilizagdo foi aplicado um
delineamento experimental em esquema fatorial (5 x 6) composto de cinco relacdes
espermatozoides:ovocito (1x104, 3x10%, 5x10%, 7x10% e 9x104), seis solucdes ativadoras contendo
frutose (0; 0,9; 1,8; 2,7; 3,6 e 4,5%) e trés replicas ou blocos experimentais (“pools” de ovocitos
provenientes de trés grupos fémeas). Os efeitos foram avaliados sobre as taxas de fertilizacao,
eclosdo e normalidade larval. Na avaliacdo das varidveis espermaticas, a analise de regressao
mostrou efeito (p<0,05) das solugdes na motilidade, velocidade e tempo de duragdo da ativagao
espermatica. Também foi verificado efeito (p<0,05) no indice obtido pelo agrupamento destas
variaveis, denominado de indice de movimento espermatico, com resultados de maximo
desempenho tedrico quando empregado 2,85% de frutose na solucdo ativadora. No ensaio de
fertilizag@o a analise de superficie de resposta mostrou efeito interativo (p<0,05) entre a relagdo
espermatozoides:ovocito ¢ as concentragdes de frutose das solugdes ativadoras, sobre as taxas de
fertilizagdo e de eclosdo e do indice de agrupamento das duas variaveis denominado indice de
sucesso reprodutivo. De acordo com o modelo estatistico a relagdo espermatozoides:ovocito foi
reduzida mantendo-se as taxas de fertilizagdo e eclosdo. A inclusdo de frutose nas solucdes
ativadoras promoveu niveis maximos teoéricos semelhantes para fertilizagdo e eclosdo quando
comparada a fertilizacdo apenas em agua destilada, porém com uma economia de 17,77% de
espermatozoides moéveis. A normalidade larval apresentou efeito (p<0,05) apenas do bloco.
Conclui-se que a relagdo espermatozoides:ovocito pode ser reduzida através do emprego de
solugdes ativadoras a base de frutose, sem causar prejuizos as taxas de fertilizagcdo e eclosdo e

normalidade larval.

Palavras-chave: Criopreservacdo. Dose inseminante. Motilidade espermatica. Velocidade

espermatica. Modulador espermatico. Espermatozoide.



Optimization of the sperm:oocyte ratio employing fructose as a modulator of

sperm movement in Rhamdia quelen

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of fructose as a modulator of sperm movement
on the optimization of the sperm: oocyte in artificial reproduction procedures with the use of
cryopreserved semen in Rhamdia quelen. Through the Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA) were evaluated in four replicas the motility rates, speed and time of sperm activation of
the cryopreserved semen after thawing (10 seconds after activation) into six activating solutions
containing fructose, concentrated at 0.0; 0.9; 1.8; 2.7; 3.6 and 4.5%. For the testing of fertilization
an factorial experimental design (5 x 6) composed of five sperm:oocyte ratio (1x10%, 3x10%,
5x10%, 7x10* e 9x10%), six activating solutions containing fructose (0.0; 0.9; 1.8; 2.7; 3.6 and
4.5%) and three replicas or experimental blocks ("pools" of oocytes from three female groups).
The effects were evaluated over variable rates of fertilization, hatching and larval normality. In
the evaluation of sperm variables a regression analysis showed effect (p<0,05) of the solutions in
motility, speed and duration of sperm activation. It was also verified effect (p<0,05) in the index
obtained from clustering of such variables called index of sperm movement, with results of
theoretical peak performance when 2.85% of fructose in solutions was employed. In the
fertilization assay the analysis of response surface showed interactive effect (p<0.05) between
sperm:oocyte ratio and fructose concentrations in activating solutions, on the fertilization and
hatching rates and of the clustering index of two variables called index of reproductive success.
According to the statistical model, sperm:oocyte ratio can be reduced keeping up the rates of
fertilization and hatching. The inclusion of fructose in activating solutions has promoted similar
theoretical maximum levels for fertilization and hatching when compared to fertilization only in
distilled water, however with a saving of 17.77% of mobile spermatozoa: oocyte. The larval
normality showed effect (p<0.05) just for the block. It is concluded that the sperm:oocyte ratio
can be reduced through the employment of fructose-based activating solutions, without affecting

the fertilization, hatching rates and larval normality.

Keywords: Cryopreservation. Insemination dose. Sperm motility. Sperm velocity. Spermatic
modulator. Sperm.
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CAPITULO1

Revisao de literatura



1. Ativacao e motilidade espermatica em peixes

Nos testiculos e no plasma seminal, os espermatozoides de um grande numero de espécies de
peixes de dgua doce apresentam-se quiescentes, sendo a motilidade espermatica um processo que
tem inicio apds o contato das células com o ambiente aquatico ou meio ativador (Alavi e Cosson,
2006). Os fatores fisicos, quimicos e fisiologicos responsaveis pela ativagdo espermatica sdo
variados, podem atuar de maneira isolada ou de forma interativa, e dependem da espécie e do
meio em que esta habita (Valdebenito et al., 2009). Dentre os fatores que causam despolarizagdo
da membrana celular e estimulam o inicio do movimento espermatico, merecem destaque o pH, a
composi¢ao idnica do meio ativador, e a variacao dos niveis osmoticos entre o plasma seminal e o
meio ativador (Coward et al, 2002; Martinez e Carrasco, 2010).

Em determinadas espécies, a exemplo da truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), do salmio
(Salmo salar), do esturjdo (Acipenser ruthenus) e do peixe-espatula (Polyodon spathula), a
ativagdo espermatica ¢ dependente da agdo do fon K™ e de antagonistas como Na“ ¢ o Ca*"
(Cosson, 2004; Alavi e Cosson, 2006). No entanto para outras espécies como a carpa (Cyprinus
carpio) ¢ o turbot (Scophthalmus maximus) a diferenga de osmolaridade entre o plasma seminal e
o meio ativador, independente da concentracdo de ions, ¢ o principal desencadeador da ativagao
espermatica (Morisawa ef al., 1983; Chauvaud et al., 1995).

Outros fatores fisicos e quimicos, como pH, temperatura e presenga de ions nos meios
ativadores apesar de ndo atuarem como principais desencadeadores da motilidade esperméatica em
determinadas espécies, podem contribuir no tempo de duracdo e vigor da motilidade espermatica
(Cosson, 2004). De maneira semelhante em diversas outras espécies de peixes solugdes que
prolongam o tempo de duracdo e a velocidade dos espermatozoides vém sendo testadas, a
exemplo de solugdes como o fluido ovariano na ativagdo de espermatozoides em salmonideos
(Woolsey et al., 2006, Butts et al., 2012) ou de solucgdes salinas contendo bicarbonato de sodio,
NaCl e KCI (Murgas et al., 2007), além de solu¢des contendo cafeina para a truta (O. mykiss)
(Valdebenito et al., 2007) ou frutose para o surubim do Iguagu (Steindachneridion
melanodermatum) (Neumann, 2012).

Em funcdo de a motilidade espermatica ser considerada uma das principais variaveis
relacionadas a qualidade do sémen em peixes (Kime et al., 2001), e estar diretamente
correlacionada a fertilizagdo (Rurangawa et al., 2004) solugdes capazes de prolongar a duragdo do
tempo de ativacdo e as taxas de motilidade sdo fundamentais em procedimentos de fertilizagao
artificial, possibilitando maiores taxas de fertilizacdo e melhor desempenho reprodutivo (Gallego

etal.,2013).
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2. Metabolismo energético do espermatozoide

Enquanto permanecem imoéveis nos testiculos, os espermatozoides de peixes apresentam
metabolismo energético basal caracterizado por baixo consumo de oxigénio, apenas para a
manuten¢do de trocas idnicas na membrana plasmatica e para o armazenamento de estoques de
ATP nas mitocondrias, porém quando expostos ao meio aquatico ou a um meio ativador
adequado, iniciam movimento flagelar (Bobe e Labbé¢, 2010).

As principais fontes de energia para o espermatozoide sdo provenientes da glicolise,
fosforilagdo oxidativa e ciclo do acido tricarboxilico, sendo o ATP gerado por estas vias a
principal molécula energética. Durante o periodo de motilidade, a demanda por energia pelo
espermatozoide ¢ muito elevada e a atividade da adenilato quinase torna-se intensa para gerar o
ATP necessario ao batimento flagelar (Ingermman, 2008). No entanto, o consumo energético ¢
maior do que a capacidade de produgdo de energia pela célula, o que resulta em uma rapida
deplecdo dos niveis intracelulares de ATP e reflete na curta duragdo da motilidade espermatica
(Burness et al, 2005)

Apesar do ATP acumulado durante a capacitacdo espermatica desempenhar o principal papel
no fornecimento de energia para as células espermaticas, estudos demonstraram que durante o
movimento espermatico, nutrientes internos como frutose, glicose e galactose podem contribuir
para o metabolismo do ATP e fornecimento de energia as células em determinadas espécies,
como relatado para o escalo (Leuciscus cephalus) (Lahnsteiner et al., 1992) e a dourada (Sparus
aurata) (Lahnsteiner et al., 2012). Por outro lado, precursores metabolicos presentes em
substratos exdgenos também podem ser incorporados como € o caso do piruvato, lactato,
glioxilato e em menor grau a glicose (Bobe e Labbé, 2010 ; Ingermman et al., 2011).

Contudo, a capacidade das células espermatica de metabolizar substratos energéticos exdgenos
¢ um fator espécie-especifico (Boryshpolets et al., 2009) e esta relacionada as estratégias
reprodutivas. Espécies de fertilizacdo interna sdo capazes de metabolizar substratos exdgenos
devido a presenca de substincias metabdlicas nos fluidos produzidos pela fémea, enquanto que
em espécies de fertilizagdo externa, a célula espermatica geralmente tem dificuldade em
metabolizar o substrato extracelular, devido a um metabolismo oxidativo limitado, ou baixa
permeabilidade de membrana (Bobe e Labbé, 2010).

Metabolitos como os citados anteriormente podem ocorrer naturalmente nos fluidos ovarianos
e no plasma seminal, possuindo a capacidade de prolongar o tempo de ativagdo espermatica em
algumas espécies de peixes (Ingermman et al., 2011). Portanto, o emprego destas substancias em
solucdes utilizadas em procedimentos de fertilizacdo artificial de ovocitos de peixes podem

melhorar a condi¢ao das células e consequentemente o sucesso reprodutivo.
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3. Relacio espermatozoide:ovocito

A relagdo espermatozoide:ovocito ou dose inseminante ideal, pode ser definida como o
numero de espermatozoides necessarios para fertilizar cada ovocito, representando o maximo
sucesso na fertilizacao (Leite ef al., 2013). Essa propor¢do ideal de gametas € espécie-especifica e
esta relacionada a caracteristicas como o didmetro do ovocito, o tempo de duragdo da motilidade
espermatica e a distancia percorrida pelos espermatozoides até o encontro do ovdcito (Billard e
Cosson, 1992; Suquet et al., 1995). Estudos de relacdo espermatozoide:ovdcito foram realizados
com diversas espécies de peixes teleosteos, incluindo espécies neotropicais como a piabanha
(Brycon insignis) (Shimoda et al., 2007) o dourado (Salminus brasiliensis) (Sanches et al., 2009)
o pacu (Piaractus Mesopotamicus) (Sanches et al., 2011) e o cascudo-preto (Rhinelepis aspera)
(Bombardelli et al., 2013).

Em procedimentos de fertiliza¢do artificial, a aplicacdo do conceito de dose inseminante ¢é
fundamental para obter o sucesso das taxas de fertilizagdo, pois o emprego de um numero
excessivo de espermatozoides nestes procedimentos pode induzir a polispermia e/ou competicdo
entre os espermatozoides (Kwantong e Bart, 2009). Além disso, o emprego de reduzidas doses
inseminantes ou relagdes espermatozoides:ovocito pode reduzir a probabilidade de encontro de
gametas, e da mesma forma prejudicar o processo de fertilizacdo artificial (Shimoda et al., 2007).

Outro aspecto relevante da utilizagdo de uma correta relacdo espermatozoide:ovocito reflete
sobre a otimizagdo da eficiéncia reprodutiva em procedimentos de fertilizagdo artificial (Gallego
et al., 2013), uma vez que através da aplicacdo do numero exato de espermatozoides necessarios
para fertilizar determinada massa de ovocitos € possivel reduzir o nimero de machos e os custos
com a manutencao de grandes estoques de reprodutores (Bombardelli ef al., 2006; Felizardo et
al., 2010.

Além disso, do ponto de vista da consolidagdo do uso de sémen criopreservado em escala de
comercial/industrial, a aplicacdo da relagdo espermatozoide:ovocito ¢ essencial também devido a
redugdo nas taxas de motilidade espermatica do sémen descongelado e da necessidade de
correcdo da propor¢do de gametas em termos de células espermaticas moveis ou capazes de
realizar a fertilizacdo.

Apesar de determinadas espécies possuirem a relagdo espermatozoide:ovoécito definida como é
o caso do jundia (Rhamdia quelen) (Bombardelli et al., 2006), procedimentos capazes de gerar
redugdes na relacdo espermatozoide:ovocito, sem prejuizos as taxas de fertilizagdo devem ser
avaliados com o objetivo de promover um aperfeicoamento das técnicas de fertilizagdo artificial e

a racionalizagdo no uso de gametas.
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1. Introducao

A criopreservagdo de espermatozoides e a criacdo de bancos de germoplasma podem
contribuir para programas de conservacao da biodiversidade e/ou melhoramento genético na
aquicultura [1]. Apesar da viabilidade experimental das técnicas, atualmente o uso em larga
escala ou em escala ndo experimental do s€émen criopreservado de peixes encontra-se em estagio
inicial de desenvolvimento ¢ o seu emprego em nivel comercial ainda ndo tem sido viabilizado
[2,3].

As dificuldades relacionadas com a viabilizagdo do emprego do sémen criopreservado para
uso em larga escala estdo relacionadas com a inexisténcia de técnicas que disponibilizem, em
unico contéiner criogénico, o nimero minimo necessario de espermatozoides para garantir o
sucesso da fertilizagdo artificial dos ovocitos de uma ou mais fémeas [4,5].

Apesar de a criopreservagdo ser uma técnica experimental estabelecida com relativo sucesso
em muitas espécies de peixes de clima temperado [6], e em pelo menos 17 espécies neotropicais
[3], a perda da viabilidade espermatica em decorréncia dos danos celulares provocados pelo
processo de criopreservacao [7] dificulta a consolidagdo destes bancos genéticos para uso em
larga escala. Os danos celulares podem estar associados ao inchaco e a ruptura das células
espermaticas, a perda da permeabilidade seletiva da membrana ou a mudanga na sua fluidez e
ainda redugdo da atividade enzimatica [8]. Estes danos refletem de forma isolada ou combinada
sobre a motilidade e a velocidade espermatica, levando ao consequente prejuizo sobre a
fertilizagdo dos ovocitos e/ou o desenvolvimento embriondrio [9,10]. Uma estratégia utilizada
para compensar estes problemas e promover a manutencao do sucesso reprodutivo com o uso do
sémen criopreservado, tem sido a pratica da correcdo da proporcdo espermatozoides
moéveis:ovocito presente nos contéineres criogénicos. Contudo, nesta pratica obrigatoriamente
ocorre 0 aumento do volume seminal utilizado e retorna aos problemas que inviabilizam o uso
sémen criopreservado em larga escala.

Portanto, procedimentos que visem a melhora da fertilidade dos espermatozoides
criopreservados por meio da modulagdo da motilidade espermatica apds o descongelamento [6]
podem ser positivos na busca pela viabilizagdo de técnicas de criopreservagao para uso em larga
escala do sémen criopreservado de peixes. A modulacio do movimento espermatico é um
processo que atua sobre as propriedades fisiologicas da célula, melhorando o condicionamento do
espermatozoide [6] e consequentemente a sua capacidade de movimento. Pesquisas relacionadas
a este tema evidenciaram que a adigdo de substancias nas solu¢des empregadas na ativagdo
espermatica ap6s o descongelamento, como a cafeina para a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) [11,12] e a frutose para o surubim do Iguacu (Steindachneridion melanodermatum) [13],

promovem aumento das taxas de motilidade e de velocidade espermatica.



17

Como a fertilidade dos espermatozoides é diretamente relacionada com os pardmetros de
movimento espermatico [14] e a viabilidade do uso do sémen criopreservado depende da corregdo
da dose inseminante com base no percentual de espermatozoides moéveis e na velocidade
espermatica [15], o uso de solugdes contendo moduladores do movimento espermatico podem
contribuir para a viabiliza¢do destas técnicas. Estas solu¢des potencializam o movimento destas
células [16] e consequentemente, podem otimizar o uso dos espermatozoides em procedimentos
de criopreservagdo do sémen, reduzindo o volume de material a ser congelado e também
multiplicando o potencial reprodutivo de reprodutores com elevado valor genético [17,18].

Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos da frutose como modulador
do movimento espermatico e seus efeitos sobre a otimizacdo da relagdo espermatozoide:ovdcito
em procedimentos de reproducdo artificial com o uso do sémen criopreservado de Rhamdia
quelen, um importante modelo biologico e uma espécie neotropical com importincia para a

aquicultura na América do Sul [19].

2. Materiais e Métodos

2.1. Estrutura e animais experimentais

Este estudo foi conduzido no Laboratorio de Tecnologia da Reprodugao de Animais Aquaticos
Cultivaveis (LATRAAC), instalado no Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (InPAA)
da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), Toledo, Parana, Brasil. Foram
utilizados 10 machos (141,37 + 62,73g) e 24 fémeas (250,48 + 166,17g), previamente estocados
em viveiros escavados revestidos de alvenaria e fundo de terra, com area de 200m’. Foram
selecionadas as fémeas aptas a reproducéo, apresentando abdomen arredondado, papila urogenital
saliente de coloracdo avermelhada e tamanho uniforme dos ovocitos [20,21]. Os machos

selecionados apresentavam liberagdo de sémen quando submetidos a leve pressdo abdominal [18].

2.2. Coleta e avaliagdo do sémen fresco

Para a coleta do sémen, os 10 machos selecionados foram transferidos ao laboratorio de
reproducdo, e individualmente pesados, marcados e acondicionados em tanques de 1.000L
instalados em um sistema de recirculagdo dotado de aeragdo e controle de temperatura por meio
de aquecimento elétrico (+1°C).

Em seguida, com a finalidade de promover a espermiacdo os machos foram submetidos a
manipulagdo hormonal por meio de aplica¢ao intramuscular de uma dose tnica de 3mg de extrato
pituitario de carpa (EPC).kg de reprodutor’. A coleta do sémen foi realizada apés o periodo
correspondente a 240 unidades térmicas acumuladas (UTA) (10 horas; agua a 24°C), contadas a

partir da aplicagdo hormonal [22].
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A coleta dos gametas foi realizada individualmente para cada reprodutor, em tubos de ensaio
graduados, por meio de massagem abdominal no sentido céfalo-caudal. As primeiras parcelas do
sémen liberado foram desprezadas para evitar a possivel contaminagdo com urina, muco, fezes ou
agua. Imediatamente apds a coleta do sémen, foi analisada a ocorréncia de ativagdo acidental dos
espermatozoides (presenca ou auséncia de espermatozoides moéveis no sémen fresco ¢ ndo
diluido) por meio da visualizagdo subjetiva em microscopio optico em objetiva de 40X. As
amostras que apresentavam espermatozoides moveis foram descartadas.

Apos a coleta, o s€émen de todos os machos foi misturado e homogeneizado para formar uma
amostra composta ou um “pool” de sémen (motilidade espermatica de 84,73% e velocidade
espermatica de 48,69um.s”). Imediatamente apds a formagio do “pool”, o pH seminal foi
determinado por meio de método colorimétrico em papel de tornassol (Merck™) [23]. Em seguida,
aliquotas do sémen foram submetidas a centrifugacdo (Fanem®, Baby” I Centrifuge mod. 206) a
3.500rpm pelo periodo de 20min, para extracdo de 2,5ml de plasma seminal que foram
conservados a -5°C para posterior determinago da osmolaridade (252mOsm.Kg™") em osmémetro
crioscopico (PLZ, mod. PLZ-1000).

O restante do sémen coletado foi estocado sob refrigeracdo (£ 12° C) durante o periodo
necessario para a realizagdo das demais analises seminais e espermaticas. Os parametros de
motilidade espermatica foram avaliados em quadriplicatas pelo sistema Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA), dez segundos apés o inicio da ativacdo espermatica [24]. A ativacdo
espermatica foi realizada em tubos tipo eppendorf (1,5mL), utilizando-se 1pL de sémen e 800uL
da solugdo ativadora (agua destilada). Os parametros espermaticos avaliados foram: a taxa de
motilidade, a velocidade linear, a velocidade curvilinea e a velocidade média de deslocamento.
Em funcdo da existéncia de uma alta correlagdo, os resultados das trés velocidades foram
agrupados por meio da analise de componentes principais (PCA), gerando uma nova variavel
determinada velocidade espermatica [22].

Do “pool” de sémen, uma amostra de 5 pL. também foi fixada em 5.000 pL. de formol salino
tamponado para mensuragdo da concentragdo espermatica (2,91x10'° espermatozéides.mL™) e do
indice de alteragdes morfologicas (10,63+1,84%). A concentragdo espermatica foi determinada
por meio da contagem das células espermaticas em cdmara hematimétrica de Neubauer [25]. As
analises para determinacao do indice de alteragdes morfologicas foram realizadas em triplicata,
diluindo-se em tudo eppendorf 40uL do sémen previamente fixado em 2ul. do corante rosa de
bengala. Em seguida 20pL do sémen ja corado foram depositados sobre uma lamina, que foi seca
ao ar e coberta por uma laminula para posterior analise em microscopio Optico em objetiva de
40X. Cerca de 300 espermatozoides foram contados e classificados como normais ou anormais

[14].
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2.3. Criopreservagdo e avaliagdo do sémen apos o descongelamento

Durante o processo de criopreservagdo, amostras do s€émen provenientes do “pool” foram
diluidas em uma solugdo crioprotetora contendo 5% de frutose, 5% de leite em p6 e 10% de
metanol (pH 6,88, osmolaridade 3.016mOsm.Kg") adaptada de [26], na propor¢do 1:3 (sémen:
solugdo crioprotetora). Em seguida o s€émen foi imediatamente envasado em palhetes de volume
0,25mL e submetidos ao pré-congelamento em botijdo de vapor de nitrogé€nio pelo periodo de 18
horas. Em seguida, os palhetes foram transferidos e armazenados em nitrogénio liquido a -196°C.
Decorridas 24 horas, o s€émen criopreservado foi submetido ao protocolo de descongelamento
pela imersdo dos palhetes em agua a temperatura ambiente (25°C), por um periodo de 10
segundos.

Aliquotas do sémen descongelado foram submetidas a ativagdo espermatica por meio da
dilui¢@o em solugdes a base de agua destilada e seis diferentes niveis de frutose (0,0; 0,9; 1,8; 2,7;
3,6 ¢ 4,5%). Para promover a ativagdo espermatica, 10uL. de s€émen foram diluidos em 800uL da
solugdo ativadora e homogeneizados em um eppendorf de volume 1til de 1,5mL. Apds a diluigdo,
para cada solucdo ativadora, foi realizada em quadriplicata a avaliagdo dos parametros de
motilidade e velocidade espermatica conforme descrito anteriormente, e também do tempo de
duracdo da ativagdo espermatica (tempo correspondente entre o inicio € o término da ativagdo
espermatica). Ainda, devido a forte correlagdo entre os parametros, foi obtido o indice de
movimento espermatico, gerado pelo agrupamento das varidveis de motilidade, velocidade e
tempo de duracdo da ativacdo espermadtica, por meio do protocolo de andlise de componentes
principais (PCA). Os niveis de frutose empregados nas solugdes ativadoras foram definidos com
base em ensaios piloto. Também foram mensurados a osmolaridade (osmometro crioscopico PLZ,

mod. PLZ-1000) ¢ o pH (pH-métro digital Tecnal®, TEC-5) das solugdes ativadoras (Tabela 1).

Tabela 1
Osmolaridade e pH das solugdes ativadoras contendo diferentes niveis de frutose.
Solugdo (% de Frutose) Osmolaridade (mOsm.Kg™) pH
0 0 7,0
0,9 47 6,50
1,8 96 6,48
2,7 148 6,49
3,6 200 6,51
4.5 254 6,50

Parte do sémen descongelado também foi fixada em solugdo de formol salino tamponado para
posterior andlise do indice de alteragdes morfologicas (47,65+4,11%) conforme procedimento

descrito anteriormente.
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2.3.1. Analises estatisticas

Os resultados de taxa de motilidade, velocidade espermatica, tempo de duracdo da ativacdo
espermatica ¢ indice de movimento espermatico foram analisados pelo protocolo de regressdo
polinomial do software STATISTICA 7.1% (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA), sob um nivel de
significancia de 5%. Os dados foram ajustados pelos modelos polinomiais de 3* ordem e os
pontos de maximo desempenho tedrico em termos de movimento espermatico foram obtidos por

meio da realizacdo da derivada parcial das equagdes de predigdo estabelecidas pelo software.

2.4. Fertilizagdo artificial dos ovocitos com solugoes ativadoras contendo frutose

Para os ensaios de fertilizagdo artificial dos ovocitos, as fémeas selecionadas com evidéncia de
maturacdo gonadal foram acondicionadas em laboratério conforme procedimento descrito
anteriormente para os machos. Em seguida, para promover a maturagdo final e a ovulagdo, as
fémeas foram submetidas ao protocolo de manipulagdo hormonal por meio da aplicacdo de duas
doses intramusculares de extrato pituitario de carpa (EPC). A primeira dose foi de 0,5mg de
EPC kg de fémea™ e a segunda, administrada 12 horas apés a primeira, foi de 5,0mg EPC.kg de
fémea™. Decorridas 240 UTA (10 horas; agua a 24°C), contadas a partir da segunda aplicagdo
hormonal, as fémeas foram individualmente contidas, secas e submetidas a coleta dos ovodcitos
por meio de massagem abdominal no sentido céfalo-caudal [18]. Foram utilizados os gametas
provenientes de fémeas que apresentavam caracteristicas de uniformidade de tamanho, coloragao
e auséncia de sangue na massa de ovdcitos liberada.

Imediatamente apds a coleta e constituigdo do “pool” de ovocitos, a fertilizagdo artificial foi
realizada pelo procedimento “a seco” [20], onde 2,0mL de ovécitos (3.151£228 ovocitos) foram
misturados ao sémen descongelado e os gametas ativados com 20mL de solucdo ativadora. Apos
este processo os gametas e a solucdo foram homogeneizados por meio de suave agitacdo pelo
periodo de 60 segundos. Finalmente, os ovos foram lavados, hidratados e transferidos para as
incubadoras experimentais confeccionadas em PVC, com formato funil-conico e volume util de
2,5L. Estas incubadoras estavam instaladas em um sistema de recirculagdo de agua, dotado de
filtragem mecanica e bioldgica e controle térmico (+1,0°C) da agua por meio de aquecimento
elétrico.

Os ensaios de fertilizagdo foram conduzidos em um delineamento experimental em esquema
fatorial 5 x 6, com trés replicas. Os fatores experimentais foram constituidos por cinco relagdes
espermatozoide:ovacito (1x10%, 3x10*, 5x10*, 7x10* e 9x10* espermatozoides méveis.ovocito™) e
seis solugOes ativadoras a base de agua destilada, contendo 0,0; 0,9; 1,8; 2,7; 3,6 ¢ 4,5% de
frutose. Durante a condugdo das desovas, os ovocitos provenientes de grupos de oito fémeas

originaram trés “pools” de ovocitos, que constituiram os trés blocos experimentais (replicas). Foi
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considerada como unidade experimental uma incubadora em formato conico de 2,5L de volume
util, contendo 2,0mL de ovdcitos (3.151+228 ovdcitos). O nimero de ovoécitos presente em um
mililitro proveniente de cada “pool” foi estimado pela contagem de trés sub amostras de 0,1mL
de ovdcitos.

O sémen utilizado na fertilizagdo dos ovoécitos foi proveniente do mesmo “pool” empregado
para os ensaios de criopreservacdo. O procedimento de descongelamento também foi o mesmo
descrito anteriormente. Ainda, o volume de sémen utilizado no procedimento de fertilizagdo
artificial foi corrigido para fornecer as diferentes propor¢des de espermatozoides moveis: ovocito,

conforme a equagao:

DI _ (SPZ:0VC)x(0VC)

VI = ouVI =
[SPZfyesco|xMOTXFDC [SPZfyesco|xMOTXFDC

VI = Volume inseminante (uL)

DI = Dose inseminante total (numero de espermatozoides)

SPZ:0OVC = numero de espermatozoides moveis necessario para fertilizar cada ovocito (unidades)
OVC = numero de ovocitos na incubadora experimental (unidades)

[SPZjesco] = concentragdo espermdtica no sémen fresco (espermatozoides.mL de sémen™)

MOT = Percentual de espermatozoides moveis apos descongelamento (%)

FDC = fator de dilui¢do do sémen na solu¢do crioprotetora

O efeito dos tratamentos foi observado com base na estimativa das taxas de fertilizacdo e
eclosdo dos ovos e no percentual de normalidade larval. A mensuracdo das taxas de fertilizagdo
artificial foi realizada ap6s o fechamento do blastoporo do embrido, aproximadamente 12 apos a
fertilizagdo [27], por meio da contagem de trés sub amostras de cada unidade experimental com
aproximadamente 135 ovos.

Apb6s o término da eclosdo dos ovos (£1057 UTA ou 47,5 horas; agua a 22,25°C), todas as
larvas foram fixadas em solu¢do de formalina a 4%, tamponada com carbonato de calcio. A partir
das larvas fixadas foi determinada a taxa de normalidade larval, por meio da contagem e
classificagdo em microscopio estereoscopico (10X) de 300 individuos. Foram consideradas como
larvas normais aquelas que ndo apresentavam nenhum tipo de altera¢@o na coluna vertebral, saco
vitelinico ou cabega [28]. Pela contagem de todas as larvas fixadas foi determinada também a

taxa de eclosdo em cada unidade experimental.

2.4.1. Analises estatisticas

O efeito dos tratamentos sobre as taxas de fertilizagdo, eclosdo e normalidade larval, foi
avaliado pelo protocolo de superficie de resposta do software STATISTICA 7.1° (Statsoft Inc.,

Tulsa, OK, USA). Os parametros ndo significativos (p>0,05) foram removidos progressivamente
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nos termos de ordens superiores pelo método backward stepwise. Devido a uma alta correlagdo
entre as variaveis taxa de fertilizag@o e taxa de eclosdo, essas foram agrupadas pelo protocolo de
analise de componentes principais (PCA), gerando o indice de sucesso reprodutivo, que também
foi avaliado pela analise de superficie de resposta.

Em caso de efeito significativo dos modelos de superficie de resposta, realizou-se a plotagem
dos graficos de contorno em duas e trés dimensdes. Acima dos graficos, foi plotada também a
linha de maximo desempenho tedrico, obtida através das derivadas parciais [29] do modelo
estatistico em relagdo as variaveis significativas. Foram checados também, sobre os residuos do
modelo, os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias.

Como a corre¢do da dose inseminante implicou no emprego de diferentes volumes de sémen e
consequentemente em diferentes fatores de diluicdo durante os procedimentos de fertilizagdo
artificial, foram checados os efeitos da diluigdo como variavel omitida, com a finalidade de
verificar se a variagdo nas diluicdes durante a ativacao espermadtica apresentou diferenca entre as
unidades experimentais. Para tanto, uma analise de regressdo entre os residuos do modelo de
superficie de resposta e as diferentes diluicdes aplicadas na ativacao espermatica em cada unidade
experimental foi realizada através do sofiware STATISTICA 7.1% (Statsoft Inc., Tulsa, OK,

USA), sob um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

3.1. Avaliagdo do sémen apos o descongelamento e a ativa¢do espermdtica em solugoes
contendo frutose

Os niveis de frutose nas solugdes ativadoras interferiram (p<0,05) sobre o processo de
ativacdo espermatica (Fig. 1). O percentual de espermatozoides moveis apresentou um ajuste
polinomial de 3* ordem (p<0,05) em relagdo ao aumento dos niveis de frutose nas solucdes
ativadoras, com méxima ativacdo espermatica tedrica de 48,57% quando empregado um nivel de
1,98% de frutose na solugdo ativadora (Fig. 1A).

A velocidade espermatica e o tempo de duracdo da motilidade espermdtica também sofreram
efeito dos tratamentos (p<0,05) (Fig. 1B; Fig. 1C). Neste caso, a maxima velocidade espermatica
teorica (60,70pum.s") foi obtida quando empregado 3,27% de frutose na solugdo ativadora (Fig.
1B), enquanto que o maior tempo teoérico de duracdo da ativagdo espermatica foi 79,97s, quando
utilizado 2,96% de frutose na solu¢do ativadora (Fig. 1C).

Quando as variaveis foram agrupadas, também foi evidenciado efeito dos tratamentos
(p<0,05), com maior indice de movimento espermatico tedrico para o emprego de uma solugio

contendo 2,85% de frutose (Fig. 1D).
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A Motilidade = - 0,81x* - 0,62x% + 11,98x + 33,56 B Velocidade espermatica = - 0,85x° + 3,21x% + 6,12x + 35,92
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Fig. 1. Varidveis espermaticas do s€émen criopreservado do Rhamdia quelen submetido a diluicdo apos o
descongelamento em solugdes contendo diferentes niveis de frutose. Avaliagdo realizada em 10 segundos
apos a ativagdo espermatica. (A) Taxa de motilidade espermatica (%); (B) Velocidade espermatica (um.s™);
(C) Tempo de duragdo da ativagdo espermatica (s); (D) Indice de movimento espermatico.

3.2. Fertilizagdo artificial dos ovocitos com solugdes contendo frutose

O uso de sémen criopreservado na reprodugdo artificial do R. quelen apresentou um efeito
interativo (p<0,05) entre a relagdo espermatozoides:ovocito e as concentragdes de frutose das
solugodes ativadoras, sobre as taxas de fertilizagdo (Fig. 2A; Fig 2B). O resultado obtido através
do modelo de superficie de resposta sugere linhas com igual nivel de fertilizagdo (linhas de
isofertilizacdo). Estas linhas interceptam a reta de maxima taxa de fertilizagdo teérica onde a
concentracao de frutose na solucdo ativadora sugere as menores relagdes espermatozoides:ovocito
necessarias para garantir a manutencao das taxas de fertilizagdo (Fig. 2B).

Os resultados sugerem que o procedimento normalmente utilizado em praticas de fertilizagao
artificial de ovocitos do R. quelen, empregando-se 90.000 espermatozoides moveis:ovocitos e a
adi¢do de agua destilada (ou sem a frutose) garantem 60,10% de sucesso na fertilizagdo artificial
(Fig. 2B). Os resultados também sugerem que as taxas de fertilizacdo reduzem quando a
disponibilidade de espermatozoide moveis:ovocito diminui e a solugdo ativadora ndo possui

frutose (Fig. 2B). Por outro lado, quando a frutose ¢ incorporada em 1,45% na solugdo ativadora e
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mantem-se a propor¢do de 90.000 espermatozoides moveis: ovocito, as taxas de fertilizagdo
podem ser melhoradas para 60,65% (Fig.2B).

Além disso, os resultados sugerem que o efeito modulador do movimento espermatico que a
frutose exerce sobre os espermatozoides proporciona a possibilidade de reducdo do ntimero de
espermatozoides moveis para fertilizar cada ovocito, sem promover intensos prejuizos sobre as
taxas de fertilizagdo (Fig. 2B). Segundo o modelo de predi¢do, em procedimentos de fertilizagdo
artificial, o emprego de 70.400 espermatozoides mdveis:ovocito € uma solugdo contendo 2,34%
de frutose proporciona 58,56% de sucesso na fertilizagdo dos ovocitos (Fig. 2B).

As taxas de eclosdo se comportaram de maneira semelhante as taxas de fertilizacao,
apresentando interacdo (p<0,05) entre a relacdo espermatozoide moveis:ovocito e as
concentracdes de frutose presentes nas solucdes ativadoras (Fig. 3A; Fig. 3B).

O “indice de sucesso reprodutivo” obtido pelo agrupamento dos dados, também apresentou
um comportamento semelhante ao das taxas fertilizagao e eclosao (Fig. 4A; Fig. 4B). Este modelo
sugere que os maiores indices de sucesso reprodutivo, compostos pelas taxas de fertilizacdo dos
ovocitos e pelas taxas de eclosdo dos ovos, foram obtidos com o emprego de 90.000
espermatozoides:ovocito e 1,45% de frutose na solucdo ativadora (Fig. 4B). De forma semelhante
as outras variaveis, o modelo de predicdo também sugere a possibilidade de reduzir o nimero de
espermatozoides moveis para fertilizar cada ovocito, sem promover grandes perdas sobre o
sucesso reprodutivo. (Fig. 4B).

Finalmente, as taxas normalidade larval ndo foram influenciada pelos tratamentos (p>0,05),
contudo, apresentaram efeito do bloco (p<0,05), ou seja, do grupo de fémeas utilizado para
constituir o “pool” de ovdcitos nas diferentes repeticdes (Tabela 2). As diferentes proporcdes
entre os volumes de sémen e os volumes das solugdes ativadoras empregados durante os

procedimentos de fertilizagao artificial também néo interferiram (p>0,05) sobre os resultados.
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Fertilizagdo = 25,3846766 + 4,94674192 - 12,376584 + 9,018477007x - 0,61365308"x2
+0,746602E-3"y - 0,30924E-8"y? - 0,87232E-4"x"y; p<0,01
® § Maxima taxa de Fertilizagéo
B 90000
Maxima fertilizagéo
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90000 SPZ
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60,10% FER 90000 SPZ
0,85% FRU
50000 60,65% FER
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0,0 09 18 27 36 45
Frutose na solucéo ativadora (%)

Fig. 2. Taxas de fertilizagdo dos ovoécitos de Rhamdia quelen submetidos a fertilizagdo artificial com sémen
criopreservado, em diferentes propor¢des de espermatozoides moveis:ovocito e empregando-se solugdes
ativadoras contendo diferentes niveis de frutose. Representacdo grafica em trés (A) e duas (B) dimensdes.
SPZ= espermatozoides, FRU = frutose, FER= fertilizacdo.
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Eclosédo = 9,1864 + 9,3943*x + 0,0007*y - 0,8828"x2 - 6,9289E-5"x"y - 3,3073E-9’y2
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Fig. 3. Taxas de eclosdo de embrides de Rhamdia quelen provenientes de ovocitos submetidos a

fertilizacdo artificial com sémen criopreservado,

em diferentes propor¢des de espermatozoides

modveis:ovicito e empregando-se solugdes ativadoras contendo diferentes niveis de frutose. Representagéo

grafica em trés (A) e duas (B) dimensdes.
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ISR = -2,4141+0,6888"x+5,485E-5"y-0,0559"x? -5,868E-6"x"y-2,4339E-10*y? ; p<0,01
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Fig. 4. Indice de sucesso reprodutivo em procedimento de reproducio artificial de Rhamdia quelen com uso
de sémen criopreservado, empregando-se diferentes propor¢des de espermatozoides moveis:ovicito e
solugdes ativadoras contendo diferentes niveis de frutose. Indice gerado pelo agrupamento dos dados de
taxas de fertilizagdo dos ovocitos e taxas de eclosdo dos ovos. Representacdo grafica em trés (A) e duas (B)
dimensdes. ISR= indice de sucesso reprodutivo, FER= fertilizagdo, ECL= eclos@o, SPZ= espermatozoides.
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Percentual de larvas normais provenientes de embrides de Rhamdia quelen produzidos a partir de ovdcitos submetidos a fertilizagao artificial com sémen criopreservado,
empregando-se diferentes propor¢des de espermatozoides moveis:ovocito e solugdes ativadoras contendo diferentes niveis de frutose..

Solugdo Ativadora (% de frutose)

Percentual de larvas normais (%)

Espermatozoides moveis:ovocito

10000 30000 500000 70000 90000
0 94,89 £3,56 9489+250 9489+350 9500+2,65 9500+3,51
0,9 9422+283 9400+3,28 93,67+3,18 9444+236 9433+233
1,8 94,89+2,80 94,89+2,01 94,89+283 9533+£2,03 94,78+ 1,84
2,7 94,78+ 1,84 94,89+2,59  9500+2,19 9489+2,.87  94,67+1,20
3,6 94,67+2,60 9456+234 93,89+227 9456+3,72 94,11 +2,55
4,5 94,78 +3,01  93,56+£2,50 94,56+291 94,11+241 9422+3,08
Espermatozoides méveis:ovocito 10000 30000 500000 70000 90000
Percentual de larvas normais (%) 94,70 £ 2,38 94,46 £2,22 9448 +2,46 94,72 +£233 94,52 + 2,15
Solugdo Ativadora (% de frutose) 0 0,9 1,8 2,7 3,6 4.5
Percentual de larvas normais (%) 94,93 +2,68 94,13 +£241 9496+ 1,98 94,84 + 1,87 94,36 + 3,34 94,24 + 2,40
Bloco I I I
Percentual de larvas normais (%) 91,78 + 0,85 95,09+ 0,76° 96,87 + 0,87°

p
0,4017

0,4017
0,4017
0,4017

0,4017
0,4017

0,5379

0,9789

0,0001

Dados representados por média + desvio padrio;

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,01) pelo teste de Tukey.
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4. Discussao

As alteragdes nas variaveis de motilidade espermatica em funcao das diferentes concentragdes
de frutose nas solugdes ativadoras podem estar relacionadas com o diferencial de concentragdo
osmotica existente entre 0 meio em que os espermatozoides estdo criopreservados e o meio em
que foram expostos para promover a ativagao.

Esse diferencial de concentragdo tem sido sugerido como um dos principais fatores
desencadeadores dos mecanismos de ativagdo/inativagdo espermatica em peixes teledsteos [30].
De modo geral nos testiculos ¢ no plasma seminal os espermatozoides de muitas espécies de
peixes encontram-se imoveis em fungdo da isotonicidade entre as células espermaticas e o plasma
seminal [31,32]. Porém, quando os espermatozoides sdo expostos a meios hipotdnicos (peixes de
agua doce) ou hipertonicos (peixes marinhos), a diferenca de osmolaridade, em conjunto com o
pH e a concentragdo de ions, causam a despolarizacdo das membranas celulares e ao estimulo de
uma série de reacdes em cascata que levam a producdo de ATP e, ao inicio do movimento
flagelar dos espermatozoides [31]. Esse processo ocorre de forma adequada em faixas de
diferencial osmotico espécie-especifico, onde sdo proporcionados niveis 6timos de metabolismo
celular e consequentemente de movimento espermatico [33].

Os resultados do presente estudo evidenciaram que a melhor ativagdo espermatica ocorre em
solugdes hipotonicas em relagio ao sémen fresco (252mOsm.Kg') ou criopreservado
(3.016mOsm.Kg™) do R. quelen. Contudo, o méaximo percentual de células méveis ocorreu
quando as solugdes ativadoras apresentavam concentragdes osmoticas abaixo de 100mOsm.kg™,
enquanto que as maximas velocidades espermaticas por volta de 150 a 200mOsm.kg”. Esses
resultados sugerem que outros fatores interferem no mecanismo de ativagdo espermatica,
conservando a integridade das células ou fornecendo combustivel metabolico para modular o seu
movimento.

O simples emprego de solugdes hipotonicas ndo garantiu o maximo sucesso durante o
processo de ativagdo espermatica. As solugdes ativadoras com concentragdes osmoéticas muito
reduzidas promovem danos aos espermatozoides que refletem sobre o seu movimento, pois o
choque osmotico induz ao inchago das células devido ao influxo de agua [34]. Além disso,
alteragdes morfologicas na calda prejudicam a motilidade espermatica [35] ¢ o rompimento da
estrutura pode ocasionar disfungdo na membrana celular [36]. Por outro lado, solu¢des que
proporcionam meios com niveis hipertonicos também nao sdo eficientes na ativagcdo espermatica,
pois inativam as células [32,37] e por este motivo, normalmente sdo empregadas como diluentes
em procedimentos de estocagem de sémen resfriado ou criopreservado.

Além da osmolaridade, o pH também ¢ citado como um parametro envolvido na ativacao e na

manuten¢do da motilidade espermatica em determinadas espécies [38]. Contudo, nesta pesquisa o
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pH provavelmente ndo exerceu influencia sobre o0 movimento espermatico, pois ndo apresentou
variacdo significativa entre as solugdes.

Em geral, na maioria das espécies de peixes de agua doce a duracdo do movimento
espermatico apds a sua ativacdo ¢ muito reduzida, permanecendo a célula movel por poucos
segundos ou minutos [39,40]. Esse curto periodo de tempo se deve ao fato da energia utilizada no
processo ser proveniente do reduzido estoque de ATP intracelular acumulado nas mitocondrias
durante a capacitacdo espermatica [41]. Apesar das solugdes experimentais entre 150 e
200mOsm.kg” induzirem a inativagio parcial dos espermatozoides do R. quelen, a frutose
presente possivelmente serviu como fonte de precursores metabolicos para o metabolismo
energético das células, refletindo sobre as maiores velocidades e tempo de duragdo da ativagdo
espermatica. Essa hipdtese pode ser sustentada quando se faz a analogia aos espermatozoides de
mamiferos, onde a frutose extracelular pode ser utilizada via fosforilacdo oxidativa [42] para
fornecer energia para o movimento espermatico.

Apesar de os peixes que apresentam fertilizacdo externa possuirem um limitado metabolismo
oxidativo que dificulta o metabolismo de substratos extracelulares para a producdo de energia
[30], estudos reportam que ao menos em alguns teledsteos os espermatozoides possuem a
capacidade de metabolizar nutrientes exdégenos como piruvato, acetato, lactato, glioxilato e em
menor grau a glicose [30,41]. Além disso, durante 0 movimento espermatico os niveis de ATP
podem ser mantidos em parte pela fosforilagdo de monossacarideos [30], como relatado para o
escalo (Leuciscus cephalus) [43] e a dourada (Sparus aurata) [44].

O aspecto mais relevante, e que deve ser discutido sobre as melhorias que a frutose presente
nas solucdes ativadoras promove sobre as varidveis de motilidade espermatica do R. quelen, esta
relacionado ao potencial para otimizagdo do uso dos espermatozoides em procedimentos de
fertilizagdo artificial. Como verificado neste experimento, na concentragdo correta a frutose
melhora as taxas de motilidade, a velocidade e o tempo de duragdo da ativagdo espermatica do
sémen criopreservado apés o descongelamento. Tendo em vista que os ovdcitos sdo ativados e
adquirirem capacidade de fertilizacdo por um curto periodo de tempo apds o contato com a agua
[45] e, que a motilidade e a velocidade espermatica sdo as principais varidveis relacionadas ao
sucesso na fertilizacdo [14], as melhoras no movimento espermatico certamente facilitam o
encontro do sitio de fertilizacdo (a micropila) pelos gametas, refletindo positivamente sobre o
sucesso reprodutivo [46].

Em rotinas de reproducdo artificial do R. quelen, normalmente sdo utilizados
aproximadamente 90.000 espermatozoides:ovocito para garantir as maximas taxas de fertilizagdo
[30]. Logo, os resultados desta pesquisa sugerem que o emprego de solugdes contendo 2,34% de
frutose em procedimentos de fertilizagdo artificial de ovocitos de R. quelen, com sémen
criopreservado, possa modular o movimento espermatico e promover a economia de

espermatozoides. Os resultados mostram a possiblidade de economia 21,77% de espermatozoides
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moéveis nestes procedimentos devido a possibilidade de redugdo de 90.000 para 70.400
espermatozoides necessarios para fertilizar cada ovocito, sem perdas consideraveis sobre as taxas
de fertilizacdo. De maneira semelhante, quando realizado o ajuste do modelo estatistico para o
indice de sucesso reprodutivo, é verificada uma economia de 17,77% de células espermaticas
moéveis na dose inseminante, com perdas menores que 1,20% nas taxas de fertilizagdo e sem
prejuizos as taxas de eclosao.

Apesar das perdas, estes percentuais ndo representam grandes prejuizos produtivos, visto a
elevada fecundidade de muitas espécies de peixes neotropicais, que no R. quelen ¢ proxima a
230.000 ovocitos.kg de fémea'[47], em comparagio aos animais terrestres de criagdo. Neste caso,
a possibilidade de economia de espermatozoides mdveis ¢ vantajosa, pois proporciona a redugdo
do volume de sémen a ser criopreservado em uma Unica dose e pode contribuir para a viabilidade
do emprego dos bancos de sémen para uso em larga escala. Além disso, a economia de
espermatozoides vai promover a multiplicacdo do potencial reprodutivo de reprodutores de alto
desempenho ou de importancia genética. Consequentemente, isso possibilitard vantagens aos
bancos de sémen voltados a conservacdo de espécies e também maior lucratividade para empresas
voltadas ao melhoramento genético na aquicultura.

Além disso, o uso dos modelos de predigdo gerados por esta pesquisa pode auxiliar na tomada
de decisdes relacionadas a criagdo ou ao gerenciamento de bancos de s€émen, independentemente
da sua finalidade. Ou seja, mesmo que o uso de 2,34% de frutose na solucao ativadora possibilite
economia de espermatozoides, é possivel predizer outros niveis de manipulagdo e considerar os
riscos. Por exemplo, o uso de solugdes contendo 3,06% de frutose pode promover uma economia
ainda maior, correspondente a 34,26% sem afetar as taxas de eclosdo, porém com perdas de
2,74% nas taxas de fertilizacédo.

De modo geral, a dificuldade de descongelar grandes volumes de s€émen com qualidade para
fertilizar a grande quantidade de ovocitos liberados por uma unica fémea ¢ um dos motivos que
inviabiliza o uso do sémen criopreservado em bancos genéticos de peixes neotropicais para fins
ndo experimentais ou comerciais [4,5]. Neste sentido, o uso de solugdes moduladoras da ativagdo
espermatica, que promovam melhores rendimentos e economia de espermatozoides moveis
contribuirdo para a viabilizacao destes bancos genéticos, seja pela viabilidade das técnicas ou pela
multiplicagdo do potencial reprodutivo de reprodutores de alto padrdo genético. O conjunto destes
fatores permitird a consolidacdo do uso do sémen criopreservado em larga escala para fins
comerciais [2] ou conservacionistas, pois implicardo na redugdo dos custos de produgdo das doses
inseminantes, na otimizagdo de recursos bioldgicos e financeiros e na lucratividade do setor.

Mesmo que os resultados desta pesquisa sugiram a capacidade espécie-especifica dos
espermatozoides de R. quelen em absorver nutrientes do meio extracelular para uso no seu

metabolismo energético, pesquisas voltadas para a eclucidacdo dos mecanismos celulares
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envolvidos no processo de ativagdo/inativagdo espermatica ¢ no metabolismo energético destas

células deverdo ser desenvolvidas.

5. Conclusao

Conclui-se que o emprego de frutose em solugdes ativadoras para o s€émen criopreservado de

Rhamdia quelen em concentragcdes adequadas promove melhorias sobre os pardmetros de

movimento espermatico. Estas melhorias permitem reduzir o nimero de espermatozoides moveis

necessarios para fertilizar cada ovocito, sem causar grandes prejuizos ao sucesso reprodutivo em

termos de taxas de fertilizagdo dos ovocitos, eclosdo dos ovos e normalidade larval.
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