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Parametros seminais e espermaticos, estocageopeeservacao do sémen do

surubim do Iguagusteindachneridion melanoder matum (Garavello, 2005)

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram: avaliar os par@seteminais e espermaticos de
Seindachneridion melanodermatum, bem com o efeito da diluicdo, da temperaturangte
de estocagem do sémen, além de avaliar a motilidadiescrever a cinética da ativacédo de
células espermaticas d&8 melanodermatum criopreservadas em diferentes solucdes
diluidoras. Para a realizacdo do trabalho estadifadido em duas sec¢bes: a) Parametros
seminais e espermaticos do surubim do Iguacu eaggm do sémen por curto prazo e b)
Motilidade e cinética da ativacdo de células espBoas criopreservadas em diferentes
diluidores. No primeiro ensaio foi coletado o sémda nove machos, induzidos
hormonalmente. Avaliou-se o0s parametros: motilidadgpermatica (MOT), velocidade
curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VLRyelocidade média de deslocamento
(VMD), velocidade espermatica (VE), tempo total dévacdo espermatica (TEMP),
concentracdo espermatica (CONC), indice de noraggianorfolégica dos espermatozoides
(NORM), osmolaridade do plasma seminal (OSM) e pts@&men (pH). Amostras do sémen
foram estocadas em microtubos para a avaliacdofaltw ela diluicdo (solucdo aquosa
contendo 5% de frutose e 5% de leite em p0), testyner (10 e 25°C) e tempo de estocagem
(0, 5, 9, 18, 27, 36, 45, 54 horas) do sémen satv#OT, VCL, VLR, VMD, TEMP. Os
machos liberaram em média 10,57+6,28 mL e os egpermides apresentaram 99,86+0,31%
de MOT, 185,58+14,1im.s* de VCL, 49,15 #4,66m.s’ de VLR, 87,02+4,13um.s* de
VMD, 106,52 +4,45m.s*de VE, 79,31+5,62s de TEMP, 1,03%x%8,65x10 células.mL* de
CONC, 75,811+5,71% de NORM, 258,78+29,36mOsm de OSMW,11+0,31 de pH. No
segundo ensaio foram coletadas amostras de sémertinde machos, induzidos
hormonalmente, que foram submetidas protocolo idpreservacéo com a utilizacdo de doze
solucdes diluidoras, formuladas com a utilizacaoglieose, frutose, leite em pd, DMSO,
propileno glicol e metanol. O sémen criopreserviaescongelado e avaliado quanto aos
parametros: motilidade espermatica (10s apOs aacdidy, motilidade inicial tedrica,
velocidade espermética, indice de normalidade,teropos decorridos para que 75%, 50% e
25% dos espermatozoides permanecessem moéveis. € $&aco foi avaliado em relacéo

aos mesmos parametros. A solucdo contendo 2,5%sé&ub% leite em po e 10% metanol



apresentou maior (P<0,05) indice de normalidadel8#1,79%) e maior motilidade inicial
(85,56+15,31%). Com a utilizacdo da solugédo catuesto frutose, 5% leite em pd e 10%
metanol foram encontrados maiores médias para r@gnp#&os: motilidade espermatica em
10s apos a ativacao (78,99+27,20%), velocidaderespiea (75,62+18,7um.st) e esta
solucé@o prolongou a ativacdo espermatica. As aamoste sémen estocadas néo diluidas e
mantidas a 10 ou 25°C apresentaram maiores médiasMOT. Indica-se a estocagem do
sémenS. melanodermatum néo diluido por até 27 horas e a criopreservacaoaatilizacao

de solucéo crioprotetora contendo 5% frutose, 5%ede em po6 e 10% de metanol em
solugéo aquosa.

Palavras-chave Reproducgéo. espermatozoide. CASA



Spermatic and seminal parameters, storage andesevation of semen of

surubim do Iguagusteindachneridion melanoder matum (Garavello, 2005)

ABSTRACT

The aim of this work were: evaluate sperm and sahparameters of surubim-do-
Iguacu males and evaluate the effect of dilutiemperature and storage time of semen on
them, besides determine the viability and desdtileekinetics of activation of sperm cells of
S melanodermatum cryopreserved in different extenders. For theizatibn this work was
divided into two sections: a) Spermatic and sempabhmeters of surubim do Iguagu, and
short-term semen storage. It was collected senwn frine males hormonally induced. The
spermatic parameters evaluated were: sperm mofM§T), curvilinear velocity (VCL),
straight-line velocity (VSL), average path velodityAP), sperm velocity (SV), time total of
sperm activation (TEMP), sperm concentration (CON@ymal sperm morphology index
(NORM), seminal plasma osmolality (OSM) and pH efnen (pH). Samples of semen were
stored in microtubes to evaluate the effect of tdilu (aqueous solution containing 5%
fructose and 5% milk powder), temperature (10 a&tC2 and storage time (0, 5, 9, 18 , 27,
36, 45, 54 hours) on the MOT, VCL, VSL, VAP and TEMMales released on average 10.57
+ 6.28 mL and the sperm showed 99,86+0,31% of MT85,58+14,1im.s* of VCL, 49,15
+4,66um.s* of VSL, 87,02+4,13um.s* of VAP, 106,52 +4,4bm.s" of VE, 79,31+5,62s of
TEMP, 1,03x16°+3,65x10 células.ml* of CONC, 75,81#5,71% of NORM,
258,78+29,36mOsm of OSM and 7,11+0,31 of pH. b) ilgtand kinetics activation of
sperm cells cryopreserved in different extendergra\tollected semen samples from five
males, hormonally induced, these submitted to tieopol of cryopreservation with the use
of twelve extenders, formulated with the use ofcgke, fructose, milk powder, DMSO,
propylene glycol and methanol. The cryopreservedesewas thawed and evaluated for the
parameters: sperm motility (in 10 seconds afteivaiion), theoretical initial motility, sperm
velocity, index of normality and the elapsed tini@s75%, 50% and 25% of the sperm stay
mobile. The fresh semen was evaluated for the gaanameters. The solution containing
2.5% fructose, 5% milk powder and 10% methanol higther (P <0.05) rate of normality
(71.13 = 4.79%) and higher initial motility (85.56 15.31%). By using the solution

containing 5% fructose, 5% milk powder and 10% raeth was found highest averages for



the parameters: sperm motility in 10s after actora(78.99 + 27.20%), sperm velocity (75.62
+ 18.76um.s-%) and this solution prolonged the sperm attwa The semen samples stored
undiluted and maintained at 10 or 25°C showed higherages for MOT. Is indicated
storage of seme8B. melanodermatum un diluted until 27 hours and cryopreservation using
the extender solution containing 5% fructose, 5% mowder and 10% methanol in agueous
solution.

Keywords: CASA, spermatozoa, reproduction.
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Introducao

A espécie estudada

O género Seindachneridion pertencente a familia Pimelodidae possui
distribuicdo restrita a algumas bacias da AmérioaSal. Existem cinco espécies
registradas correspondentes a este género, todd#Emeas de regides distintas.
Algumas espécies: t&ndachneridion scripta dos rios Parana e Uruguai;
Seindachneridion doceanum, do rio Doce; Seindachneridion parahybae do rio
Paraiba; Seindachneridion amblyurum do rio Jequitinhonha; exeindachneridion
melanoder matum do rio Iguagu (GARAVELLO, 2005).

O surubim do IguaguSeindachneridion melanodermatum, (GARAVELLO,
2005) é um bagre de grande porte, atingindo até riB2 de comprimento total
(GARAVELLO, 2005) Possui habito carnivoro (ZANIBORILHO, MEUREREt al.,
2004). A espécie é nativa da América do Sul cortribiscdo restrita a bacia do rio
Iguacu (FROESE & PAULY, 2012).

O rio Ilguacu € um afluente do rio Parana e tambémamr rio do estado do
Parand, Brasil. Os desniveis que originaram asagud@gua fizeram este rio ser um
dos maiores rios brasileiros na contribuicdo dagfe de energia elétrica. Existem no
Seu percurso cinco represas para aproveitamentoehéttico (GUBIANI, FRANA et
al., 2010).

A regido de ocorréncia desta espécie na bacia aolguacu encontra-se
altamente impactada, em decorréncia de diversoes@mpentos e pela ocupacao

antropica da regido, fato que coloca este espétieseo de extingdo (SANTT ANA,
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2009). Outro fato que contribui para o aumento idoorde extincdo da espécie € o
grande interesse que a espécie desperta paraagesta a piscicultura (ZANIBONI
FILHO, MEUREREet al., 2004).

Outras espécies do mesmo género encontram-se @ndesextingdo sdo elas:
Seindachneridion amblyura, Steindachneridion doceana, Steindachneridion parahybae
e Seindachneridion scripta (ROSA & LIMA, 2008). Sendo a producao total dagaes
extrativa das diversas espécies de surubim é ekirean 8.361,5 toneladas, com
capturas concentradas nos estados das regidoes, Norgeste e Sudeste (IBAMA,
2007).

O surubim do Iguacu Seindachneridion melanodermatum, GARAVELLO,
2005) apresenta caracteristicas de interesse nomiésendo elas: 6tima qualidade de
carne, auséncia de espinhos intramusculares, badimrento de carcaca e exemplares
selvagens com Otima adaptacdo ao cativeiro e aasdatificiais. (FEIDEN, 2006;
SANTT ANA, 2009). LUDWIG, et al. (2009) destacam a importancia de conhecer
aspectos basicos da biologia das espécies natvasixks brasileiros, a exemplo da sua
reproducdo, para a manutencao e recuperacao dgaidade e riqueza destas espécies.

Nas fémeas aptas a reproducédo observa-se um audertmume abdominal,
flacidez da regido ventral e papila urogenital repgada (bem irrigada de sangue),
enquanto nos machos se observa a fluidez do s&mregjientemente animais com mais
de um ano de vida e um quilo de peso vivo ja pessuaturidade sexual (LUDWIG,
GOMESet al., 2009).

Apés a aplicacdo de extrato hipofisario em duaesias autores LUDWIG,
GOMES ¢t al., (2009) descrevem a ocorréncia de desova, que eepécie € total,
ocorrida entre 260+20 horas-grau e 0s ovos eclodapds 18 horas de incubacgdo. Os

ovos recém fecundados apresentam didametro méd®0@enm e as larvas eclodem
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com cerca de 4,67mm de comprimento padrdo (NAKATAMNI., 2001). Machos de
surubim do Iguacu podem ser considerados de fémkdcdo de sémen mediante
estimulo hormonal (SANTT ANA, 2009)

Em experimento realizado em tanques de pisciculttiiazando-se machos com
peso entre 1,1 e 2,4 kg, submetidos ao tratamentopdfisacdo, SANTT ANA (2009)
descreve que o volume de sémen coletado varioa éptra 2,5 ml. A motilidade dos
espermatozoides apos a coleta manteve-se entre®5segundos, quando ativada com
agua do tanque, e de 66 e 268 segundos, quandalatem agua destilada. Para a
concentracdo espermatica, os valores oscilarameer® e 88 x 10

espermatozoides/mm3,

Biotécnicas reprodutivas aplicadas a reproducaopsxes

Biotecnia por definicdo é arte de utilizar os anfma os vegetais, obtendo o
maior proveito possivel. Desta maneira utilizac&w @desenvolvimento de biotécnicas
da reproducdo animal sdo condi¢des indispensawiz @ aumento da eficiéncia
produtiva (FIGUEIREDO, 2007). O autor FIGUEIREDOOQ@B) considera que de
forma geral s&o vantagens da sua utilizacdo: femgmimportante para compreensao
da fisiologia reprodutiva; permite a multiplicagd® animais geneticamente superiores;
permite a formacdo de bancos de germoplasma anposakibilita a reposicdo de
espécies ameacadas de extingdo. Porém existera @sgolvidos como: levar a perda
de variabilidade genética quando utilizada de nmariediscriminada e o risco de uma

ruptura de barreiras éticas quando a manipulac&addorna-se algo banal.
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Caracterizacao seminal e espermatica em peixes

Estudos de aspectos reprodutivos em peixes saoarhermdais para o
desenvolvimento e otimizacao dos cultivos, poisnEm o aproveitamento racional de
gametas com boa qualidade e a identificacdo deodetmres realmente eficazes
(COWARD, BROMAGE et al., 2002). No entanto, a mensuracdo destes parametros
leva em conta somente a qualidade inicial dos te®cignorando em muitas ocasifes a
gualidade do sémen (RURANGWA, KIMEE al., 2004).

Neste sentido, com a caracterizacdo seminal eraéfiea em peixes é possivel
a racionalizacdo da utilizacdo dos reprodutoreavésr da utilizagdo de uma dose
inseminante adequada (BOMBARDELLI, MORSCHBACHIERal., 2006); (STREIT
JR., SIROLgt al., 2008). Estas informac¢des também servem como giatdarramenta
para a otimiza¢ao do uso de sémen criopreservadiQUET, DREANNOet al., 2000).
Além de contribuirem no desenvolvimento de tecna®@plicadas na formacdo de
bancos genéticds vivo ouin vitro (ZANIBONI-FILHO & SCHULZ, 2003) destinados
para fins de conservagdo da biodiversidade gendgcaspécies ou até mesmo em
programas de melhoramento genético em fazendadtdec

Diversos trabalhos tém sido realizados com o ofgjate estudar caracteristicas
seminais e espermaticas de espécies de peixedeibogsi sGo algumas espécies:
cascudo-pretoRhinelepis aspera) (SANCHES, BOMBARDELLI et al., 2011); suruvi,
(Seindachneridion scripta) (LUZ, FERREIRA, et al., 2001), dourado Salminus
brasiliensis) (STREIT JR., SIROL.et al., 2008a) e piaparaLéporinus eongatus)

(STREIT JR., SIROLet al., 2008b)
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Estocagem de sémen de peixes

O objetivo da utilizacdo de técnicas de estocagerséthen € a preservacao de
gametas por um curto periodo com um baixo custgsipititando a reproducao
artificial de peixes em casos de liberacdo assmcadde gametas (SANCHES,
NEUMANN et al., 2011).

A estocagem do sémen pode ser realizada sob dveosaicoes, as principais
variaveis que tem efeito sobre o processo de agotaao: temperatura (SANCHES,
NEUMANN et al., 2011), atmosfera (DILAURO, KRISE al., 1994; MARQUES &
GODINHO, 2004; SANCHES E CERQUEIRA, 2010), diluicA®m solucbes
especificas (MURGAS, MILIORINI et al., 2004), presenca de antioxidantes
(Lahnsteiner & Mansour, 2010) e a utilizacdo debaticos (VIVEIROS, ISAUet al.,
2010).

Diversos autores descrevem o0 processo de estocdgesémen de peixes por
curtos periodos. O sémen das espé@egon lundii, Piaractus mesopotamicus,
Leporinus elongatus, Leporinus friderici, Prochilodus lineatus e Prochilodus
marggravii, foi estocado por curtos periodos de tempo solgezhicdo, e possibilitou a
manutencdo da viabilidade espermatica por até P&BShHOMIARQUES & GODINHO,
2004). O sémen de bagre africano foi estocadoddilem diversas solucbes sob
refrigeracdo, e ndo foram observadas reducdes tibdame espermatica até 24 horas
de estocagem, porém apos 48 horas a motilidadernesipea foi reduzida

significativamente (KIME, EBRAHIMEt al., 1996).

Criopreservacao de sémen de peixes
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A criopreservacao de sémen pode ser utilizadagugar diversas necessidades
incluindo a obtencdo de sémen em tempos e lodei®dies e utilizacdo em programas
de melhoramento genético (GODINHO, AMORB##al., 2003). Além de possibilitar a
preservacdo da heterogeneidade genética de uma cieespfMURGAS,

FRANCISCATTOet al., 2003)

Em procedimentos de criopreservacdo de célulasrredpieas de peixes, 0s
principais componentes das solucdes crioprotete@@ms a) diluidores - apresentam
basicamente a func&o de evitar a ativacdo espeargtd) crioprotetores - impedem as
crioinjarias (VIVEIROS, OLIVEIRAet al., 2009). Entretanto, existem variagdes quanto
o0 tipo de componente e suas concentracdes nestagde® (CAROLSFELDT,
GODINHO et al., 2003).

A criopreservacédo de sémen de peixes neotropieaisstdo bastante estudada
nos ultimos anos e protocolos efetivos tem sidoerdéhados para o pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) (CAROLSFELDT, GODINHOet al., 2003); o jundia
(Rhamdia hillari). (FOGLI DA SILVEIRA, KAVAMOTO et al., 1985) e o curimba

(Prochilodus lineatus) (MILIORINI, MURGAS et al., 2011).
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Parametros seminais e espermaticos e resfriamento démen do surubim do Iguacu,

Steindachneridion melanodermaturfGaravello, 2005)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametresiirzais e espermaticos do
Seindachneridion melanodermatum e os efeitos da diluicdo, da temperatura e do dedep
estocagem do sémen sobre os parametros espermé&icam coletados o sémen de nove
machos, induzidos hormonalmente. No sémen frescamfoavaliados os parametros:
osmolaridade do plasma seminal (OSM), pH do sépidh (notilidade (MOT) e velocidades
espermaticas (VCL, VLR, VMD, VE), tempo total deivatdo esperméatica (TEMP),
concentracdo espermatica e indice de normalidgmreatica (NORM). Amostras do sémen
fresco e outras diluidas em solucdo contendo 5%rudese e 5% de leite em po foram
armazenadas a 10 e 25°C e as MOT, VCL, VLR, VMDMPHoram mensuradas apos 0, 5,
9, 18, 27, 36, 45, 54 horas. Os machos liberaran741%,38 mL de sémen com,
258,78+29,36mOsm e pH de 7,11+0,31. No sémen 90,86% dos espermatozoiides eram
méveis e apresentavam 185,58+14mhis’ para VCL, 49,15+4,6am.s’ para VLR,
87,02+4,13 ym.s' para VMD, 106,52 +4.48n.s' para VE, 79,31+562s TEMP,
1,03x16%3,65x10 espermatozédes.rifLe 75,81+5,71% de NORM. A motilidade, as
velocidades e o tempo total de ativacdo espermdtican influenciados (p<0,05) pela
diluicdo, pelas temperaturas e tempos de armazemanr@uando for necessério o emprego
da estocagem do sémen, este poderd ser realizaddilsegédo e preferencialmente resfriado
a 10C. Ainda, pelo periodo de até 27 horas, o sémee sed mantido nao diluido, sob

temperatura ambiente (25°C) sem prejuizos paratifidade espermatica.

Palavras-chave:CASA, espermatozoide, macho, reproducéo, sémen
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Seminal and spermatic parameters and sperm coolingof Iguacu sorubim,

Steindachneridion melanodermaturfGaravello, 2005)

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the semindlspermatic parameters as well as
the effects of dilution, temperature and storaggogdeover spermatic parameters in semen of
Seindachneridion melanodermatum. Sperm samples were collected from nine hormonally
induced males. The following parameters were aralyz fresh sperm: osmolality of seminal
plasma (OSM), pH, motility (MOT), spermatic velgci(CVV, SLV, APV, SV), time of
spermatic activation (TEMP), spermatic concentratamd index of spermatic normality
(NORM). Fresh and diluted semen samples in 5% dsectind 5% milk powder solution were
stored at 10 and 25°C followed by analyses of MOVYY, SLV, APV and TEMP after O, 5,
9, 18, 27, 36, 45, 54 hours. Males released 11.38thL of sperm with 258.78+£29.36
mOsm and pH of 7.11+0.31. The sperm presented 29.86% of motile spermatozoa at a
concentration of 1.03x1f3.65x10 spermatozoa.mit with CVV of 185.58+14.11um.s?,
SLV of 49.15+4.66um.s*, APV of 87.02+4.13im.s", SV of 106.52+4.4im.s*, TEMP of
79.31145.62s, and NORM of 75.81+5.71%. Motility, spatic velocity and total time of
spermatic activation were affected by dilution, pemature and storage period (p<0.05). If
semen storage is necessary, the procedure shoydrfmemed with undiluted sperm cooled
at 10C. Moreover, the sperm might be kept, without @dnf at room temperature (25°C) for

a period of up to 27 hours with no damages ovemsaigc motility.

Keywords: CASA, male, reproduction, semen, spermatozoon
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Introducao

O surubim do Iguacuteindachneridion melanodermatum (Garavello, 2005)é um
bagre nativo da América do Sul, endémico da bagiaial lguacu (FroeseandPauly, 2012).
Este peixe € um carnivoro (Zaniboni Filho et al040 considerado de grande porte
(comprimento <532 mm) (Garavello, 2005) e ameackdextingdo (Sereia, 2010).

O desenvolvimento de técnicas reprodutivas € o grampasso para promover a
propagacao artificial de peixes (Romagosa et dlppe a formacédo de bancos genéticos
vivo ou in vitro (Zaniboni Filho and Schulz, 2003). Contudo, nasixn informacdes sobre
0s aspectos reprodutivos & melanodermatum em cativeiro, tdo pouco sobre biotécnicas
efetivas voltadas a manipulacdo e a conservacédeeds gametas. Os poucos trabalhos
disponiveis retratam informacgfes superficiais sabrprocesso de liberacdo de sémen e
poucos aspectos espermaticos (Ludwig et al, 208&t @na, 2009).

Conhecer os parametros seminais e espermaticoggeraproveitamento racional de
gametas com boa qualidade e a identificacdo dedatores realmente eficazes (Coward et
al, 2002). Estas informacdes possibilitam raci@aalio uso de reprodutores por meio da
utilizacdo de doses inseminantes adequadas (Bosibagd al, 2006; Streit et al, 2008),
viabilizar o emprego de sémen criopreservado engeglimentos de fertilizacdo artificial
(Suquet et al, 2000) ou o desenvolvimento de tegmws aplicadas na formacao de bancos
genéticosn vivo ouin vitro (Zaniboni Filho and Schulz, 2003), destinados pactanservacao
da biodiversidade ou para programas de melhorangemético.

O desenvolvimento de técnicas voltadas a consesvalgi gametas de peixes
neotropicais tem sido foco de pesquisas (Viveirbsle 2010), visto a rapida perda de
viabilidade ap6s a ovulacdo ou espermiacdo (Ritzal,€2003). Além da criopreservagao,
técnicas de estocagem de sémen sob resfriamen@mpodntribuir para a preservacao de

gametas por curtos periodos de tempo (Jenkinsamsdhie1997). Os empregos destes
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procedimentos podem garantir a reproducédo artifesia casos de liberacédo assincrbnica de
gametas (Sanches et al, 2011a), permitir a troca camercializacdo de sémen fresco entre
diferentes laboratérios e empresas ou, em progrdmasnservacao da diversidade genética,
manter a viabilidade dos gametas entre 0 momentoldta em ambientes naturais remotos e
0 Seu posterior processamento em laboratorio.

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametensigais e espermaticos do surubim
do Iguacu &eindachneridion melanodermatum) e os efeitos da diluicdo, da temperatura e do

tempo de estocagem do sémen sobre 0s parametssmaspos.

Material e métodos

O experimento foi realizado no més de outubro df20a Estacdo Experimental de
Estudos Ictiolégicos da Companhia Paranaense dginea Usina Hidrelétrica Governador
Ney Braga (EEEI — Copel) em Reserva do Iguacu, idar8rasil e no Laboratério de
Tecnologia da Reproducdo de Animais Aquaticos akis (LATRAAC), instalado no
Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental AAP, da Universidade Estadual do Oeste
do Parana, Toledo, Parand, Brasil.

O grupo de reprodutores da EEEI — Copel foi mandddongo do ano em tanques
escavados revestidos de concreto nas lateraisde fum terra. O abastecimento da agua foi
mantido para reposicdo de agua perdida com a eaggmre infiltracdo. Os animais foram
alimentados com racao extrusada comercial cont8@ée de proteina bruta a uma taxa de
arracoamento de 1% do peso vivo ao dia. Ainddpfoiecido aos reprodutores alimento vivo
na forma de peixes de pequeno porte. Deste grugamf selecionados nove machos
(1.857,22+774,609) que liberavam esperma por meiteve pressdo abdominal. Os machos

selecionados foram transferidos para o laboratdeoreproducéo artificial, estocados em
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tanques de alvenaria revestidos com azulejo, dsta@#gorenovacdo constante de agua e
controle da temperatura da Agua$25C) por meio de aquecimento elétrico.

Os machos receberam tratamento hormonal para pssmocaumento da producdo de
sémen (Sanches et al, 2010), por meio de aplicaedmtra-muscular de 3,0 mg de extrato
pituitario de carpa (EPC).kg de reprodifi@ombardelli, et al, 2006; Urbinati and Gongalves,
2005; Weingartner and Zaniboni, 2005).

O sémen foi coletado apdés 260 horas-grau (Ludwigalet2005), por meio de
massagem abdominal no sentido céfalo-caudal. Bata, tos peixes foram anestesiados por
meio de imers&o em solucéo aquosa contendo 75rhgrimcaina.L de agigOkamura et
al, 2010). As primeiras parcelas do sémen libefaciim desprezadas para evitar a possivel
contaminagao com fezes ou urina (Poupard et ag)1@volume de sémen liberado por cada

um dos peixes foi mensurado em tubos de ensaioatad, com precisdo de0,1mL.

Amostras do sémen de cada macho foram avaliadaiatamente apds a coleta para
determinacdo dos parametros seminais e espermafoosm avaliados: osmolaridade do
plasma seminal (OSM), pH seminal (pH), motilidadgpezmatica (MOT), velocidade
espermatica curvilinear (VCL), velocidade esperoaatem linha reta (VLR), velocidade
espermatica meédia de deslocamento (VMD), tempd ti#taativacdo espermatica (TEMP),
concentracdo espermatica (CONC) e indice de nataddi morfolégica dos espermatozoides
(NORM).

Para a determinacdo da osmolaridade do plasma aei@®8M), amostras de 2,5 mL
de sémen foram submetidas a centrifugacédo a 3.5000p 10 minutos. Em seguida o plasma
seminal foi separado e conservado a -5C. Paraeandeb¢cdo da osmolaridade, as amostras

foram analisadas em osmometro crioscépico (PLZ,abaddLZ-1000) (Alavi et al, 2010).
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O pH seminal foi determinado pelo método colorimétem papel tornassol (Merck).
Uma gota de sémen foi colocada sobre o papel ¢éoeacéo resultante comparada com uma
escala (1-14) fornecida pelo fabricante.

Para a avaliacdo dos parametros motilidade espeandMOT), velocidade
espermatica curvilinear (VCL), velocidade esperocaatm linha reta (VLR) e velocidade
espermatica média de deslocamento (VMD) foi utilza Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA), adaptado para a espécie, utilizando-seviales de 1s de imagens, 10 segundos
apos o inicio da ativacdo espermatica (Tessarty @042). Para tanto, aliquotas de sémen
foram ativadas com agua destilada empregando-sBeigad de 1:5QL. Parcelas de 1@ do
material diluido foram dispostas em camara heméticaé de Neubauer espelhada e
visualizadas em microscépico 6ptico (NiRoBclipse E200) (40X), acoplado a uma camera
de filmagem Baslér a602-f. As imagens foram obtidas com a taxa de du@¥dros por
segundo e armazenadas em disco rigido para posieétise(Sanches et al, 2010).

Os resultados de VCL, VLR e VMD, devido a sua dag&o, foram agrupados
através de andlise de componentes principais (P§&R)3o o indice calculado denominado
Velocidade Espermatica (VE)(Tessaro et al, 2012 p&io da equacao:

VE = (a/atb+c).VCL+(a/atb+c).VMD+(a/a+b+c).VLR
Onde: VE = Velocidade espermatica (UM.sVCL = Velocidade espermatica Curvilinear
(um.s"); VMD = Velocidade esperméatica média de deslocamefum.s); VLR =
Velocidade espermatica em linha reta (jf)).® = Fator de contribuicdo da VCL para a
formacgao da VE; b = Fator de contribuicdo da VMDapa formacdo da VE; c = Fator de
contribuicéo da VLR para a formagéo da VE;

O tempo total de ativagdo espermética (TEMP) faisneado por meio dos videos de
movimento espermatico, considerando-se o temposséde para a perda de motilidade de

100% das células.
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A mensuracéo da concentracdo espermatica (CONr(Bet al, 1995) foi realizada,
individualmente e em triplicatas, em microscopioute (40X) pelo método de contagem de
células espermaticas em camara hematimétrica deaNeu(Mylonas et al, 1997; Wirtz and
Steinmann, 2006). Para tanto, amostras de sémsgofferam fixadas em solucdo de formol
salina tamponada (Streit et al, 2004; Streit e2@06) a uma diluicdo de 1:1000 (Bombardelli
et al, 2006).

Para a avaliacdo e mensuracdo do indice de noadalidnorfologica dos
espermatozoides (NORM), foram preparados dois gesfess com o material anteriormente
fixado em solucéo de formol salina tamponado (Rywenet al, 2004). As laminas obtidas
com os esfregacos foram submetidas a coloracdo @sa Be Bengala (Hafez and Hafez,
2004; Streit et al, 2004) e analisadas em micrascde luz (40X). Foi avaliado um total de
400 espermatozoides de cada colheita provenientendénico peixe. Os espermatozoides
avaliados foram classificados como normais ou aam{CBRA, 1998; Chenoweth, 2005;
Streit et al, 2006).

Ainda, amostras de sémen de cada um dos reprodtitnegn submetidas ao ensaio de
conservagao e estocagem ao longo do tempo solerd#srcondicdes de armazenamento. O
ensaio foi realizado utilizando um delineamento eexpental inteiramente casualizado,
organizado em esquema fatorial 2x2x8. Foram testajaa estocagem do sémen nao diluido
e diluido na proporcao de 1:3 em solucdo aquospasta de 5% de frutose e 5% de leite em
pé (previamente determinada em ensaio piloto), & \@riacdo da temperatura de estocagem
considerando a temperatura ambiente (25°C) e adsfria 10°C. Ainda, a qualidade
espermatica foi aferida em oito momentos apds eioinla estocagem do sémen,
correspondentes a 0, 5, 9, 18, 27, 36, 45, 54 hdfas considerado como unidade
experimental uma amostra de 2mL de sémen proveniEntim Unico reprodutor, contida em

microtubos do tipo eppendorf de 2,5mL.
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Os parametros avaliados ao longo do ensaio deaggiocdo sémen foram: motilidade
espermatica (MOT), velocidade espermatica (VE) rapte total de ativacdo espermatica
(TEMP), conforme descrito anteriormente.

As médias e os desvios padrédo dos parametros ssneinespermaticos do sémen
fresco foram calculados com a utilizagéio do so#wWBFATISTICA 7.§. Os resultados dos
parametros espermaticos avaliados no ensaio deagsto do sémen foram submetidos a
Factorial ANOVA e quando constatado efeito entre os tratamentogpficado o teste de
comparacao multipla de médias de Duncan. O procesya estatistico também foi realizado

com a utilizagéo do software STATISTICA 7.0

Resultados

Os machos d& melanodermatum liberaram em média 11,74+5,38 mL de sémen, com
1,03x16%3,65x10 espermatozoéides.niLe 75,81+5,71% de espermatozéides normais. Em
média, o sémen apresentou pH de 7,11+0,31 e o alasminal com 258,78+29,36mOsm
(Tabela 1).

Logo apos a liberacdo e a coleta do sémen dos dpres, 99,86+0,31% dos
espermatozoides apresentavam-se moveis, com valiesdle deslocamento correspondentes
a 185,58+14,1ims" para velocidade curvilinear, 49,15 +4,66s* para velocidade em linha
reta e 87,02+4,13m.s' para velocidade média de deslocamento (Tabela 1).

As velocidades espermaticas curvilinear (VCL), enihd reta (VLR) e média de
deslocamento (VMD) foram altamente correlaciondd=87, r=100 e r=98, respectivamente)
e 0 seu agrupamento por meio da analise de comsngirincipais resultou na

equacao:VE=0,325244.VCL+0,343368.VMD+0,331388.VLR. velocidade espermatica
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estimada no sémen fresco foi de 106,52+4745" e o tempo total de ativacdo espermatica
de 79,31+5,62s de tempo total de ativacdo esparan@iabela 1).

Imediatamente apoés a diluicdo do sémen, foi obdaragpresenca de espermatozoéides
moveis, contudo, este parametro ndo foi quantifigaelo sistema CASA devido a elevada
concentracdo celular. A diluicio do sémen, o tengp@a temperatura de estocagem
influenciaram (p<0,05) a motilidade espermaticasdmen des. melanodermatum (Fig. 1).
Até o tempo de 18 horas de estocagem néo forammalolses diferencas (p>0,05) em funcéo
das diferentes temperaturas ou a diluicdo (Fig.Apps 27 horas de estocagem o sémen
diluido e mantido a 25°C perdeu completamente didaste e entre os demais tratamentos
nao foi notada diferenca entre os percentuais dermstozéides moveis (p>0,05) (Fig. 1).
Decorridas 36 horas de estocagem o sémen naoaguitantido a 25°C apresentou superior
média de espermatozoéides moveis (p<0,05) (Fig.Apps 45 horas de estocagem, os
percentuais de espermatozoides moéveis permanedaguais (p<0,05), independentemente da
temperatura ou da diluicdo (Fig. 1).

A velocidade espermética sofreu influencia (p<O@bdiluicdo, da temperatura e do
tempo de estocagem. Apds 5 horas de estocagenocidaele espermatica no sémen mantido
a 10°C foi reduzida (p<0,05), independente dazagio ou ndo da diluicdo (Fig. 2). Entre 9 e
45 horas de estocagem do sémen as maiores médiaslaiidade espermética foram
constatadas para aquele estocado a 10°C diluidd@uliluido e para o material mantido a
25°C ndo diluido (Fig. 2). Apds 54 horas de estecag material mantido a 10°C, diluido ou
nao diluido, apresentou maior (p<0,05) velocidapeanatica.

O tempo total de ativagdo espermatica do sémenudabisn do Iguacu sofreu
influencia (p<0,05) do tempo, da temperatura decegtem e da diluicdo (Fig. 3). Apos cinco
horas de estocagem o material mantido resfriadé°@ teduziu (p<0,05) o tempo total de

ativacdo espermatica em relacdo ao sémen fresgoJFiEntre 9 e 36 horas de estocagem
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nao foi constatado efeito (p>0,05) dos diferentamimentos sobre o tempo total de ativacéo,
exceto para as amostras do sémen diluido e maati@s°C, que a partir de 9 horas de
estocagem teve o tempo total de ativacdo reduze6,Q5) e a partir de 27 horas nao
apresentou mais viabilidade (Fig. 3). Em 54 homgstocagem o sémen diluido e mantido a

10°C apresentou maior média para tempo total dacdid (Fig. 3).

Discussao

Conhecer as caracteristicas seminais e espermdidandamental na rotina de
reproducdo artificial (Sanches et al, 2011b) e ger utilizacdo racional do sémen e dos
reprodutores (Bombardelli et al, 2006). Apesar dmetros seminais e espermaticosSdo
melanodermatum, como volume seminal, cor e viscosidade seminalnceatracao
espermatica e tempo de ativagdo espermética, wdeEndeterminados por meio de métodos
subjetivos por Santt’ana (2009), o presente expatiné o pioneiro em caracterizar 0s
parametros seminais e espermaticos do surubim dacugcom a utilizagcdo de analise
computadorizada.

Os valores determinados para o volume de sémenertyacao espermatica (CONC)
e tempo total de ativacdo espermatica (TEMP) difelles encontrados por (Santt’ana, 2009)
que trabalhou com sémen proveniente de 11 machasésode janeiro. O autor obteve as
médias de 1,39+0,75mL, 52,20+21,58%Kulas.mL’ e 154,40+72,57s, para volume total de
sémen liberado, concentracdo espermatica e tempal the ativacdo espermatica,
respectivamente. Estas diferencas podem ocorrédalawariacdo da época do ano quando
foi realizada a coleta, diferencas na dosagem hmmempregada (Godinho, 2007) e,
especificamente sobre os parametros de motilidadejdo ao método de ativacéo
espermatica empregado.

Devido a inexisténcia de informacfes sobre a espési parametros de motilidade

espermatica (MOT), velocidade espermatica cunalin@CL), velocidade esperméatica em
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279 linha reta (VLR), velocidade espermatica média dslatamento (VMD), velocidade
280 espermatica (VE), indice de normalidade morfolégd®RM) ,pH e osmolaridade seminal
281 (OSM), serdo comparados com o jundRagmdia quelen), bagre nativo da mesma regiéo de
282 ocorréncia dé& melanodermatum (Gomes et al, 2000).

283 Sanches et al. (2010) determinaram os parametradidade espermatica (MOT),
284 velocidade espermatica curvilinear (VCL), velocidasspermatica em linha reta (VLR) e
285 velocidade espermatica média de deslocamento (VpHDR machos de jundia utilizando
286 andlise computadorizada. As médias determinadasamforde  71.23+12.01%,
287 89.25+22.37m.s*, 42.25+5.94um.s+ e 56.51+8.2Jum.s+ para MOT, VCL, VLR e VMD,
288 respectivamente. Tessaro et al (2012) determinaavelocidade espermatica (VE) para
289 machos de jundidRhamdia quelen), obtendo valores entre 50.32+2.09 e 53.43+u8%-
290 entre os meses de outubro e fevereiro. A motilidesfeermatica é considerada como fator
291 importante no processo de reproducédo artificial pgexes e também como o principal
292 parametro utilizado na afericdo da viabilidade es@éica (Glogowski et al, 2002; Urbanyi et
293 al, 1999), pois este parametro apresenta relagétadiom as taxas de fertilizacdo (Tuset et
294 al, 2008a). Tessaro et al (2012) afirmam que aciddoe espermatica pode ter relagcdo com a
295 fertilidade dos espermatozoides, porém o mecandenimfluencia ainda néo foi elucidado.
296 Analises computadorizadas sdo ferramentas impegapbr apresentarem informacgdes
297 répidas e precisas sobre as condi¢cdes do sémenudilizgado no processo de reproducéo
298 artificial (Sanches et al, 2011c).

299 Os autores Tessaro et al. (2012) determinaram ioeire normalidade morfolégica
300 dos espermatozdides no sémen do junéBarfdia quelen) e as médias variam entre
301 56.25+4.16 e 80.71+1.47%, entre os meses de outufEeereiro. A relagdo deste parametro
302 com a motilidade espermética, bem como o seu irap=atire a fertilizacdo artificial, ainda

303 geras intriga no meio cientifico, pois a sua redag@o é clara (Tuset et al, 2008b).
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O pH seminal apresenta importancia por estar dietée relacionado ao inicio da
ativacdo espermatica (Alavi and Cosson, 2005).i¢diét al (2008) determinaram o pH do
fluido seminal do jundia correspondente a 8,6+0,2.

A osmolaridade do plasma seminal 8omelanodermatum foi proxima aos valores
determinados por Farias et al (2009) para o sérodardbaqui Colossoma macropomum),
correspondente a 247+58 mOsm, quando aplicadortesi@ hormonal. A osmolaridade do
plasma seminal tem influencia direta sobre a aiwagspermatica, visto que este processo
somente ocorre depois da diluicio do sémen e edmwgios espermatozoides a meios
hipotbnicos (Linhart et al, 1999).

N&o existem relatos de ensaios de estocagem de srfemelanoder matum, sendo
este 0 estudo pioneiro para a espécie. A estocdgesémen é uma alternativa indispensavel
na selecdo de peixes e sincronizacdo da dispal@tdi de gametas (Rurangwa et al, 2004).
De modo geral, o sémen d® melanodermatum pode ser estocado diluido ou ndo, em
temperatura de £G por periodos de até 27 horas sem prejuizos niidade espermatica.
Kime et al (1996) encontraram resultados semelsaqui@ando estocaram o sémen de bagre
africano Clarias gariepinus) diluido em diversas solu¢des e armazenado solgeefcao.
Estes autores ndo observaram reducdes de motilidgpermatica em até 24 horas de
estocagem, porém, ap6s 48 horas a motilidade eapieanfoi reduzida significativamente.
Rurangwa et al (2001) constataram prejuizos nalideaite espermatica apds 48 horas de
estocagem do sémen de bagre africalar{as gariepinus), diluido em solugdo contendo
DMSO e glicerol e mantidos sob refrigeracao.

A perda de motilidade espermatica ao longo do tedgestocagem é verificada por
diversos autores (Fauvelet al., 2010; Rizzo 2@03). O presente experimento verificou que
0 sémen d&. melanodermatum quando diluido em solugdo aquosa contendo 5%utiest e

5% de leite em po e estocado em temperatura arebiaptesentou uma rapida perda de
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viabilidade das células espermaticas. Isto posammele estda associado ao fato da temperatura
elevada ter acelerado o metabolismo esperméati@dato do diluente ter agido como meio
nutritivo que, associado a temperatura, promoveiesenvolvimento de micro-organismos.
Ao longo do tempo, foi verificada nos videos de ihagide espermatica, a ocorréncia de
organismos em movimento junto aos espermatozomarfetro nao quantificado). Apesar
de néo ter sido objeto de estudo, supbs-se que raram-organismos que se desenvolveram
devido as condicfes favoraveis. O desenvolvimeasted micro-organismos no sémen pode
reduzir a motilidade espermatica. Viveiros et &l1(2) observaram que o aumento do numero
de bactérias presentes em amostras de sémen cenpitza Brycon orbignyanus) diluido em
NaCl-tris, causou uma diminuicdo no percentual ddililade espermatica, provocando a
reducdo de 93 para 1%, enquanto a populacdo laeieaimentou de 1@ 10 UFC.mL de
sémen diluidd, durante 8 dias de armazenamento,

A utilizacdo de diferentes solucbes diluidoras etoa@s diferenciados de
armazenamento podem ser mais efetivos na manutetegcdpalidade seminal durante a
estocagem, porém devem ser observados aspecttigsoeela toxicidade destes diluidores
(Sanches et al, 2011a) e a sua capacidade de raartélulas espermaticas inativas (Viveiros
et al, 2009). Ensios de estocagem do sémen despee@ropicais por curtos periodos de
tempo, foram efetivos na manutengédo da qualidaperestica quando utilizados o BTS e o
KCI para a piracanjuba(ycon orbignyanus), mantido sobre refrigeracdo (4°C) e diluido na
propor¢cdo 1:3 (sémen:diluidor) (Murgas et al, 2084 BTS para a pirapiting&rycon
nattereri), mantido sob refrigeracdo (4-6°C) diluido na prggo de 1:10 (sémen:diluidor)
(Oliveira et al, 2007). O observado no presenteegryEento contrapde os resultados obtidos
para outras espécies, pois a utilizacdo de diluidm promoveu melhorias na qualidade
esperméatica. Além da suposta atividade microbianefeito da temperatura (Billard et al,

1995) pode ter sido um fator responsavel pela pdedaabilidade espermatica.



354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

35

Os efeitos da temperatura de estocagem sobre didade espermatica d&.
melanodermatum sdo corroborados pelos resultados da estocagesérden a I, que
prolonga a viabilidade das células tanto no sémridd quanto naquele nao diluido.
Sanches et al. (2011a) também sugerem que a estocdg sémen de jundi&Riamdia
quelen) em altas temperaturas promove prejuizos a madiédespermatica.

A velocidade espermatica foi mantida constanteeensr tratamentos, exceto para o
sémen estocado diluido a 25°C que rapidamentepanrdiabilidade. Este efeito pode ter sido
causado pela diminuicdo das reservas de energikarcdevido a maior atividade metabdlica
e limitacdo de recursos energéticos (Bobe and L&fi)). O mesmo efeito da temperatura
pode ter sido responsavel pela prolongacdo do tewab de motilidade espermatica no
sémen resfriado e diluido, visto a possivel redugio atividade metabdlica dos
espermatozoides (Billard et al, 1995), que promowugu consumo mais lento da energia
disponivel aos espermatozoides.

De modo geral, a solu¢do contendo 5% de fruto$é déleite em pé ndo se mostrou
promissora para 0 emprego em procedimentos dec@ldue estocagem do sémen #Ho
melanodermatum. Apesar da inexisténcia de informagdes e por s@rimeiro trabalho
realizado com foco na estocagem do sémen destxies@htes que novas pesquisas
determinem protocolos mais efetivos, quando foress&rio o emprego da estocagem do
sémen, este podera ser realizado sem diluicidofergmeialmente resfriado a M Ainda,
pelo periodo de até 27 horas, o sémen pode serdmamdio diluido, sob temperatura

ambiente (25°C) sem prejuizos para a motilidaderesitica.
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543 Tabela 1 - Parametros seminais e espermaticos deosae surubim do Iguac&¢indachneridion. melanodermatum) submetidos a

544  inducdo hormonal com 3,0 mg de extrato pituitadadrpa.kg de reprodutbr

Macho
Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média + desvio padrao
Volume (mL) 11,2 6,8 7.6 11,4 17,2 7,2 13,5 22,8 8 11,74 + 5,38
OSM (mOsm) 217,00 276,00 208,00 277,00 303,00 254,0 246,00 264,00 284,00 258,78 + 29,36
pH seminal 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 8,00 7,00 7,11 + 0,31
CONC (células.mt}) 6,58x13 7,30x10 7,18x16 1,71 x16° 1,24 x18° 7,90x10 7,28x16 1,44 x16° 1,26 x14° 1,03x18° + 3,65x18

NORM (%) 71,33 80,00 78,33 69,67 73,00 76,33 66,67 82,67 84,33 75,81 + 571
MOT (%) 99,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,d® 99,75 100,00 99,86 * 0,31
VCL (um.s?) 158,87 181,93 167,65 182,92 203,13 203,13  185,95194,27 192,34 185,58+ 14,11
VLR (um.s?) 59,60 50,95 46,53 44,14 44,82 49,06 48,78 4520 3,26 49,15 + 4,66
VMD (pm.s?) 92,66 88,13 80,60 83,75 83,07 85,98 88,41 86,52 4,0 87,02 + 4,13

VE (um.s?) 103,24 106,32 97,62 102,88 109,44 111,85 107,00 07,87 112,51 106,52+ 4,45
TEMP (s) 90,50 74,67 78,00 74,67 72,00 84,67 78,00 77,00 84,33 79,31+ 5,62

545 OSM - osmolaridade do plasma seminal, pH semin®NC - concentracdo espermatica, NORM - percentual edpermatozdéides
546 morfologicamente normais, MOT -motilidade espero#&tl/CL - velocidade espermatica curvilinear, VLRelocidade espermatica em linha

547 reta, VMD - velocidade espermatica média de deslecdo, VE — velocidade espermatica, TEMP - tempal tde ativacdo espermatica.
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Motilidade e cinética da ativacdo de células espedticas de
Steindachneridion  melanodermatum (Garavello, 2005)

criopreservadas em diferentes diluidores.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a motilideddescrever a cinética da
ativacdo de células espermaticasSdenelanodermatum criopreservadas em diferentes
solugdes, empregando-se 0 método CASA e modelodiméares. Foram coletadas
amostras de sémen de cinco machos, induzidos hatmente, que foram submetidas
ao protocolo de criopreservacdo com a utilizacdo ddee solucdes diluidoras
constituidas por diferentes concentracdes de gliedsutose, 5% leite em po e, 10% de
DMSO ou propilenoglicol ou metanol. O sémen fredeocada um dos machos foi
avaliado quanto aos parametros: motilidade esp@andtlOs apO0s a ativacdo),
motilidade inicial tedrica, velocidade espermaticaice de normalidade espermatica e,
os tempos decorridos para que 75%, 50% e 25% qesneatozéides permanecessem
moveis. As amostras de sémen criopreservadas fdeaoongeladas e avaliadas quanto
aos mesmos parametros. A solucdo contendo 2,5%sé&ub% leite em poé e 10%
metanol apresentou maior (p<0,05) indice de nodadé espermatica (71,13+4,79%) e
maior motilidade espermatica inicial (85,56+15,31%pm a utilizacdo da solucdo
contendo 5% frutose, 5% leite em po e 10% metammahi encontrados maiores médias
(p<0,05) de motilidade espermatica em 10s apoésivacab (78,99+27,20%) e de
velocidade espermatica (75,62+18f.s*), além do que, esta solucdo prolongou a
ativacdo espermatica. Desse modo, o0 sémenSdenelanodermatum pode ser
criopreservado com sucesso em solugdo aquosa dorién frutose, 5% de leite em pé
e 10% de metanol.

Palavras-chave CASA; Espermatozoide; Peixe; Reproducao.
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Motility and kinetics activation of sperm cells from Steindachneridion
melanodermatum (Garavello, 2005) cryopreserved in different

extenders.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the viapgihd describe the kinetics of
activation of sperm cells & melanodermatum cryopreserved in different extenders, by
measuring the motility parameters by CASA methocer&\Vcollected semen samples
from five males, hormonally induced, these submittéo the protocol of
cryopreservation with the use of twelve dilutivdusions, formulated with the use of
glucose, fructose, milk powder, DMSO, propylenecglyand methanol. containing 5%
fructose, 5% milk powder and 10% methanol in aggesnlution. The cryopreserved
semen was thawed and evaluated for the paramsgpensn motility (in 10 seconds after
activation), theoretical initial motility, sperm beeity, index of normality and the
elapsed times for 75%, 50% and 25% of the spersnratabile. The fresh semen was
evaluated for the same parameters. The solutiotaitang 2.5% fructose, 5% milk
powder and 10% methanol had higher (P <0.05) rat®onality (71.13 + 4.79%) and
higher initial motility (85.56 + 15.31%). By usirtge solution containing 5% fructose,
5% milk powder and 10% methanol was found highestrages for the parameters:
sperm motility in 10s after activation (78.99 + 20%), sperm velocity (75.62 + 18.76
um.s-t) and this solution prolonged the sperm atibma Thus, the sperm o0&
melanodermatum can be successfully cryopreserved using the egterslution

containing 5% fructose, 5% milk powder and 10% raeth in aqueous solution.

Keywords CASA,; Espermatozoa; Fish; Reprodution.
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Introducao

O surubim do Iguagiiteindachneridion melanodermatum, € um bagre nativo da
América do Sul, endémico da bacia do rio Iguacu BJum peixe carnivoro [2],
considerado de grande porte em sua regido de ofgamprimento <532 mm) [3]. Sua
regido de ocorréncia encontra-se altamente impaaaddecorréncia de fatores como
os diversos represamentos, a ocupacao antropicegio [4] e a sobrepesca, 0 que
contribui para o aumento do impacto sobre as pgpatadesta espécie [2], colocando-a
em risco de extincdo. B melanodermatum também é bastante procurado para
consumo, visto as caracteristicas organolépticasudecarne, a auséncia de espinhos
intramusculares e seu rendimento de carcaca [Hoddado a estas caracteristicas, a
espécie apresenta potencial para a aquiculturas @presenta facil adaptagdo ao
cativeiro e as dietas artificiais [5, 4, 6].

O desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas érimgiro passo para
promover a propagacao artificial de peixes [7]fermmacéo de bancos genéti¢osivo
ou in vitro [8]. Estas biotécnicas sao importantes ferramespéisadas em programas
voltados a conservacédo da biodiversidade [8, 9]Jaitados ao melhoramento genético
em aquiculturas comerciais [10], onde a criopresgig assume um importante papel
por garantir o armazenamento de material biologico periodos indeterminados de
tempo [11].

Um dos aspectos basicos do processo de crioprederesta na elaboracdo de
solugdes crioprotetoras que apresentem a capaaigadduir o sémen sem promover a
ativacdo espermatica e, ainda, prevenir as cétgagas as injarias provocadas pelo
processo de congelamento [12]. Apesar da dispatadé de formulagdes destas
solugdes para algumas espécies neotropicais co®@nwnus brasliensis [12] e o

Prochilodus lineatus [13], existem variacbes quanto o tipo de companentsuas
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concentracdes nestas solugdes [14]. Agucares caghicose e frutose sdao empregados
nestas solucdes para promover o aumento da osdamarida solucdo, e por
consequéncia evitar a ativacdo espermatica, ermgast substancias como o metanol,
DMSO e propilenoglicol sdo espécie especificos amargir a integridade das
membranas celulares [12].

Poucas sdo as informacdes disponiveis sobre ostaspeprodutivos d&.
melanodermatum em cativeiro, tdo pouco descrigcdes de biotécrefeiivas voltadas a
manipulagéo e a preservacao de seus gametas. Gsspoabalhos disponiveis relatam
informacgdes superficiais sobre o processo de lijderale sémen e poucos aspectos
espermaticos do sémen fresco iounatura [15]. Neste sentido, este é o primeiro
trabalho voltado a criopreservacdo do sémen e aaeda cinética da ativacao
espermatica d&. melanoder matum.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a motilidadelescrever a cinética da
ativacdo de células esperméticasSdenelanoder matum criopreservadas em diferentes

solucdes, empregando-se 0 método CASA e modelokneg@oes.

Material e métodos

O experimento foi realizado no periodo de outubrdeaembro de 2010, na
Estacdo Experimental de Estudos Ictiolégicos da gzorhia Paranaense de Energia
(EEEI — Copel), em Reserva do Iguacu, Parana, IBxasd Laboratdrio de Tecnologia
da Reproducdo de Animais Aquaticos Cultivaveis (RNRC), instalado no Instituto
de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (INPAA), davérsidade Estadual do Oeste do
Parana, Toledo, Parana, Brasil.

Os reprodutores foram mantidos em tanques escavexestidos de concreto na

lateral e fundo de terra. O abastecimento da aguadntido para compensar as perdas
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pela evaporacao e infiltracdo. Os peixes foram albados com ragcdo extrusada
comercial contendo 32% de proteina bruta, & umeadaxarracoamento de 1% do peso
vivo ao dia e, com peixes forrageiros de pequendepdeste grupo, foram
selecionados cinco machos (3.014,20+670,489) dnexavam esperma por meio de
leve pressdo abdominal. Os machos selecionada® fivaasferidos para o laboratorio
de reproducéo artificial, estocados em tanques ldenaria (3m3) revestidos com
azulejo, com renovac&o constante de agua (0,25m@*)he controle da temperatura da
agua (26,0+£1,0°C) por meio de aquecimento elétkod.feita indugcdo hormonal pela
aplicacdo intra-muscular de 3,0mg de extrato @itiat de carpa (EPC).kg de
reprodutor[16].

Apbs 260 horas-grau (10 horas; agua ¥P$15], os peixes foram sedados por
meio da imersdo em solucdo aquosa contendo 75mdedeocainat [17] e
submetidos a coleta do sémen por meio de massagdomaal no sentido céfalo-
caudal. As primeiras parcelas do material liberémtam desprezadas para evitar a
possivel contaminagdo com fezes ou urina [18]. @me de sémen liberado por cada
um dos peixes foi mensurado em tubo de ensaio gdagdicom precisdo de +0,1mL.
Durante a manipulagdo do sémen e a avaliacdo daxterdsticas seminais e
esperméticas de cada um dos reprodutores, o sé@neoriservado sob refrigeracao
(+12°C) [19, 20].

Para a determinagcdo da osmolaridade do plasmaaemmostras de 2,5mL de
sémen foram submetidas a centrifugacdo a 3.500@M1® minutos. Em seguida o
plasma seminal foi separado e conservado a -5@ps##terminada a osmolaridade em
osmoémetro crioscopico (PLZ, modelo PLZ-1000) [21].

O pH seminal foi determinado pelo método colorimétcom a utilizagdo de

papel tornassol (Merck) [22].
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Os parametros de motilidade e velocidade espernéti@am avaliados pelo
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) por meio do software ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/), adaptado para a espécie, utilizando-se intesvedéo 1s de
imagens [19], 10 segundos ap0s o inicio da ativesiermatica e, posteriormente a
cada 5 segundos até o término da motilidade espieen®ara tanto, utilizou-se
diluicdo de 1:50 (sémen:agua destilada). As argfm@am realizadas em microscépico
éptico (Nikorf Eclipse E200) (40X), acoplado a uma camera deafjem Baslét
a602-f (100fps, 656x490 pixels) [19].

Também foram obtidas aliquotas do sémen frescaadea om dos peixes para
avaliacdo dos demais parametros esperméticos. i€eidd sobrevivéncia espermatica
foi mensurado pelo método de coloracdo eosina-siiggio[16, 23]. Em seguida,
amostras de sémen fresco foram fixadas em solugdorohol salina tamponada [24,
25] a uma diluicdo de 1:1000 [16] e submetidas ansmecdo da concentracao
espermética [26]. A mensuragdo da concentracdo rreépea foi realizada,
individualmente e em triplicata, em microscépiduteem objetiva de 40X pelo método
de contagem de células espermaticas em camara ideitrata de Neubauer [27, 28].
Para a avaliagio e mensuracdo do indice de noadalidnorfolégica dos
espermatozoides, foram preparados dois esfregago® enaterial anteriormente fixado
em solucao de formol salina tamponado [29, 30]l&Agnas obtidas com os esfregacos
foram submetidas a coloragdo em Rosa de Bengala 48]l e em seguida, 0s
espermatozoides classificados como normais ou aiefb, 32, 33].

Apés a avaliacdo dos parametros seminais e espeosiao sémen fresco,
amostras de sémen foram submetidas a criopreserwdif@ando um delineamento
experimental em blocos inteiramente casualizadoposto por 12 tratamentos e cinco

repeticbes (Tabela 1). Foram consideradas conmantgattos as 12 diferentes solugdes e
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739 cada macho como um bloco. Cada repeticdo foi d¢afddi pela média proveniente de
740  trés sub-amostras.
741 Tabela 1 - Composicdo e osmolaridade das solucdaglodas utilizadas na
742  criopreservacao de sémen3lenelanodermatum.
Solugéo Composigéo do diluidor Osmolaridade
7,5GL - DMSO 7,5% glicose + 5% leite em p6 + 10% M 282 mOsm
7,5GL - MET 7,5% glicose + 5% leite em p6 + 10% anet 282 mOsm
7,5GL - PGL 7,5% glicose + 5% leite em p6 + 10%pidemo glicol 282 mOsm
10GL - DMSO 10% glicose + 5% leite em p6 + 10% DMSO 351 mOsm
10GL - MET 10% glicose + 5% leite em pd + 10% metan 351 mOsm
10GL - PGL 10% glicose + 5% leite em po6 + 10% peop glicol 351 mOsm
2,5 FRU - DMSO 2,5% frutose + 5% leite em p6 + 1DBMSO 247 mOsm)
2,5 FRU - MET 2,5% frutose + 5% leite em p6 + 10%tanol 247 mOsm
2,5 FRU - PGL 2,5% frutose + 5% leite em pd + 10%ppeno glicol 247 mOsm
5 FRU - DMSO 5% frutose + 5% leite em p6 + 10% DMSO 401 mOsm
5 FRU - MET 5% frutose + 5% leite em po + 10% metan 401 mOsm
5 FRU - PGL 5% frutose + 5% leite em p6 + 10% peop glicol 401 mOsm
743
744 O sémen de cada reprodutor foi diluido na propodg#d.:3 (sémen:diluidor),
745 envasado em palhetes de volume correspondente 5ml0,2 submetido ao pré-
746 congelamento em botijdo de vapor de nitrogéniol8ohoras. Em seguida, os palhetes
747 foram transferidos e estocados em nitrogénio lm{dd]. Apds 24 horas, o sémen foi
748 descongelado pela imersdo dos palhetes em agusparsura ambiente (25) por 10
749 segundos [14]. Do sémen descongelado foram avaliadoparametros: indice de
750 normalidade morfolégica dos espermatozoides, rdatlé e velocidade espermatica
751 (velocidade em linha reta, velocidade curvilineaekcidade média de deslocamento),
752 conforme procedimentos descritos anteriormente Rativacdo espermatica do sémen
753 criopreservado foi utilizado dgua destilada ateddea diluicdo de 1:5 (sémen:agua
754  destilada).
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Os resultados de velocidade espermatica em linhawelocidade curvilinear e
velocidade média de deslocamento foram agrupadagéatda andlise de componentes
principais (PCA), sendo o indice calculado denonindelocidade Espermatica (V.E.),
por meio da equacao [34]:

VE = (a/atb+c).VCL+(a/atb+c).VMD+(a/a+b+c).VLR )(1

Onde: VE = Velocidade espermatica (Uf);sVCL = Velocidade espermaética
Curvilinear (um.8); VMD = Velocidade espermatica média de deslocam@mm.s");
VLR = Velocidade espermaética em linha reta (1ih.® = Fator de contribuicdo da
VCL para a formacdo da VE; b = Fator de contriboiga VMD para a formacao da
VE; ¢ = Fator de contribuicdo da VLR para a fornoaga VE.

Os dados referentes aos parametros de motilidgokernedtica ao longo do
tempo foram ajustados a um modelo matemético n&arj gerando uma representacao
senoidal descrita por:

Motilidade (t) = 1/(1-h0)*exp(-r(t)) (2)

Sendo: Motilidade (t) — motilidade calculada pama mstante (t) qualquer; hO
parametro relacionado a motilidade inicial (t=0s); parametro relacionado a taxa de
decréscimo da motilidade.

A partir da equacao resultante (2) foi calculadopercentual inicial de
espermatozoides moveis, correspondente ao indtdnieo igual a 0 segundos apés o
inicio da ativacao espermatica. Em seguida foiresto o periodo de tempo decorrido
para que 75% (t75), 50% (t50) e 25% (t25) dos esagEzéides permanecessem ativos.

ApOs a avaliagdo da normalidade e homocedasticidag@ados, os resultados
foram submetidos a ANOVA de efeitos principdiéa(n effects ANOVA) ao nivel de
5% de significancia. Constatado efeito entre otarnantos foi aplicado o teste de

comparacdo multipla de médias de Duncan entreatanientos e, posteriormente o
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teste de Dunnet para a comparacdo dos tratameotosocsémen fresco. Todas as
anélises foram realizadas com a utilizac&o do soé8tatistica 70
Resultados

Os reprodutores liberaram em média 9,20+4,65mL &wes, com pH de
7,40+0,49 e osmolaridade de 220+20mOsm. A conagidraspermatica do sémen dos
reprodutores foi de 1,42x187,65x10 células.m}, com 98,16+2,49% de
espermatozoides vivos.

Apéds o descongelamento do sémen, a solugdo con®h#io frutose, 5% leite
em pd e 10% metanol apresentou maior (p<0,05) pwrak de espermatozoides
normais (Norm) (71,13+4,79%) e estas medias tambéam semelhantes (p<0,05) ao
percentual de espermatozoides normais verificadess@men fresco (76,70+6,96%)
(Tabela 2). Esta mesma solucéo diluidora tambéesaptou maior (p<0,05) percentual
tedrico de espermatozoides moéveis (85,56+15,31%homento imediatamente apds o
inicio da ativacdo espermética (Mot0) (Tabela 2¥teEparametro também foi
semelhante (p<0,05) aos verificados para o séneendr(97,08+3,19%) (Tabela 2).

Os resultados de velocidade espermatica em linhawelocidade curvilinear e
velocidade média de deslocamento para o sémen ofresc criopreservado
apresentaram-se altamente correlacionadas (r=200re r=99). O agrupamento destes
parametros por meio da analise de componentesgaia¢PCA) gerou a equacao que
descreve a velocidade espermatica pela expressao.E V=
0,329604*VCL+0,338681*VMD+0,331714*VLR.

O sémen de&s melanodermatum submetido a criopreservagdo com a solucéo
contendo 5% frutose, 5% leite em po e 10% metapmsantou melhores (p<0,05)
resultados para motilidade (Mot 10) (78,99+27,2@)elocidade (VE) (75,62+18,76

um.st) espermatica no intervalo de 10 a 11 segundos @apdicio da ativacdo (Tabela



805

806

807

808

809

810

811

812

813

814

815

816

817

818

819

820

821

822

823

824

825

826

827

828

56

2). Estes resultados também foram semelhantesOfp<8, motilidade (92,90+13,81%)
e a velocidade (91,33+24,3Mn.s') espermatica verificada para o sémen fresco (@abe
2).

A solucdo contendo 5% frutose, 5% leite em po e I@gdanol também
prolongou (p<0,05) a ativacdo dos espermatozéideando mais tempo (30,22+5,325)
para que pelo menos 75% das células permaneces8eaisn(it75) (Tabela 2). Estes
resultados também foram semelhantes (p<0,05) dosesaencontrados para o sémen
fresco (28,11+£11,12s) (Tabela 3).

Todas as solugbes diluidoras contendo frutose, pemientemente do
crioprotetor intracelular e a solugdo contendo H&glicose, 5% de leite em p6 e 10%
de metanol apresentaram-se mais eficientes (p<Oedd) prolongar a ativagéo
espermatica até o momento em que 50% das célulampecessem com movimento
(t50) (Tabelas 2 e 3; Figura 1). Estas solugcéedéamforam semelhantes (p<0,05) ao
sémen fresco (38,85+12,70s) para t50 (Tabela 2)tudo, apesar da solugéo contendo
5% frutose, 5% leite em p6 e 10% propilenoglical temericamente promovido o
prolongamento do tempo para que até 50% das céjpgamanecessem ativas
(43,44+5,23s), nesta solucdo, o sémen de apenas (0®) machos apresentaram
espermatozoides méveis em t50 (Tabela 2). Por datim, as amostras de sémen de
todos os cinco (05) machos criopreservadas conug&mcontendo 2,5% frutose, 5%
leite em p6é e 10% metanol e de quatro (04) machesdp criopreservadas com a
solucdo contendo 5% frutose, 5% leite em pé e 1@¥amol apresentaram movimento
em t50 (Tabelas 2 e 3; Figura 1). O periodo de tedgrorrido para que 50% dos
espermatozoides permanecam ativos (t50), ndo kailedo para as solug¢des 7,5GL -

PGL, 10GL — PGL e 2,5 FRU - PGL devido ao fato dmpermatozdides nao
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apresentarem motilidade quando ativados ou a wchedii inicial ser menor que 50%
(Tabelas 2 e 3; Figura 1).

Todas as solugdes contendo frutose em sua cog&tfas solucdes formuladas
com 10% de glicose e DMSO ou metanol e aquela rndat&,5% de glicose e DMSO
prolongaram (p<0,05) o periodo de tempo decorrata pue 25% dos espermatozoides
continuassem ativos (t25). Estas solucdes apreaenta mesmo (p<0,05) tempo para
t25 que o sémen fresco (Tabela 2), contudo, apEnaslugdes contendo 2,5 e 5,0% de
frutose e 10% de metanol e a solugdo contendo 1®%lidose e 10% de metanol
garantiram a movimentacdo espermatica no sémeodds bs machos (Tabela 2). Nao
foram calculados os periodos de tempo decorrida gae 25% dos espermatozoides
permanecam ativos (t25) para o sémen criopresergagina utilizacdo das solugcdes
10GL — PGL e 2,5FRU - PGL devido ao fato de naehativagdo espermatica.

O parametro hO das curvas de ativagao variou e2&38 e -0,0091 (Tabela
03). Ja o parametro r variou entre 0,035178 e 6841ZTabela 03). Para o coeficiente

de correlagdo (r?) a variacdo verificada foi de 10,8 0,99 (Tabela 03).
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844 Tabela 02 - Parametros espermaticos (médiatdeadi@p) deS. melanodermatum avaliados no sémen fresco e apos a criopresereagdtiferentes solucdes
84t  diluidoras.
Mot 10 V.E. Norm MotO t75 t50 t25
SO|UQ5.0 OSS(;T- MédiatDP n MédiatDP n MédiatDP N MédiatDP n MédiatDP n MédiatDP n MédiatDP n
SF 92,90+13,81 * 591,334+2436 * 5 76,70#696* 5 97,08+3,19* 5 2811#11,12* 5 3885+1270* 5 49,60+14,39* 5
7,5GL - DMSO 282 34,89+#33,83 bcd5 31,03+28,58 cde 563,21+11,83 ab*5 40,7#38,27 bcd5 2,46 c 1 20,00+1595 ac 345,00+22,14 ab* 3
7,5GL - MET 282 32,59+24,09 bcd5 40,94+23,61 bce 5 50,47+6,36 bcd5 42,53+28,23 bcd5 3,13 c 1 11,25#14,75 ¢ 22356%11,26 b
7,56GL - PGL 282 17,38#12,87 cd 432,94+22,05 cde 459,40+18,68 ab*5 24,72+17,22 cd 4 . . 9,3248,03 ¢ 3
10GL - DMSO 351  20,39+28,64 cd 521,39+29,48 de 549,80+12,24 bcd5 24,65+34,02 cd 5 - 13,37¢10,71 ¢  243,10+12,83 ab* 2
10GL - MET 351  68,10£28,03 ab*5 61,80+14,89 abc*5 51,27+19,90 bcd5 77,76+21,37 ab*5 20,25+1,83 abc*3 32,7248,61 ab*4 44,11+18,00 ab* 5
10GL - PGL 351 0 d 5 0 d 5 39,00+13,93 cd 5 0 d 5 - - -
25FRU-DMSO 247  14,37#32,13 cd 512,084#27,01 de 562,80£17,82 ab*5 16,78+37,52 cd 5 10,98  bc* 1 3284  ab*1l 5469  a*
2,5 FRU - MET 247 77,69+21,66 ab*5 72,44+13,37 ab* 5 71,13+4,79 a* 58556+1531 a* b5 23,35+13,56 ab* 4 34,74+1597 ab*5 53,79+11,22 a*
2,5 FRU - PGL 247 0 d 5 0 d 5 59,13+14,07 ab*5 0 d 5 . . -
5 FRU - DMSO 401  44,46+40,66 abc5 42,77+39,13 bce 533,60+13,69 d  551,85+47,35 abc5 12,734+2,21 abc 3 31,32#1,19 ab*3 4991+0,84 a* 3
5 FRU - MET 401 78,99+27,24 a* 47562+1876 a* 4 52,87+12,78 abc5 67,95+41,76 ab*4 30,224532 a* 3 36,84+23,14 ab*4 54,45:24,02 a* 4
5 FRU - PGL 401 43,61450,47 abc4 36,61+42,28 ce 4 63,60+9,10 ab*5 36,72+#50,31 bcd4 23,904¢6,30 ab* 2 43,44+523 ab*2 62,97+4,17 a* 2
f-valor 6,0269 5,9133 3,259 7,4793 4,05272 4,7941 8,2717
84€ Letras diferentes na mesma coluna indicam médiaelbantes (p<0,05) de acordo com o teste de cogimame meédias de Duncan. Asteriscos indicam
847 médias semelhantes (p<0,05) ao sémen fresco ddoacom o teste de médias de Dunnett. Osm — Sosmolaridade da solugdo diluidora; Mot 10 —
84¢ percentual de espermatozoides méveis 10 segundssaaptivacdo (%); VE - Velocidade espermatica §imNorm — indice de normalidade; MotO -
84S  percentual inicial de espermatozoides méveis (tado); t75 - periodo de tempo decorrido para qué dd6s espermatozoides permanecessem ativos; t50 -
85C periodo de tempo decorrido para que 50% dos espEroides permanecessem ativos; t25 - periodo deatetecorrido para que 25% dos espermatozoides
851 permanecessem ativos. SF — Sémen fresco; 10GL -MMPB% glicose + 5% leite em pd + 10% DMSO; 10QUET - 10% glicose + 5% leite em p6 + 10%
852z metanol; 10GL - PGL - 10% glicose + 5% leite emtpt0% propileno glicol; 7,5GL - DMSO - 7,5% glicosé&% leite em p6 + 10% DMSO; 7,5GL - MET -
85%  7,5% glicose + 5% leite em p6 + 10% metanol; 7,5@GL - 7,5% glicose + 5% leite em pd + 10% prapiglicol; 2,5 FRU - DMSO - 2,5% frutose + 5%
854 leite em p6 + 10% DMSO; 2,5 FRU - MET - 2,5% frigos 5% leite em pd + 10% metanol; 2,5 FRU - PGL592 frutose + 5% leite em p6 + 10%
855 propilenoglicol; 5 FRU - DMSO - 5% frutose + 5%téeem pd + 10% DMSO; 5 FRU - MET - 5% frutose + B}e em po + 10% metanol; 5 FRU — PGL -
85€ 5% frutose + 5% leite em po + 10% propilenoglicol.



857 Tabela 03 — Equacbes de predicdo das curvas dea@ivespermatica, coeficientes de
858 ajuste (r?) e parametros espermaticosSdmelanoder matum, mensurados e estimados
859 no sémen fresco e criopreservado em diferentegs@sdudiluidoras.
Trat Rep hO r rz Mot0 t75 t50 t25 I\ggt V.E. Norm
1 -0,09255 0,142684 0,98 9153 898 16,68 24,38 2268, 49,24 83,33
2 -0,02823 0,083866 0,91 97,25 29,44 4254 55,64 ,3498 92,56 76,58
SF 3 -0,0091 0,108295 0,94 99,1 3325 434 5354 99,7805,94 80,49
4 -0,00919 0,095283 0,96 99,09 37,65 49,17 60,68 ,7599 109,13 77,98
5 -0,01579 0,097631 0,96 98,45 31,24 4249 53,74 ,3798 99,76 65,13
1 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 56,36
2 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 71,33
75GL-DMSO 3 -0,89033 0,061254 0,85 529 - 1,9 19,83 39,55 535, 46
4 -0,35295 0,039846 0,98 73,91 - 26,14 53,71 67,194,36 74,67
5 -0,3041 0,037244 0,98 76,68 246 31,96 61,46 167,755,27 67,67
1 -0,94874 0,064455 0,97 51,32 - 0,82 17,86 34,267,7% 50
2 -1,603 0,039499 0,88 38,42 - - 15,87 28,87 47,564,33
7,5GL - MET 3 -0,27686 0,059237 0,97 78,32 3,13 21,68 40,23 83%7, 61,2 43,33
4 -1,2429 0,043421 0,84 44,59 - - 20,29 32 48,14 59
5 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - 0 0 45,67
1 -2,6838 0,071449 0,91 27,15 - - 1,56 16,21 41,1775
2 -2,0817 0,048535 0,94 32,45 - - 7,53 23,44 45,8666
7,5GL - PGL 3 -1,545 0,03839 0,9 39,29 - - 17,29 29,89 44,72 665
4 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 28,67
5  Nao disponivel Néo disponivel - - - - - 71,67
1 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 29
2 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 55,33
10GL - DMSO 3 -0,79803 0,038921 0,91 55,62 - 58 34,02 41,89 ;748 50
4 -0,4787 0,035178 0,88 67,63 - 20,94 52,17 60,048,166 60,67
5 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 54
1 -1,2783 0,06805 0,81 43,89 - - 12,54 28,24 41,7621
2 -0,44387 0,040984 0,91 69,26 - 19,82 46,62 50,9 1,666 52,67
10GL - MET 3 -0,07513 0,070836 0,98 93,01 21,03 36,54 52,05,7493 72,05 48
4 -0,07378 0,069933 0,96 93,13 21,56 37,27 52,98 ,1591 78,05 75,67
5 -0,11732 0,057505 0,96 89,5 18,16 37,26 56,37 4976, 65,5 59
1 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 28,67
2 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 29,33
10GL - PGL 3 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 28,67
4 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 52
5 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 56,33
1 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 62,67
2 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 90,67
ZSN'TSR(L)J ) 3 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 60,67
4 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 41
5 -0,19192 0,050271 0,96 839 10,98 32,84 54,69 851, 60,39 59

59

Tabela 3 — continuagéo...
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1 -0,63213 0,041595 0,83 61,68 - 11,44 37,85 44,8%6,02 67

2 -0,27026 0,050589 0,94 78,72 4,15 2586 47,58 556, 65,05 77,33
25FRU-MET 3 -0,0622 0,069501 0,98 94,14 24,15 39,96 55,77 987, 68,91 72,33

4 -0,04427 0,067433 0,97 95,76 29,94 46,23 62,52 ,7594 84,52 73,33

5 -0,02563 0,072992 0,95 975 3515 50,2 65,25 494,387,7 65,67

1 Sem ativacdo  Sem ativacéo 0 0 0 80,67

2 Sem ativagdo  Sem ativagao 0 0 0 59,33
25FRU-PGL 3 Sem ativagdo  Sem ativagao 0 0 0 59,67

4 Sem ativagdo  Sem ativagao 0 0 0 41,67

5 Sem ativacdo  Sem ativacéo 0 0 0 54,33

1 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - - 0 14,67

2 -0,16319 0,057232 0,93 8597 1248 31,68 50,87 ,1976 67,53 50
5FRU-DMSO 3 -0,12781 0,063707 0,95 88,67 1505 32,29 4954 176 75 29

4 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 31

5 -0,18193 0,056816 0,93 84,61 10,66 29,99 49,33,027/0 71,32 43,33

1 -0,81897 0,06541 0,98 54,98 - 3,05 19,85 38,4 3648, 58

2 -0,06873 0,065493 0,98 93,57 24,11 40,88 57,66 ,6 88 79,51 72,33
5 FRU - MET 3 -0,05834 0,053183 0,98 94,49 32,77 53,43 74,09 ,9392 83,9 43,33

4 Nao disponivel Néo disponivel - - - - 50

5 -0,03377 0,06777 0,98 96,73 33,78 50 66,21 96,090,74 40,67

1 Sem ativacdo  Sem ativacéo - 0 - - - 0 0 60,67

2 Sem ativagdo  Sem ativagao - 0 - - - 0 0 62
5 FRU - PGL 3 -0,06342 0,058511 0,99 94,04 28,36 47,14 6591 ,2591 74,02 72,67

4 Nao disponivel Néo disponivel - - - - - - - 50,67

5 -0,11626 0,054156 0,97 89,58 19,45 39,74 60,02 ,2 83 72,43 72

Trat — tratamento; Rep — Repeticdo; hO — paramdaoequacdo relacionado a
motilidade inicial; r — parametro da equacdo relaado a txa de decréscimo da
motilidade espermatica; r2 - coeficiente de cog@&@ba Mot0 - percentual inicial de
espermatozoides moveis (calculado); MotO - per@ninicial de espermatozoides
moveis (calculado); t75 - periodo de tempo decorriara que 75% dos
espermatozoides permanecessem ativos; t50 - pat@tiompo decorrido para que 50%
dos espermatozoides permanecessem ativos; t2todpate tempo decorrido para que
25% dos espermatozoides permanecessem ativos; MNot— 1percentual de
espermatozoides moéveis 10 segundos apoés a ati(Pa¢avE - Velocidade espermatica
(um.sY; Norm — indice de normalidade; SF — Sémen fre46&L - DMSO - 10%
glicose + 5% leite em p6 + 10% DMSO; 10GL - METO% glicose + 5% leite em po6 +
10% metanol; 10GL - PGL - 10% glicose + 5% leite pin+ 10% propilenoglicol;
7,5GL - DMSO - 7,5% glicose + 5% leite em p6 + 1DMSO; 7,5GL - MET - 7,5%
glicose + 5% leite em po + 10% metanol; 7,5GL - RGL5% glicose + 5% leite em po
+ 10% propilenoglicol; 2,5 FRU - DMSO - 2,5% fruéos 5% leite em p6 + 10%
DMSO; 2,5 FRU - MET - 2,5% frutose + 5% leite em $d0% metanol; 2,5 FRU -
PGL - 2,5% frutose + 5% leite em pd + 10% propitgiool; 5 FRU - DMSO - 5%
frutose + 5% leite em po + 10% DMSO; 5 FRU - ME®% frutose + 5% leite em po +
10% metanol; 5 FRU — PGL - 5% frutose + 5% leite gin+ 10% propilenoglicol.
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880 Figura 1- Curvas de ativacao espermatica ao longo do tgrapp sémen fresco &

881 melanodermatumfresco e criopreservado em diferentes solucOesldras.
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Discusséo

A criopreservacdo de sémen de peixes neotropieams sido estudada com
eficiéncia para diversas espécies como o pintBgauclopl atystomacorruscans) [14]; o
jundia Rhamdia hillari) [35] e o curimbaFrochilodus lineatus) [13]. Por outro lado,
nao existem pesquisas relacionadas com a criopegser de sémen d&
mel anoder matum.

Os resultados do presente experimento sugerem laénofa direta dos
componentes das solugdes crioprotetoras sobre@sie@os de motilidade espermatica
do S melanodermatum. Solugbes contendo 2,5% de frutose ou 5% frutdssomadas
de 5% leite em p6 e 10% metanol se mostraram nfagerges em garantir a
viabilidade espermatica apds o descongelamentogdtal, a motilidade espermatica é
um dos principais parametros mensurados para awaliartilidade e o sucesso da
criopreservacdo dos espermatozoides, visto a syzortémcia no processo da
reproducdo artificial de peixes [36, 37] e suag@tadireta com as taxas de fertilizagéo
[38].

A frutose empregada nos diluentes voltados a @sggvacdao pode apresentar
efeitos benéficos aos espermatozoides, como o dandenosmolaridade da solugéo
para garantir a inativacdo espermatica e evitgoreflizos devido a ativacado precoce
[12]. Neste sentido, como a motilidade espermateende das reduzidas reservas de
ATP, que depois de consumido € ressintetizado atar@amuito lenta [33], a inibicdo
da motilidade espermatica causada pela frutosa qui¢ estas reservas sejam perdidas
em momentos inadequados. Além disso, a frutoseéamnuimde contribuir para o rapido
recondicionamento do metabolismo celular devidobsogdo da frutose em nivel
celular [39]. Em analogia ao observado em hepa®dtiopreservados de ratos ou

humanos, no sémen criopreservado a frutose-1-fopfade entrar na via glicolitica no
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nivel de triose fosfato permitindo um alto grauatiwidade glicolitica, aumentando a
viabilidade destas células que se encontram ena plttvidade e necessitam de energia
para sua manutencéo [39]. A frutose pode aumentaneentracdo da ribose 5-fosfato
em duas vezes. Este metabdlito pode ser conveetidaglicose-6-fosfato, podendo
contribuir para a geracdo de NADPH. Assim, é notade vantagem das células
tratadas com frutose sobre as tratadas com glighspie eles podem usar a ribose-5-
fosfato acumulada como uma fonte adicional pararaggo de redutores equivalentes
ou NADPH [40].

Além disso, o0 emprego adequado do crioprotetoradefular garante a
manutencdo da integridade celular durante a csepvacdo, ja que promovem a
desidratacdo da célula e impedem a formacgéo deisrie gelo, contudo deve possuir
baixa toxicidade [41]. Neste experimento os difegercrioprotetores intracelulares néo
interferiram sobre a manutenc¢éo da integridadeedpsrmatozoides, especialmente no
que se refere a normalidade da cauda. Contud@rasatausados pela criopreservacao
nas células esperméaticas podem estar associadasoa compartimentos celulares a
exemplo cabeca, da peca intermediaria ou do mhatauicear [42]. Mesmo assim,
pouco pode ser falado sobre as alteracdes morfal®giausadas aos espermatozoides,
uma vez que a relacdo entre a morfologia e a matié espermética, bem como o
impacto dessas relacdes sobre a fertilizacdo exeqeiinda néo é clara [43]. De modo
geral o sucesso do uso do metanol como agenteratiébpr para espermatozoéides de
peixes tém sido descrito paraRseudoplatystoma corruscans [14], o Oreochromis
niloticus [44] e o Acipenser baeri [36]. Contudo nédo foi observada nenhuma relacéo
entre o indice de normalidade e os demais parameii@ridos. Como este € um
trabalho pioneiro, novos estudos cor. anelanodermatum devem ser realizados para

melhor elucidar estas relagoes..
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A motilidade espermatica pode ser mensurada pop oeimétodos subjetivos
[16] ou objetivos [19, 45]. Contudo, esta avaliag¢dfeita normalmente em momentos
instantaneos, determinados arbitrariamente apdgcm ida ativacdo espermatica. Por
outro lado, a cinética da ativacdo espermética ritkpeale diversos fatores, onde o
tempo é determinante [4] e este parametro temenfia sobre a taxa de fertilizagéo
[6]. Com a andlise da cinética da ativacdo espé&adbi possivel observar que o
sémen criopreservado além de manter a mesma qilidecial, manteve a mesma
gualidade ao longo do tempo, se comparado com @rsérasco. Desta maneira a
utilizacdo do estudo de cinética de ativacdo es@canpode ter grande importancia
para a avaliacdo da viabilidade do sémen descalgelz»e forma geral o emprego de
andlises objetivas e de modelos matematicos podecaracterizar como ferramentas
poderosas aplicadas em procedimentos de avaliagdioa ou espermatica. Como foi
observado neste estudo a utilizagcdo do modelo ndéitemmao linear apresentou bons
niveis de ajuste, variando entre 83 e 98%, o gdieana viabilidade do emprego em
estudos de cinética de ativagdo espermatica.

Os parametros de velocidade espermatica tambénmpsede empregados na
avaliacdo do sucesso da criopreservacdo, vistolagare direta com as taxas de
fertilizacéo [43, 46]. No presente experimento, @ildade e a velocidade espermatica
demonstraram as mesmas tendéncias em funcao deentis solucbes empregadas na
criopreservacdo do sémen 8amelanodermatum e possivelmente os efeitos da frutose
sobre a melhora na qualidade espermatica podem mdt&ionados com a maior
disponibilidade de energia apds o descongelamémesar das evidéncias da relagédo
da velocidade espermatica com a fertilidade dosrasgtozoides, 0s mecanismos que

governam estes processos ainda necessitam setaelosi[34].
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O sémen criopreservado com a solugéao formuladaz;6#% de frutose, 5% de
leite em p6 e 10% de metanol apresentou melhosedtados para a motilidade inicial
(Mot 0), porém as taxas de ativacdo espermaticaesizidas com maior velocidade.
Em contraposicdo o sémen criopreservado com sologaendo 5% frutose, 5% de
leite em p6 e 10 de metanol apresentou menor mgalia a motilidade inicial,
entretanto esta solugé@o prolongou o tempo de dtvagpermatica e demonstrou menor
velocidade de perda da motilidade espermatica.

A solucédo contendo 5% de frutose, 5% de leite era f6 % de metanol, além
de apresentar melhores resultados dos parametimsorados com a motilidade
espermética, também possuem efeito sobre a cindécativacdo esperméatica. As
curvas de ativacdo espermatica sugerem que esigiegbromove uma menor taxa de
perda da motilidade espermatica. Este é um par@nmaportante visto que além da
motilidade, o tempo total de ativacdo espermatoabeém tem influencia sobre a taxa
de fertilizacdo [23], especialmente em sémen oeggrvado onde a cinética de ativacdo
espermatica pode ter sido influenciada pela osidalde da solucdo diluidora.

A solucéo formulada com 2,5% de frutose, 5% de kein p6 e 10% de metanol
apresentou osmolaridade de 247mOsm, enquanto gisatontendo 5% de frutose, 5%
de leite em p6 e 10% de metanol apresentou osmiatkri401 mOsm. A concentracdo
osmatica influenciou a cinética de ativacdo probontp a ativacdo espermatica nas
solugdes com maior osmolaridade. Provavelmenteugoegativacdo espermatica nao
foi completada imediatamente apos a ativacdo, egéfuda alta concentracdo osmotica
do meio e da dilui¢cao utilizada no processo deagéiv [26].

O sémen de&. melanodermatum pode ser criopreservado com sucesso com a
utilizacdo de solucéo crioprotetora contendo 5%ofre, 5% de leite em p6 e 10% de

metanol em solucdo aquosa.
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