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Parâmetros seminais e espermáticos, estocagem e criopreservação do sêmen do 

surubim do Iguaçu, Steindachneridion melanodermatum (Garavello, 2005) 
 

 

RESUMO 

 

Os objetivos deste estudo foram: avaliar os parâmetros seminais e espermáticos de 

Steindachneridion melanodermatum, bem com o efeito da diluição, da temperatura e tempo 

de estocagem do sêmen, além de avaliar a motilidade e descrever a cinética da ativação de 

células espermáticas de S. melanodermatum criopreservadas em diferentes soluções 

diluidoras. Para a realização do trabalho este foi dividido em duas seções: a) Parâmetros 

seminais e espermáticos do surubim do Iguaçu e estocagem do sêmen por curto prazo e b) 

Motilidade e cinética da ativação de células espermáticas criopreservadas em diferentes 

diluidores. No primeiro ensaio foi coletado o sêmen de nove machos, induzidos 

hormonalmente. Avaliou-se os parâmetros: motilidade espermática (MOT), velocidade 

curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VLR), velocidade média de deslocamento 

(VMD), velocidade espermática (VE), tempo total de ativação espermática (TEMP), 

concentração espermática (CONC), índice de normalidade morfológica dos espermatozoides 

(NORM), osmolaridade do plasma seminal (OSM) e pH do sêmen (pH). Amostras do sêmen 

foram estocadas em microtubos para a avaliação do efeito da diluição (solução aquosa 

contendo 5% de frutose e 5% de leite em pó), temperatura (10 e 25ºC) e tempo de estocagem 

(0, 5, 9, 18, 27, 36, 45, 54 horas) do sêmen sobre a MOT, VCL, VLR, VMD, TEMP. Os 

machos liberaram em média 10,57±6,28 mL e os espermatozoides apresentaram 99,86±0,31% 

de MOT, 185,58±14,11µm.s-1 de VCL, 49,15 ±4,66µm.s-1 de VLR, 87,02±4,13 µm.s-1 de 

VMD, 106,52 ±4,45µm.s-1 de VE, 79,31±5,62s de TEMP, 1,03x1010±3,65x109 células.mL-1 de 

CONC, 75,81±5,71% de NORM,  258,78±29,36mOsm de OSM e 7,11±0,31 de pH. No 

segundo ensaio foram coletadas amostras de sêmen de cinco machos, induzidos 

hormonalmente, que foram submetidas protocolo de criopreservação com a utilização de doze 

soluções diluidoras, formuladas com a utilização de glicose, frutose, leite em pó, DMSO, 

propileno glicol e metanol. O sêmen criopreservado foi descongelado e avaliado quanto aos 

parâmetros: motilidade espermática (10s após a ativação), motilidade inicial teórica, 

velocidade espermática, índice de normalidade, e os tempos decorridos para que 75%, 50% e 

25% dos espermatozóides permanecessem móveis. O sêmen fresco foi avaliado em relacão 

aos mesmos parâmetros. A solução contendo 2,5% frutose, 5% leite em pó e 10% metanol 



apresentou maior (P<0,05) índice de normalidade (71,13±4,79%) e maior motilidade inicial 

(85,56±15,31%).  Com a utilização da solução contendo 5% frutose, 5% leite em pó e 10% 

metanol foram encontrados maiores médias para os parâmetros: motilidade espermática em 

10s após a ativação (78,99±27,20%), velocidade espermática (75,62±18,76 µm.s-¹) e esta 

solução prolongou a ativação espermática. As amostras de sêmen estocadas não diluídas e 

mantidas a 10 ou 25ºC apresentaram maiores médias para MOT. Indica-se a estocagem do 

sêmen S. melanodermatum não diluído por até 27 horas e a criopreservação com a utilização 

de solução crioprotetora contendo 5% frutose, 5% de leite em pó e 10% de metanol em 

solução aquosa.  

Palavras-chave: Reprodução. espermatozóide. CASA 



Spermatic and seminal parameters, storage and criopreservation of semen of 

surubim do Iguaçu, Steindachneridion melanodermatum (Garavello, 2005) 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this work were: evaluate sperm and seminal parameters of surubim-do-

Iguaçu males and evaluate the effect of dilution, temperature and storage time of semen on 

them, besides determine the viability and describe the kinetics of activation of sperm cells of 

S. melanodermatum cryopreserved in different extenders. For the realization this work was 

divided into two sections: a) Spermatic and seminal parameters of surubim do Iguaçu, and 

short-term semen storage. It was collected semen from nine males hormonally induced. The 

spermatic parameters evaluated were: sperm motility (MOT), curvilinear velocity (VCL), 

straight-line velocity (VSL), average path velocity (VAP), sperm velocity (SV), time total of 

sperm activation (TEMP), sperm concentration (CONC), normal sperm morphology index 

(NORM), seminal plasma osmolality (OSM) and pH of semen (pH). Samples of semen were 

stored in microtubes to evaluate the effect of dilution (aqueous solution containing 5% 

fructose and 5% milk powder), temperature (10 and 25°C) and storage time (0, 5, 9, 18 , 27, 

36, 45, 54 hours) on the MOT, VCL, VSL, VAP and TEMP. Males released on average 10.57 

± 6.28 mL and the sperm showed 99,86±0,31% of MOT, 185,58±14,11µm.s-1 of VCL, 49,15 

±4,66µm.s-1 of VSL, 87,02±4,13 µm.s-1 of VAP, 106,52 ±4,45µm.s-1 of VE, 79,31±5,62s of 

TEMP, 1,03x1010±3,65x109 células.mL-1 of CONC, 75,81±5,71% of NORM, 

258,78±29,36mOsm of OSM and 7,11±0,31 of pH. b) Motility and kinetics activation of 

sperm cells cryopreserved in different extenders. Were collected semen samples from five 

males, hormonally induced, these submitted to the protocol of cryopreservation with the use 

of twelve extenders, formulated with the use of glucose, fructose, milk powder, DMSO, 

propylene glycol and methanol. The cryopreserved semen was thawed and evaluated for the 

parameters: sperm motility (in 10 seconds after activation), theoretical initial motility, sperm 

velocity, index of normality and the elapsed times for 75%, 50% and 25% of the sperm stay 

mobile. The fresh semen was evaluated for the same parameters. The solution containing 

2.5% fructose, 5% milk powder and 10% methanol had higher (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% methanol was found highest averages for 



the parameters: sperm motility in 10s after activation (78.99 ± 27.20%), sperm velocity (75.62 

± 18.76 µm.s-¹) and this solution prolonged the sperm activation. The semen samples stored 

undiluted and maintained at 10 or 25°C showed higher averages for MOT. Is indicated 

storage of semen S. melanodermatum un diluted until 27 hours and cryopreservation  using 

the extender solution containing 5% fructose, 5% milk powder and 10% methanol in aqueous 

solution. 

Keywords: CASA, spermatozoa,  reproduction.
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Introdução 

 

A espécie estudada 

 

O gênero Steindachneridion pertencente à família Pimelodidae possui 

distribuição restrita a algumas bacias da América do Sul. Existem cinco espécies 

registradas correspondentes a este gênero, todas endêmicas de regiões distintas. 

Algumas espécies: Steindachneridion scripta dos rios Paraná e Uruguai; 

Steindachneridion doceanum, do rio Doce; Steindachneridion parahybae do rio 

Paraíba; Steindachneridion amblyurum do rio Jequitinhonha; e Steindachneridion 

melanodermatum do rio Iguaçu (GARAVELLO, 2005). 

O surubim do Iguaçu, Steindachneridion melanodermatum, (GARAVELLO, 

2005) é um bagre de grande porte, atingindo até 532 mm de comprimento total 

(GARAVELLO, 2005) Possui hábito carnívoro (ZANIBONI FILHO, MEURER et al., 

2004). A espécie é nativa da América do Sul com distribuição restrita a bacia do rio 

Iguaçu (FROESE & PAULY, 2012).  

O rio Iguaçu é um afluente do rio Paraná e também o maior rio do estado do 

Paraná, Brasil. Os desníveis que originaram as quedas d'água fizeram este rio ser um 

dos maiores rios brasileiros na contribuição da geração de energia elétrica. Existem no 

seu percurso cinco represas para aproveitamento hidroelétrico (GUBIANI, FRANA et 

al., 2010). 

A região de ocorrência desta espécie na bacia do rio Iguaçu encontra-se 

altamente impactada, em decorrência de diversos represamentos e pela ocupação 

antrópica da região, fato que coloca este espécie em risco de extinção (SANTT´ANA, 
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2009). Outro fato que contribui para o aumento do risco de extinção da espécie é o 

grande interesse que a espécie desperta para a pesca e para a piscicultura (ZANIBONI 

FILHO, MEURER et al., 2004). 

Outras espécies do mesmo gênero encontram-se em risco de extinção são elas: 

Steindachneridion amblyura, Steindachneridion doceana, Steindachneridion parahybae 

e Steindachneridion scripta (ROSA & LIMA, 2008). Sendo a produção total da pesca 

extrativa das diversas espécies de surubim é estimada em 8.361,5 toneladas, com 

capturas concentradas nos estados das regiões Norte, Nordeste e Sudeste (IBAMA, 

2007). 

O surubim do Iguaçu (Steindachneridion melanodermatum, GARAVELLO, 

2005) apresenta características de interesse zootécnico sendo elas: ótima qualidade de 

carne, ausência de espinhos intramusculares, bom rendimento de carcaça e exemplares 

selvagens com ótima adaptação ao cativeiro e às dietas artificiais. (FEIDEN, 2006; 

SANTT´ANA, 2009). LUDWIG, et al. (2009) destacam a importância de conhecer 

aspectos básicos da biologia das espécies nativas de peixes brasileiros, a exemplo da sua 

reprodução, para a manutenção e recuperação da diversidade e riqueza destas espécies. 

Nas fêmeas aptas a reprodução observa-se um aumento do volume abdominal, 

flacidez da região ventral e papila urogenital hiperemiada (bem irrigada de sangue), 

enquanto nos machos se observa a fluidez do sêmen. Freqüentemente animais com mais 

de um ano de vida e um quilo de peso vivo já possuem maturidade sexual (LUDWIG, 

GOMES et al., 2009).  

Após a aplicação de extrato hipofisário em duas doses os autores LUDWIG, 

GOMES et al., (2009) descrevem a ocorrência de desova, que nesta espécie é total, 

ocorrida entre 260±20 horas-grau e os ovos eclodiram após 18 horas de incubação. Os 

ovos recém fecundados apresentam diâmetro médio de 3,02mm e as larvas eclodem 
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com cerca de 4,67mm de comprimento padrão (NAKATANI et al., 2001). Machos de 

surubim do Iguaçu podem ser considerados de fácil liberação de sêmen mediante 

estímulo hormonal (SANTT´ANA, 2009) 

Em experimento realizado em tanques de piscicultura utilizando-se machos com 

peso entre 1,1 e 2,4 kg, submetidos ao tratamento de hipofisação, SANTT´ANA (2009) 

descreve que o volume de sêmen coletado variou entre 0,4 a 2,5 ml. A motilidade dos 

espermatozóides após a coleta manteve-se entre 85 a 292 segundos, quando ativada com 

água do tanque, e de 66 e 268 segundos, quando ativada em água destilada. Para a 

concentração espermática, os valores oscilaram entre 28 e 88 x 106 

espermatozóides/mm³. 

 

Biotécnicas reprodutivas aplicadas à reprodução de peixes 

 

Biotecnia por definição é arte de utilizar os animais e os vegetais, obtendo o 

maior proveito possível. Desta maneira utilização e o desenvolvimento de biotécnicas 

da reprodução animal são condições indispensáveis para o aumento da eficiência 

produtiva (FIGUEIREDO, 2007). O autor FIGUEIREDO (2008) considera que de 

forma geral são vantagens da sua utilização: ferramenta importante para compreensão 

da fisiologia reprodutiva; permite a multiplicação de animais geneticamente superiores; 

permite a formação de bancos de germoplasma animal; possibilita a reposição de 

espécies ameaçadas de extinção. Porém existem riscos envolvidos como: levar a perda 

de variabilidade genética quando utilizada de maneira indiscriminada e o risco de uma 

ruptura de barreiras éticas quando a manipulação da vida torna-se algo banal. 
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Caracterização seminal e espermática em peixes 

 

Estudos de aspectos reprodutivos em peixes são fundamentais para o 

desenvolvimento e otimização dos cultivos, pois permitem o aproveitamento racional de 

gametas com boa qualidade e a identificação de reprodutores realmente eficazes 

(COWARD, BROMAGE et al., 2002). No entanto, a mensuração destes parâmetros 

leva em conta somente a qualidade inicial dos ovócitos, ignorando em muitas ocasiões a 

qualidade do sêmen (RURANGWA, KIME et al., 2004). 

Neste sentido, com a caracterização seminal e espermática em peixes é possível 

a racionalização da utilização dos reprodutores através da utilização de uma dose 

inseminante adequada (BOMBARDELLI, MORSCHBACHER et al., 2006); (STREIT 

JR., SIROL, et al., 2008). Estas informações também servem como potencial ferramenta 

para a otimização do uso de sêmen criopreservado (SUQUET, DREANNO et al., 2000). 

Além de contribuírem no desenvolvimento de tecnologias aplicadas na formação de 

bancos genéticos in vivo ou in vitro (ZANIBONI-FILHO & SCHULZ, 2003) destinados 

para fins de conservação da biodiversidade genética de espécies ou até mesmo em 

programas de melhoramento genético em fazendas de cultivo. 

Diversos trabalhos têm sido realizados com o objetivo de estudar características 

seminais e espermáticas de espécies de peixes brasileiros, são algumas espécies: 

cascudo-preto (Rhinelepis aspera) (SANCHES, BOMBARDELLI, et al., 2011); suruvi, 

(Steindachneridion scripta) (LUZ, FERREIRA, et al., 2001), dourado (Salminus 

brasiliensis) (STREIT JR., SIROL, et al., 2008a) e piapara (Leporinus elongatus) 

(STREIT JR., SIROL, et al., 2008b) 

 



15 

 

Estocagem de sêmen de peixes 

 

O objetivo da utilização de técnicas de estocagem de sêmen é a preservação de 

gametas por um curto período com um baixo custo, possibilitando a reprodução 

artificial de peixes em casos de liberação assincrônica de gametas (SANCHES, 

NEUMANN et al., 2011).  

A estocagem do sêmen pode ser realizada sob diversas condições, as principais 

variáveis que tem efeito sobre o processo de estocagem são: temperatura (SANCHES, 

NEUMANN et al., 2011), atmosfera (DILAURO, KRISE et al., 1994; MARQUES & 

GODINHO, 2004; SANCHES E CERQUEIRA, 2010), diluição em soluções 

específicas (MURGAS, MILIORINI et al., 2004), presença de antioxidantes 

(Lahnsteiner & Mansour, 2010) e a utilização de antibióticos (VIVEIROS, ISAU et al., 

2010). 

Diversos autores descrevem o processo de estocagem de sêmen de peixes por 

curtos períodos. O sêmen das espécies Brycon lundii, Piaractus mesopotamicus, 

Leporinus elongatus, Leporinus friderici, Prochilodus lineatus e Prochilodus 

marggravii, foi estocado por curtos períodos de tempo sob refrigeração, e possibilitou a 

manutenção da viabilidade espermática por até 20 horas (MARQUES & GODINHO, 

2004). O sêmen de bagre africano foi estocado diluído em diversas soluções sob 

refrigeração, e não foram observadas reduções de motilidade espermática até 24 horas 

de estocagem, porém após 48 horas a motilidade espermática foi reduzida 

significativamente (KIME, EBRAHIMI et al., 1996). 

 

Criopreservação de sêmen de peixes 
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A criopreservação de sêmen pode ser utilizada para suprir diversas necessidades 

incluindo a obtenção de sêmen em tempos e locais diferentes e utilização em programas 

de melhoramento genético (GODINHO, AMORIM et al., 2003). Além de possibilitar a 

preservação da heterogeneidade genética de uma espécie (MURGAS, 

FRANCISCATTO et al., 2003) 

Em procedimentos de criopreservação de células espermáticas de peixes, os 

principais componentes das soluções crioprotetoras são: a) diluidores - apresentam 

basicamente a função de evitar a ativação espermática e b) crioprotetores - impedem as 

crioinjúrias (VIVEIROS, OLIVEIRA et al., 2009). Entretanto, existem variações quanto 

o tipo de componente e suas concentrações nestas soluções (CAROLSFELDT, 

GODINHO et al., 2003). 

A criopreservação de sêmen de peixes neotropicais tem sido bastante estudada 

nos últimos anos e protocolos efetivos tem sido determinados para o pintado 

(Pseudoplatystoma corruscans) (CAROLSFELDT, GODINHO et al., 2003); o jundiá 

(Rhamdia hillari). (FOGLI DA SILVEIRA, KAVAMOTO et al., 1985) e o curimba 

(Prochilodus lineatus) (MILIORINI, MURGAS et al., 2011).  
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Parâmetros seminais e espermáticos e resfriamento do sêmen do surubim do Iguaçu, 35 

Steindachneridion melanodermatum (Garavello, 2005) 36 

 37 

RESUMO 38 

O objetivo deste estudo foi avaliar os parâmetros seminais e espermáticos do 39 

Steindachneridion melanodermatum e os efeitos da diluição, da temperatura e do tempo de 40 

estocagem do sêmen sobre os parâmetros espermáticos. Foram coletados o sêmen de nove 41 

machos, induzidos hormonalmente. No sêmen fresco foram avaliados os parâmetros: 42 

osmolaridade do plasma seminal (OSM), pH do sêmen (pH), motilidade (MOT) e velocidades 43 

espermáticas (VCL, VLR, VMD, VE), tempo total de ativação espermática (TEMP), 44 

concentração espermática e índice de normalidade espermática (NORM). Amostras do sêmen 45 

fresco e outras diluídas em solução contendo 5% de frutose e 5% de leite em pó foram 46 

armazenadas a 10 e 25ºC e as MOT, VCL, VLR, VMD, TEMP foram mensuradas após 0, 5, 47 

9, 18, 27, 36, 45, 54 horas. Os machos liberaram 11,74±5,38 mL de sêmen com, 48 

258,78±29,36mOsm e pH de 7,11±0,31. No sêmen 99,86±0,31% dos espermatozóides eram 49 

móveis e apresentavam 185,58±14,11µm.s-1 para VCL, 49,15±4,66µm.s-1 para VLR, 50 

87,02±4,13 µm.s-1 para VMD, 106,52 ±4,45µm.s-1 para VE, 79,31±5,62s TEMP, 51 

1,03x1010±3,65x109 espermatozódes.mL-1 e 75,81±5,71% de NORM. A motilidade, as 52 

velocidades e o tempo total de ativação espermática foram influenciados (p<0,05) pela 53 

diluição, pelas temperaturas e tempos de armazenamento. Quando for necessário o emprego 54 

da estocagem do sêmen, este poderá ser realizado sem diluição e preferencialmente resfriado 55 

a 10oC. Ainda, pelo período de até 27 horas, o sêmen pode ser mantido não diluído, sob 56 

temperatura ambiente (25ºC) sem prejuízos para a motilidade espermática.  57 

 58 

Palavras-chave: CASA, espermatozoide, macho, reprodução, sêmen 59 
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Seminal and spermatic parameters and sperm cooling of Iguaçu sorubim, 60 

Steindachneridion melanodermatum (Garavello, 2005) 61 

 62 

ABSTRACT 63 

The aim of this study was to evaluate the seminal and spermatic parameters as well as 64 

the effects of dilution, temperature and storage period over spermatic parameters in semen of 65 

Steindachneridion melanodermatum. Sperm samples were collected from nine hormonally-66 

induced males. The following parameters were analyzed in fresh sperm: osmolality of seminal 67 

plasma (OSM), pH, motility (MOT), spermatic velocity (CVV, SLV, APV, SV), time of 68 

spermatic activation (TEMP), spermatic concentration and index of spermatic normality 69 

(NORM). Fresh and diluted semen samples in 5% fructose and 5% milk powder solution were 70 

stored at 10 and 25ºC followed by analyses of MOT, CVV, SLV, APV and TEMP after 0, 5, 71 

9, 18, 27, 36, 45, 54 hours. Males released 11.74±5.38 mL of sperm with 258.78±29.36 72 

mOsm and pH of 7.11±0.31. The sperm presented 99.86±0.31% of motile spermatozoa at a 73 

concentration of 1.03x1010±3.65x109 spermatozoa.mL-1 with CVV of 185.58±14.11 µm.s-1, 74 

SLV of 49.15±4.66 µm.s-1, APV of 87.02±4.13 µm.s-1, SV of 106.52±4.45 µm.s-1, TEMP of 75 

79.31±5.62s, and NORM of 75.81±5.71%. Motility, spermatic velocity and total time of 76 

spermatic activation were affected by dilution, temperature and storage period (p<0.05). If 77 

semen storage is necessary, the procedure should be performed with undiluted sperm cooled 78 

at 10oC. Moreover, the sperm might be kept, without dilution, at room temperature (25ºC) for 79 

a period of up to 27 hours with no damages over spermatic motility.  80 

 81 

Keywords: CASA, male, reproduction, semen, spermatozoon 82 

83 
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Introdução 84 

O surubim do Iguaçu, Steindachneridion melanodermatum (Garavello, 2005), é um 85 

bagre nativo da América do Sul, endêmico da bacia do rio Iguaçu (FroeseandPauly, 2012). 86 

Este peixe é um carnívoro (Zaniboni Filho et al, 2004) considerado de grande porte 87 

(comprimento <532 mm) (Garavello, 2005) e ameaçado de extinção (Sereia, 2010). 88 

O desenvolvimento de técnicas reprodutivas é o primeiro passo para promover a 89 

propagação artificial de peixes (Romagosa et al, 2010) e a formação de bancos genéticos in 90 

vivo ou in vitro (Zaniboni Filho and Schulz, 2003). Contudo, não existem informações sobre 91 

os aspectos reprodutivos do S. melanodermatum em cativeiro, tão pouco sobre biotécnicas 92 

efetivas voltadas a manipulação e a conservação de seus gametas. Os poucos trabalhos 93 

disponíveis retratam informações superficiais sobre o processo de liberação de sêmen e 94 

poucos aspectos espermáticos (Ludwig et al, 2005; Santt´ana, 2009). 95 

Conhecer os parâmetros seminais e espermáticos permite o aproveitamento racional de 96 

gametas com boa qualidade e a identificação de reprodutores realmente eficazes (Coward et 97 

al, 2002). Estas informações possibilitam racionalizar o uso de reprodutores por meio da 98 

utilização de doses inseminantes adequadas (Bombardelli et al, 2006; Streit et al, 2008), 99 

viabilizar o emprego de sêmen criopreservado em procedimentos de fertilização artificial 100 

(Suquet et al, 2000) ou o desenvolvimento de tecnologias aplicadas na formação de bancos 101 

genéticos in vivo ou in vitro (Zaniboni Filho and Schulz, 2003), destinados para a conservação 102 

da biodiversidade ou para programas de melhoramento genético. 103 

O desenvolvimento de técnicas voltadas a conservação de gametas de peixes 104 

neotropicais tem sido foco de pesquisas (Viveiros et al, 2010), visto a rápida perda de 105 

viabilidade após a ovulação ou espermiação (Rizzo et al, 2003). Além da criopreservação, 106 

técnicas de estocagem de sêmen sob resfriamento podem contribuir para a preservação de 107 

gametas por curtos períodos de tempo (JenkinsandTiersch, 1997). Os empregos destes 108 
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procedimentos podem garantir a reprodução artificial em casos de liberação assincrônica de 109 

gametas (Sanches et al, 2011a), permitir a troca ou a comercialização de sêmen fresco entre 110 

diferentes laboratórios e empresas ou, em programas de conservação da diversidade genética, 111 

manter a viabilidade dos gametas entre o momento da coleta em ambientes naturais remotos e 112 

o seu posterior processamento em laboratório. 113 

O objetivo deste estudo foi avaliar os parâmetros seminais e espermáticos do surubim 114 

do Iguaçu (Steindachneridion melanodermatum) e os efeitos da diluição, da temperatura e do 115 

tempo de estocagem do sêmen sobre os parâmetros espermáticos. 116 

 117 

Material e métodos 118 

O experimento foi realizado no mês de outubro de 2010, na Estação Experimental de 119 

Estudos Ictiológicos da Companhia Paranaense de Energia, na Usina Hidrelétrica Governador 120 

Ney Braga (EEEI – Copel) em Reserva do Iguaçu, Paraná, Brasil e no Laboratório de 121 

Tecnologia da Reprodução de Animais Aquáticos Cultiváveis (LATRAAC), instalado no 122 

Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (InPAA), da Universidade Estadual do Oeste 123 

do Paraná, Toledo, Paraná, Brasil. 124 

O grupo de reprodutores da EEEI – Copel foi mantido ao longo do ano em tanques 125 

escavados revestidos de concreto nas laterais e fundo de terra. O abastecimento da água foi 126 

mantido para reposição de água perdida com a evaporação e infiltração. Os animais foram 127 

alimentados com ração extrusada comercial contendo 32% de proteína bruta a uma taxa de 128 

arraçoamento de 1% do peso vivo ao dia. Ainda, foi fornecido aos reprodutores alimento vivo 129 

na forma de peixes de pequeno porte. Deste grupo, foram selecionados nove machos 130 

(1.857,22±774,60g) que liberavam esperma por meio de leve pressão abdominal. Os machos 131 

selecionados foram transferidos para o laboratório de reprodução artificial, estocados em 132 
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tanques de alvenaria revestidos com azulejo, dotados de renovação constante de água e 133 

controle da temperatura da água (25±1°C) por meio de aquecimento elétrico. 134 

Os machos receberam tratamento hormonal para promover o aumento da produção de 135 

sêmen (Sanches et al, 2010), por meio de aplicação via intra-muscular de 3,0 mg de extrato 136 

pituitário de carpa (EPC).kg de reprodutor-1(Bombardelli, et al, 2006; Urbinati and Gonçalves, 137 

2005; Weingartner and Zaniboni, 2005). 138 

O sêmen foi coletado após 260 horas-grau (Ludwig et al, 2005), por meio de 139 

massagem abdominal no sentido céfalo-caudal. Para tanto, os peixes foram anestesiados por 140 

meio de imersão em solução aquosa contendo 75mg de benzocaína.L de água-1 (Okamura et 141 

al, 2010). As primeiras parcelas do sêmen liberado foram desprezadas para evitar a possível 142 

contaminação com fezes ou urina (Poupard et al, 1998). O volume de sêmen liberado por cada 143 

um dos peixes foi mensurado em tubos de ensaio graduados, com precisão de ±0,1mL.  144 

Amostras do sêmen de cada macho foram avaliadas imediatamente após a coleta para 145 

determinação dos parâmetros seminais e espermáticos. Foram avaliados: osmolaridade do 146 

plasma seminal (OSM), pH seminal (pH), motilidade espermática (MOT), velocidade 147 

espermática curvilinear (VCL), velocidade espermática em linha reta (VLR), velocidade 148 

espermática média de deslocamento (VMD), tempo total de ativação espermática (TEMP), 149 

concentração espermática (CONC) e índice de normalidade morfológica dos espermatozóides 150 

(NORM). 151 

Para a determinação da osmolaridade do plasma seminal (OSM), amostras de 2,5 mL 152 

de sêmen foram submetidas à centrifugação a 3.500rpm por 10 minutos. Em seguida o plasma 153 

seminal foi separado e conservado a -5C. Para a determinação da osmolaridade, as amostras 154 

foram analisadas em osmômetro crioscópico (PLZ, modelo PLZ-1000) (Alavi et al, 2010). 155 
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O pH seminal foi determinado pelo método colorimétrico em papel tornassol (Merck). 156 

Uma gota de sêmen foi colocada sobre o papel e a coloração resultante comparada com uma 157 

escala (1-14) fornecida pelo fabricante. 158 

Para a avaliação dos parâmetros motilidade espermática (MOT), velocidade 159 

espermática curvilinear (VCL), velocidade espermática em linha reta (VLR) e velocidade 160 

espermática média de deslocamento (VMD) foi utilizado o Computer Assisted Sperm Analysis 161 

(CASA), adaptado para a espécie, utilizando-se intervalos de 1s de imagens, 10 segundos 162 

após o início da ativação espermática (Tessaro et al, 2012). Para tanto, alíquotas de sêmen 163 

foram ativadas com água destilada empregando-se a diluição de 1:50µL. Parcelas de 10µL do 164 

material diluído foram dispostas em câmara hematimétrica de Neubauer espelhada e 165 

visualizadas em microscópico óptico (Nikon® Eclipse E200) (40X), acoplado a uma câmera 166 

de filmagem Basler® a602-f. As imagens foram obtidas com a taxa de 100 quadros por 167 

segundo e armazenadas em disco rígido para posterior análise(Sanches et al, 2010). 168 

Os resultados de VCL, VLR e VMD, devido a sua correlação, foram agrupados 169 

através de análise de componentes principais (PCA), sendo o índice calculado denominado 170 

Velocidade Espermática (VE)(Tessaro et al, 2012) por meio da equação: 171 

VE = (a/a+b+c).VCL+(a/a+b+c).VMD+(a/a+b+c).VLR 172 

Onde: VE = Velocidade espermática (µm.s-1); VCL = Velocidade espermática Curvilinear 173 

(µm.s-1); VMD = Velocidade espermática média de deslocamento (µm.s-1); VLR = 174 

Velocidade espermática em linha reta (µm.s-1); a = Fator de contribuição da VCL para a 175 

formação da VE; b = Fator de contribuição da VMD para a formação da VE; c = Fator de 176 

contribuição da VLR para a formação da VE;  177 

O tempo total de ativação espermática (TEMP) foi mensurado por meio dos vídeos de 178 

movimento espermático, considerando-se o tempo necessário para a perda de motilidade de 179 

100% das células. 180 



28 

 

A mensuração da concentração espermática (CONC) (Billard et al, 1995) foi realizada, 181 

individualmente e em triplicatas, em microscópio de luz (40X) pelo método de contagem de 182 

células espermáticas em câmara hematimétrica de Neubauer (Mylonas et al, 1997; Wirtz and 183 

Steinmann, 2006). Para tanto, amostras de sêmen fresco foram fixadas em solução de formol 184 

salina tamponada (Streit et al, 2004; Streit et al, 2006) a uma diluição de 1:1000 (Bombardelli 185 

et al, 2006). 186 

Para a avaliação e mensuração do índice de normalidade morfológica dos 187 

espermatozóides (NORM), foram preparados dois esfregaços com o material anteriormente 188 

fixado em solução de formol salina tamponado (Rurangwa et al, 2004). As lâminas obtidas 189 

com os esfregaços foram submetidas à coloração em Rosa de Bengala (Hafez and Hafez, 190 

2004; Streit et al, 2004) e analisadas em microscópio de luz (40X). Foi avaliado um total de 191 

400 espermatozóides de cada colheita proveniente de um único peixe. Os espermatozóides 192 

avaliados foram classificados como normais ou anormais (CBRA, 1998; Chenoweth, 2005; 193 

Streit et al, 2006). 194 

Ainda, amostras de sêmen de cada um dos reprodutores foram submetidas ao ensaio de 195 

conservação e estocagem ao longo do tempo sob diferentes condições de armazenamento. O 196 

ensaio foi realizado utilizando um delineamento experimental inteiramente casualizado, 197 

organizado em esquema fatorial 2x2x8. Foram testadas: a) a estocagem do sêmen não diluído 198 

e diluído na proporção de 1:3 em solução aquosa composta de 5% de frutose e 5% de leite em 199 

pó (previamente determinada em ensaio piloto), e b) a variação da temperatura de estocagem 200 

considerando a temperatura ambiente (25ºC) e resfriado a 10ºC. Ainda, a qualidade 201 

espermática foi aferida em oito momentos após o início da estocagem do sêmen, 202 

correspondentes a 0, 5, 9, 18, 27, 36, 45, 54 horas. Foi considerado como unidade 203 

experimental uma amostra de 2mL de sêmen proveniente de um único reprodutor, contida em 204 

microtubos do tipo eppendorf de 2,5mL.  205 
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Os parâmetros avaliados ao longo do ensaio de estocagem do sêmen foram: motilidade 206 

espermática (MOT), velocidade espermática (VE) e tempo total de ativação espermática 207 

(TEMP), conforme descrito anteriormente.  208 

As médias e os desvios padrão dos parâmetros seminais e espermáticos do sêmen 209 

fresco foram calculados com a utilização do software STATISTICA 7.0®. Os resultados dos 210 

parâmetros espermáticos avaliados no ensaio de estocagem do sêmen foram submetidos à 211 

Factorial ANOVA e quando constatado efeito entre os tratamentos foi aplicado o teste de 212 

comparação múltipla de médias de Duncan. O processamento estatístico também foi realizado 213 

com a utilização do software STATISTICA 7.0®. 214 

 215 

Resultados 216 

Os machos do S. melanodermatum liberaram em média 11,74±5,38 mL de sêmen, com 217 

1,03x1010±3,65x109 espermatozóides.mL-1 e 75,81±5,71% de espermatozóides normais. Em 218 

média, o sêmen apresentou pH de 7,11±0,31 e o plasma seminal com 258,78±29,36mOsm 219 

(Tabela 1). 220 

Logo após a liberação e a coleta do sêmen dos reprodutores, 99,86±0,31% dos 221 

espermatozóides apresentavam-se móveis, com velocidades de deslocamento correspondentes 222 

a 185,58±14,11µm.s-1 para velocidade curvilinear, 49,15 ±4,66µm.s-1 para velocidade em linha 223 

reta e 87,02±4,13 µm.s-1 para velocidade média de deslocamento (Tabela 1).  224 

As velocidades espermáticas curvilinear (VCL), em linha reta (VLR) e média de 225 

deslocamento (VMD) foram altamente correlacionadas (r=97, r=100 e r=98, respectivamente) 226 

e o seu agrupamento por meio da análise de componentes principais resultou na 227 

equação:VE=0,325244.VCL+0,343368.VMD+0,331388.VLR. A velocidade espermática 228 
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estimada no sêmen fresco foi de 106,52±4,45µm.s-1 e o tempo total de ativação espermática 229 

de 79,31±5,62s de tempo total de ativação espermática (Tabela 1). 230 

Imediatamente após a diluição do sêmen, foi observada a presença de espermatozóides 231 

móveis, contudo, este parâmetro não foi quantificado pelo sistema CASA devido a elevada 232 

concentração celular. A diluição do sêmen, o tempo e a temperatura de estocagem 233 

influenciaram (p<0,05) a motilidade espermática do sêmen de S. melanodermatum (Fig. 1). 234 

Até o tempo de 18 horas de estocagem não foram observadas diferenças (p>0,05) em função 235 

das diferentes temperaturas ou a diluição (Fig. 1). Após 27 horas de estocagem o sêmen 236 

diluído e mantido a 25ºC perdeu completamente a motilidade e entre os demais tratamentos 237 

não foi notada diferença entre os percentuais de espermatozóides móveis (p>0,05) (Fig. 1). 238 

Decorridas 36 horas de estocagem o sêmen não diluído e mantido a 25ºC apresentou superior 239 

média de espermatozóides móveis (p<0,05) (Fig. 1). Após 45 horas de estocagem, os 240 

percentuais de espermatozóides móveis permaneceram iguais (p<0,05), independentemente da 241 

temperatura ou da diluição (Fig. 1). 242 

A velocidade espermática sofreu influencia (p<0,05) da diluição, da temperatura e do 243 

tempo de estocagem. Após 5 horas de estocagem, a velocidade espermática no sêmen mantido 244 

a 10ºC foi reduzida (p<0,05), independente da utilização ou não da diluição (Fig. 2). Entre 9 e 245 

45 horas de estocagem do sêmen as maiores médias de velocidade espermática foram 246 

constatadas para aquele estocado a 10ºC diluído ou não diluído e para o material mantido a 247 

25ºC não diluído (Fig. 2). Após 54 horas de estocagem o material mantido a 10ºC, diluído ou 248 

não diluído, apresentou maior (p<0,05) velocidade espermática. 249 

O tempo total de ativação espermática do sêmen do surubim do Iguaçu sofreu 250 

influencia (p<0,05) do tempo, da temperatura de estocagem e da diluição (Fig. 3). Após cinco 251 

horas de estocagem o material mantido resfriado a 10ºC reduziu (p<0,05) o tempo total de 252 

ativação espermática em relação ao sêmen fresco (Fig. 3). Entre 9 e 36 horas de estocagem 253 
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não foi constatado efeito (p>0,05) dos diferentes tratamentos sobre o tempo total de ativação, 254 

exceto para as amostras do sêmen diluído e mantido a 25ºC, que a partir de 9 horas de 255 

estocagem teve o tempo total de ativação reduzido (p<0,05) e a partir de 27 horas não 256 

apresentou mais viabilidade (Fig. 3). Em 54 horas de estocagem o sêmen diluído e mantido a 257 

10ºC apresentou maior média para tempo total de ativação (Fig. 3). 258 

Discussão 259 

Conhecer as características seminais e espermáticas é fundamental na rotina de 260 

reprodução artificial (Sanches et al, 2011b) e permite a utilização racional do sêmen e dos 261 

reprodutores (Bombardelli et al, 2006). Apesar de parâmetros seminais e espermáticos do S. 262 

melanodermatum, como volume seminal, cor e viscosidade seminal, concentração 263 

espermática e tempo de ativação espermática, terem sido determinados por meio de métodos 264 

subjetivos por Santt´ana (2009), o presente experimento é o pioneiro em caracterizar os 265 

parâmetros seminais e espermáticos do surubim do Iguaçu com a utilização de análise 266 

computadorizada. 267 

Os valores determinados para o volume de sêmen, concentração espermática (CONC) 268 

e tempo total de ativação espermática (TEMP) diferem dos encontrados por (Santt´ana, 2009) 269 

que trabalhou com sêmen proveniente de 11 machos no mês de janeiro. O autor obteve as 270 

médias de 1,39±0,75mL, 52,20±21,58x109células.mL-1 e 154,40±72,57s, para volume total de 271 

sêmen liberado, concentração espermática e tempo total de ativação espermática, 272 

respectivamente. Estas diferenças podem ocorrer devido a variação da época do ano quando 273 

foi realizada a coleta, diferenças na dosagem hormonal empregada (Godinho, 2007) e, 274 

especificamente sobre os parâmetros de motilidade, devido ao método de ativação 275 

espermática empregado. 276 

Devido a inexistência de informações sobre a espécie, os parâmetros de motilidade 277 

espermática (MOT), velocidade espermática curvilinear (VCL), velocidade espermática em 278 
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linha reta (VLR), velocidade espermática média de deslocamento (VMD), velocidade 279 

espermática (VE), índice de normalidade morfológica (NORM) ,pH e osmolaridade seminal 280 

(OSM), serão comparados com o jundiá (Rhamdia quelen), bagre nativo da mesma região de 281 

ocorrência do S. melanodermatum (Gomes et al, 2000). 282 

Sanches et al. (2010) determinaram os parâmetros motilidade espermática (MOT), 283 

velocidade espermática curvilinear (VCL), velocidade espermática em linha reta (VLR) e 284 

velocidade espermática média de deslocamento (VMD) para machos de jundiá utilizando 285 

análise computadorizada. Ás médias determinadas foram de 71.23±12.01%, 286 

89.25±22.37µm.s-1, 42.25±5.94 µm.s-1 e 56.51±8.21 µm.s-1 para MOT, VCL, VLR e VMD, 287 

respectivamente. Tessaro et al (2012) determinaram a velocidade espermática (VE) para 288 

machos de jundiá (Rhamdia quelen), obtendo valores entre 50.32±2.09 e 53.43±1.89 µm.s-1 289 

entre os meses de outubro e fevereiro. A motilidade espermática é considerada como fator 290 

importante no processo de reprodução artificial de peixes e também como o principal 291 

parâmetro utilizado na aferição da viabilidade espermática (Glogowski et al, 2002; Urbanyi et 292 

al, 1999), pois este parâmetro apresenta relação direta com as taxas de fertilização (Tuset et 293 

al, 2008a). Tessaro et al (2012) afirmam que a velocidade espermática pode ter relação com a 294 

fertilidade dos espermatozóides, porém o mecanismo de influencia ainda não foi elucidado. 295 

Análises computadorizadas são ferramentas importantes por apresentarem informações 296 

rápidas e precisas sobre as condições do sêmen a ser utilizado no processo de reprodução 297 

artificial (Sanches et al, 2011c). 298 

Os autores Tessaro et al. (2012) determinaram o índice de normalidade morfológica 299 

dos espermatozóides no sêmen do jundiá (Rhamdia quelen) e as médias variam entre 300 

56.25±4.16 e 80.71±1.47%, entre os meses de outubro e fevereiro. A relação deste parâmetro 301 

com a motilidade espermática, bem como o seu impacto sobre a fertilização artificial, ainda 302 

geras intriga no meio científico, pois a sua relação não é clara (Tuset et al, 2008b).  303 
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O pH seminal apresenta importância por estar diretamente relacionado ao início da 304 

ativação espermática (Alavi and Cosson, 2005). Hilbig et al (2008) determinaram o pH do 305 

fluido seminal do jundiá correspondente a 8,6±0,2. 306 

A osmolaridade do plasma seminal do S. melanodermatum foi próxima aos valores 307 

determinados por Farias et al (2009) para o sêmen do tambaqui (Colossoma macropomum), 308 

correspondente a 247±58 mOsm, quando aplicado tratamento hormonal. A osmolaridade do 309 

plasma seminal tem influencia direta sobre a ativação espermática, visto que este processo 310 

somente ocorre depois da diluição do sêmen e exposição dos espermatozóides a meios 311 

hipotônicos (Linhart et al, 1999). 312 

Não existem relatos de ensaios de estocagem de sêmen do S. melanodermatum, sendo 313 

este o estudo pioneiro para a espécie. A estocagem de sêmen é uma alternativa indispensável 314 

na seleção de peixes e sincronização da disponibilidade de gametas (Rurangwa et al, 2004). 315 

De modo geral, o sêmen do S. melanodermatum pode ser estocado diluído ou não, em 316 

temperatura de 10oC por períodos de até 27 horas sem prejuízos na motilidade espermática. 317 

Kime et al (1996) encontraram resultados semelhantes quando estocaram o sêmen de bagre 318 

africano (Clarias gariepinus) diluído em diversas soluções e armazenado sob refrigeração. 319 

Estes autores não observaram reduções de motilidade espermática em até 24 horas de 320 

estocagem, porém, após 48 horas a motilidade espermática foi reduzida significativamente. 321 

Rurangwa et al (2001) constataram prejuízos na motilidade espermática após 48 horas de 322 

estocagem do sêmen de bagre africano (Clarias gariepinus), diluído em solução contendo 323 

DMSO e glicerol e mantidos sob refrigeração. 324 

A perda de motilidade espermática ao longo do tempo de estocagem é verificada por 325 

diversos autores (Fauvelet al., 2010; Rizzo et al, 2003). O presente experimento verificou que 326 

o sêmen do S. melanodermatum quando diluído em solução aquosa contendo 5% de frutose e 327 

5% de leite em pó e estocado em temperatura ambiente, apresentou uma rápida perda de 328 
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viabilidade das células espermáticas. Isto possivelmente está associado ao fato da temperatura 329 

elevada ter acelerado o metabolismo espermático ou ao fato do diluente ter agido como meio 330 

nutritivo que, associado a temperatura, promoveu o desenvolvimento de micro-organismos. 331 

Ao longo do tempo, foi verificada nos vídeos de motilidade espermática, a ocorrência de 332 

organismos em movimento junto aos espermatozóides (parâmetro não quantificado). Apesar 333 

de não ter sido objeto de estudo, supôs-se que eram micro-organismos que se desenvolveram 334 

devido às condições favoráveis. O desenvolvimento destes micro-organismos no sêmen pode 335 

reduzir a motilidade espermática. Viveiros et al (2010) observaram que o aumento do numero 336 

de bactérias presentes em amostras de sêmen de piracanjuba (Brycon orbignyanus) diluído em 337 

NaCl-tris, causou uma diminuição no percentual de motilidade espermática, provocando a 338 

redução de 93 para 1%, enquanto a população bacteriana aumentou de 104 a 107 UFC.mL de 339 

sêmen diluído-1, durante 8 dias de armazenamento, 340 

A utilização de diferentes soluções diluidoras e métodos diferenciados de 341 

armazenamento podem ser mais efetivos na manutenção da qualidade seminal durante a 342 

estocagem, porém devem ser observados aspectos relativos à toxicidade destes diluidores 343 

(Sanches et al, 2011a) e a sua capacidade de manter as células espermáticas inativas (Viveiros 344 

et al, 2009). Ensios de estocagem do sêmen de peixes neotropicais por curtos períodos de 345 

tempo, foram efetivos na manutenção da qualidade espermática quando utilizados o BTS e o 346 

KCl para a piracanjuba (Brycon orbignyanus), mantido sobre refrigeração (4ºC) e diluído na 347 

proporção 1:3 (sêmen:diluidor) (Murgas et al, 2004) e, o BTS para a pirapitinga (Brycon 348 

nattereri), mantido sob refrigeração (4-6ºC) diluído na proporção de 1:10 (sêmen:diluidor) 349 

(Oliveira et al, 2007). O observado no presente experimento contrapõe os resultados obtidos 350 

para outras espécies, pois a utilização de diluidor não promoveu melhorias na qualidade 351 

espermática. Além da suposta atividade microbiana, o efeito da temperatura (Billard et al, 352 

1995) pode ter sido um fator responsável pela perda de viabilidade espermática.  353 
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Os efeitos da temperatura de estocagem sobre a viabilidade espermática do S. 354 

melanodermatum são corroborados pelos resultados da estocagem do sêmen a 10oC, que 355 

prolonga a viabilidade das células tanto no sêmen diluído quanto naquele não diluído. 356 

Sanches et al. (2011a) também sugerem que a estocagem do sêmen de jundiá (Rhamdia 357 

quelen) em altas temperaturas promove prejuízos a motilidade espermática.  358 

A velocidade espermática foi mantida constante entre os tratamentos, exceto para o 359 

sêmen estocado diluído a 25ºC que rapidamente perdeu a viabilidade. Este efeito pode ter sido 360 

causado pela diminuição das reservas de energia celular devido a maior atividade metabólica 361 

e limitação de recursos energéticos (Bobe and Labbe, 2010). O mesmo efeito da temperatura 362 

pode ter sido responsável pela prolongação do tempo total de motilidade espermática no 363 

sêmen resfriado e diluído, visto a possível redução da atividade metabólica dos 364 

espermatozóides (Billard et al, 1995), que promoveu um consumo mais lento da energia 365 

disponível aos espermatozóides.  366 

De modo geral, a solução contendo 5% de frutose e 5% de leite em pó não se mostrou 367 

promissora para o emprego em procedimentos de diluição e estocagem do sêmen do S. 368 

melanodermatum. Apesar da inexistência de informações e por ser o primeiro trabalho 369 

realizado com foco na estocagem do sêmen desta espécie, antes que novas pesquisas 370 

determinem protocolos mais efetivos, quando for necessário o emprego da estocagem do 371 

sêmen, este poderá ser realizado sem diluição e preferencialmente resfriado a 10oC. Ainda, 372 

pelo período de até 27 horas, o sêmen pode ser mantido não diluído, sob temperatura 373 

ambiente (25ºC) sem prejuízos para a motilidade espermática. 374 
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 529 

Figuras 530 

 531 

Fig1. Motilidade espermática ao longo do tempo em sêmen de S. melanodermatum, estocado 532 

a 25ºC ou 10ºC e diluído ou não diluído em solução aquosa contendo 5% de frutose e 5% de 533 

leite em pó. 534 

 535 

Fig2. Velocidade espermática ao longo do tempo em sêmen de S. melanodermatum, estocado 536 

a 25ºC ou 10ºC e diluído ou não diluído em solução aquosa contendo 5% de frutose e 5% de 537 

leite em pó. 538 
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 539 

Fig3. Tempo total de ativação espermática ao longo do período de estocagem do sêmen de S. 540 

melanodermatum, a 25ºC ou 10ºC e diluído ou não diluído em solução aquosa contendo 5% 541 

de frutose e 5% de leite em pó. 542 
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Tabela 1 - Parâmetros seminais e espermáticos de machos de surubim do Iguaçu (Steindachneridion. melanodermatum) submetidos a 543 

indução hormonal com 3,0 mg de extrato pituitário de carpa.kg de reprodutor-1.  544 

Parâmetro 
Macho         

1 2 3 4 5 6 7 8 9   Média ± desvio padrão 
             

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) 217,00 276,00 208,00 277,00 303,00 254,00 246,00 264,00 284,00  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.mL-1) 6,58 x109 7,30 x109 7,18 x109 1,71 x1010 1,24 x1010 7,90 x109 7,28 x109 1,44 x1010 1,26 x1010  1,03x1010 ± 3,65x109 

NORM (%) 71,33 80,00 78,33 69,67 73,00 76,33 66,67 82,67 84,33  75,81 ± 5,71 

MOT (%) 99,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 99,75 100,00   99,86 ± 0,31 

VCL (µm.s-1) 158,87 181,93 167,65 182,92 203,13 203,13 185,95 194,27 192,34  185,58 ± 14,11 

VLR (µm.s-1) 59,60 50,95 46,53 44,14 44,82 49,06 48,78 45,20 53,26  49,15 ± 4,66 

VMD (µm.s-1) 92,66 88,13 80,60 83,75 83,07 85,98 88,41 86,52 94,07  87,02 ± 4,13 

VE (µm.s-1) 103,24 106,32 97,62 102,88 109,44 111,85 107,00 107,87 112,51  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 

OSM - osmolaridade do plasma seminal, pH seminal, CONC - concentração espermática, NORM - percentual de espermatozóides 545 

morfologicamente normais, MOT -motilidade espermática, VCL - velocidade espermática curvilinear, VLR - velocidade espermática em linha 546 

reta, VMD - velocidade espermática média de deslocamento, VE – velocidade espermática, TEMP - tempo total de ativação espermática.547 
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Motilidade e cinética da ativação de células espermáticas de 582 

Steindachneridion melanodermatum (Garavello, 2005) 583 

criopreservadas em diferentes diluidores. 584 

 585 

RESUMO 586 

 587 

O objetivo deste estudo foi determinar a motilidade e descrever a cinética da 588 

ativação de células espermáticas de S. melanodermatum criopreservadas em diferentes 589 

soluções, empregando-se o método CASA e modelos não lineares. Foram coletadas 590 

amostras de sêmen de cinco machos, induzidos hormonalmente, que foram submetidas 591 

ao protocolo de criopreservação com a utilização de doze soluções diluidoras 592 

constituídas por diferentes concentrações de glicose e frutose, 5% leite em pó e, 10% de 593 

DMSO ou propilenoglicol ou metanol. O sêmen fresco de cada um dos machos foi 594 

avaliado quanto aos parâmetros: motilidade espermática (10s após a ativação), 595 

motilidade inicial teórica, velocidade espermática, índice de normalidade espermática e, 596 

os tempos decorridos para que 75%, 50% e 25% dos espermatozóides permanecessem 597 

móveis. As amostras de sêmen criopreservadas foram descongeladas e avaliadas quanto 598 

aos mesmos parâmetros. A solução contendo 2,5% frutose, 5% leite em pó e 10% 599 

metanol apresentou maior (p<0,05) índice de normalidade espermática (71,13±4,79%) e 600 

maior motilidade espermática inicial (85,56±15,31%). Com a utilização da solução 601 

contendo 5% frutose, 5% leite em pó e 10% metanol foram encontrados maiores médias 602 

(p<0,05) de motilidade espermática em 10s após a ativação (78,99±27,20%) e de 603 

velocidade espermática (75,62±18,76 µm.s-¹), além do que, esta solução prolongou a 604 

ativação espermática. Desse modo, o sêmen de S. melanodermatum pode ser 605 

criopreservado com sucesso em solução aquosa contendo 5% frutose, 5% de leite em pó 606 

e 10% de metanol. 607 

 608 

Palavras-chave: CASA; Espermatozoide; Peixe; Reprodução. 609 

 610 
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Motility and kinetics activation of sperm cells  from Steindachneridion 611 

melanodermatum (Garavello, 2005) cryopreserved in different 612 

extenders. 613 

 614 

ABSTRACT 615 

 616 

The aim of this study was to determine the viability and describe the kinetics of 617 

activation of sperm cells of S. melanodermatum cryopreserved in different extenders, by 618 

measuring the motility parameters by CASA method. Were collected semen samples 619 

from five males, hormonally induced, these submitted to the protocol of 620 

cryopreservation with the use of twelve dilutive solutions, formulated with the use of 621 

glucose, fructose, milk powder, DMSO, propylene glycol and methanol. containing 5% 622 

fructose, 5% milk powder and 10% methanol in aqueous solution. The cryopreserved 623 

semen was thawed and evaluated for the parameters: sperm motility (in 10 seconds after 624 

activation), theoretical initial motility, sperm velocity, index of normality and the 625 

elapsed times for 75%, 50% and 25% of the sperm stay mobile. The fresh semen was 626 

evaluated for the same parameters. The solution containing 2.5% fructose, 5% milk 627 

powder and 10% methanol had higher (P <0.05) rate of normality (71.13 ± 4.79%) and 628 

higher initial motility (85.56 ± 15.31%). By using the solution containing 5% fructose, 629 

5% milk powder and 10% methanol was found highest averages for the parameters: 630 

sperm motility in 10s after activation (78.99 ± 27.20%), sperm velocity (75.62 ± 18.76 631 

µm.s-¹) and this solution prolonged the sperm activation. Thus, the sperm of S. 632 

melanodermatum can be successfully cryopreserved using the extender solution 633 

containing 5% fructose, 5% milk powder and 10% methanol in aqueous solution. 634 

 635 

Keywords: CASA; Espermatozoa; Fish; Reprodution. 636 

 637 

638 
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Introdução 639 

O surubim do Iguaçu, Steindachneridion melanodermatum, é um bagre nativo da 640 

América do Sul, endêmico da bacia do rio Iguaçu [1]. É um peixe carnívoro [2], 641 

considerado de grande porte em sua região de origem (comprimento <532 mm) [3]. Sua 642 

região de ocorrência encontra-se altamente impactada em decorrência de fatores como 643 

os diversos represamentos, a ocupação antrópica da região [4] e a sobrepesca, o que 644 

contribui para o aumento do impacto sobre as populações desta espécie [2], colocando-a 645 

em risco de extinção. O S. melanodermatum também é bastante procurado para 646 

consumo, visto as características organolépticas de sua carne, a ausência de espinhos 647 

intramusculares e seu rendimento de carcaça [5]. Associado a estas características, a 648 

espécie apresenta potencial para a aquicultura, pois apresenta fácil adaptação ao 649 

cativeiro e as dietas artificiais [5, 4, 6].  650 

O desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas é o primeiro passo para 651 

promover a propagação artificial de peixes [7] e a formação de bancos genéticos in vivo 652 

ou in vitro [8]. Estas biotécnicas são importantes ferramentas aplicadas em programas 653 

voltados à conservação da biodiversidade [8, 9] ou voltados ao melhoramento genético 654 

em aquiculturas comerciais [10], onde a criopreservação assume um importante papel 655 

por garantir o armazenamento de material biológico por períodos indeterminados de 656 

tempo [11]. 657 

Um dos aspectos básicos do processo de criopreservação está na elaboração de 658 

soluções crioprotetoras que apresentem a capacidade de diluir o sêmen sem promover a 659 

ativação espermática e, ainda, prevenir as células contras as injúrias provocadas pelo 660 

processo de congelamento [12]. Apesar da disponibilidade de formulações destas 661 

soluções para algumas espécies neotropicais como o Salminus brasiliensis [12] e o 662 

Prochilodus lineatus [13], existem variações quanto o tipo de componente e suas 663 
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concentrações nestas soluções [14]. Açucares como a glicose e frutose são empregados 664 

nestas soluções para promover o aumento da osmolaridade da solução, e por 665 

consequência evitar a ativação espermática, enquanto que substâncias como o metanol, 666 

DMSO e propilenoglicol são espécie específicos em garantir a integridade das 667 

membranas celulares [12]. 668 

Poucas são as informações disponíveis sobre os aspectos reprodutivos do S. 669 

melanodermatum em cativeiro, tão pouco descrições de biotécnicas efetivas voltadas a 670 

manipulação e a preservação de seus gametas. Os poucos trabalhos disponíveis relatam 671 

informações superficiais sobre o processo de liberação de sêmen e poucos aspectos 672 

espermáticos do sêmen fresco ou in natura [15]. Neste sentido, este é o primeiro 673 

trabalho voltado à criopreservação do sêmen e ao estudo da cinética da ativação 674 

espermática do S. melanodermatum. 675 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a motilidade e descrever a cinética da 676 

ativação de células espermáticas de S. melanodermatum criopreservadas em diferentes 677 

soluções, empregando-se o método CASA e modelos não lineares. 678 

 679 

Material e métodos 680 

O experimento foi realizado no período de outubro a dezembro de 2010, na 681 

Estação Experimental de Estudos Ictiológicos da Companhia Paranaense de Energia 682 

(EEEI – Copel), em Reserva do Iguaçu, Paraná, Brasil e no Laboratório de Tecnologia 683 

da Reprodução de Animais Aquáticos Cultiváveis (LATRAAC), instalado no Instituto 684 

de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (InPAA), da Universidade Estadual do Oeste do 685 

Paraná, Toledo, Paraná, Brasil.  686 

Os reprodutores foram mantidos em tanques escavados revestidos de concreto na 687 

lateral e fundo de terra. O abastecimento da água foi mantido para compensar as perdas 688 
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pela evaporação e infiltração. Os peixes foram alimentados com ração extrusada 689 

comercial contendo 32% de proteína bruta, à uma taxa de arraçoamento de 1% do peso 690 

vivo ao dia e, com peixes forrageiros de pequeno porte. Deste grupo, foram 691 

selecionados cinco machos (3.014,20±670,48g) que liberavam esperma por meio de 692 

leve pressão abdominal. Os machos selecionados foram transferidos para o laboratório 693 

de reprodução artificial, estocados em tanques de alvenaria (3m³) revestidos com 694 

azulejo, com renovação constante de água (0,25m³.hora-1) e controle da temperatura da 695 

água (26,0±1,0°C) por meio de aquecimento elétrico. Foi feita indução hormonal pela 696 

aplicação intra-muscular de 3,0mg de extrato pituitário de carpa (EPC).kg de 697 

reprodutor-1[16]. 698 

Após 260 horas-grau (10 horas; água a 26oC) [15], os peixes foram sedados por 699 

meio da imersão em solução aquosa contendo 75mg de benzocaína.L-1 [17] e 700 

submetidos a coleta do sêmen por meio de massagem abdominal no sentido céfalo-701 

caudal. As primeiras parcelas do material liberado foram desprezadas para evitar a 702 

possível contaminação com fezes ou urina [18]. O volume de sêmen liberado por cada 703 

um dos peixes foi mensurado em tubo de ensaio graduado, com precisão de ±0,1mL. 704 

Durante a manipulação do sêmen e a avaliação das características seminais e 705 

espermáticas de cada um dos reprodutores, o sêmen foi conservado sob refrigeração 706 

(±12ºC) [19, 20]. 707 

Para a determinação da osmolaridade do plasma seminal, amostras de 2,5mL de 708 

sêmen foram submetidas à centrifugação a 3.500rpm por 10 minutos. Em seguida o 709 

plasma seminal foi separado e conservado a -5C, sendo determinada a osmolaridade em 710 

osmômetro crioscópico (PLZ, modelo PLZ-1000) [21]. 711 

O pH seminal foi determinado pelo método colorimétrico com a utilização de 712 

papel tornassol (Merck) [22]. 713 
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Os parâmetros de motilidade e velocidade espermática foram avaliados pelo 714 

Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) por meio do software ImageJ 715 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/), adaptado para a espécie, utilizando-se intervalos de 1s de 716 

imagens [19], 10 segundos após o início da ativação espermática e, posteriormente a 717 

cada 5 segundos até o término da motilidade espermática. Para tanto, utilizou-se 718 

diluição de 1:50 (sêmen:água destilada). As análises foram realizadas em microscópico 719 

óptico (Nikon® Eclipse E200) (40X), acoplado a uma câmera de filmagem Basler® 720 

a602-f (100fps, 656x490 pixels) [19]. 721 

Também foram obtidas alíquotas do sêmen fresco de cada um dos peixes para 722 

avaliação dos demais parâmetros espermáticos. O índice de sobrevivência espermática 723 

foi mensurado pelo método de coloração eosina-nigrosina [16, 23]. Em seguida, 724 

amostras de sêmen fresco foram fixadas em solução de formol salina tamponada [24, 725 

25] a uma diluição de 1:1000 [16] e submetidas a mensuração da concentração 726 

espermática [26]. A mensuração da concentração espermática foi realizada, 727 

individualmente e em triplicata, em microscópio de luz em objetiva de 40X pelo método 728 

de contagem de células espermáticas em câmara Hematimétrica de Neubauer [27, 28]. 729 

Para a avaliação e mensuração do índice de normalidade morfológica dos 730 

espermatozoides, foram preparados dois esfregaços com o material anteriormente fixado 731 

em solução de formol salina tamponado [29, 30]. As lâminas obtidas com os esfregaços 732 

foram submetidas à coloração em Rosa de Bengala [31, 24] e em seguida, os 733 

espermatozóides classificados como normais ou anormais [25, 32, 33]. 734 

Após a avaliação dos parâmetros seminais e espermáticos do sêmen fresco, 735 

amostras de sêmen foram submetidas à criopreservação utilizando um delineamento 736 

experimental em blocos inteiramente casualizado composto por 12 tratamentos e cinco 737 

repetições (Tabela 1). Foram consideradas como tratamentos as 12 diferentes soluções e 738 
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cada macho como um bloco. Cada repetição foi constituída pela média proveniente de 739 

três sub-amostras.  740 

Tabela 1 – Composição e osmolaridade das soluções diluidoras utilizadas na 741 
criopreservação de sêmen de S. melanodermatum. 742 

Solução Composição do diluidor Osmolaridade 

7,5GL - DMSO 7,5% glicose + 5% leite em pó + 10% DMSO 282 mOsm 

7,5GL - MET 7,5% glicose + 5% leite em pó + 10% metanol 282 mOsm 

7,5GL - PGL 7,5% glicose + 5% leite em pó + 10% propileno glicol 282 mOsm 

10GL - DMSO 10% glicose + 5% leite em pó + 10% DMSO 351 mOsm 

10GL - MET 10% glicose + 5% leite em pó + 10% metanol 351 mOsm 

10GL - PGL 10% glicose + 5% leite em pó + 10% propileno glicol 351 mOsm 

2,5 FRU - DMSO 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% DMSO 247 mOsm) 

2,5 FRU - MET 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% metanol 247 mOsm 

2,5 FRU - PGL 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% propileno glicol 247 mOsm 

5 FRU - DMSO 5% frutose + 5% leite em pó + 10% DMSO 401 mOsm 

5 FRU - MET 5% frutose + 5% leite em pó + 10% metanol 401 mOsm 

5 FRU - PGL 5% frutose + 5% leite em pó + 10% propileno glicol 401 mOsm 

 743 
O sêmen de cada reprodutor foi diluído na proporção de 1:3 (sêmen:diluidor), 744 

envasado em palhetes de volume correspondente a 0,25mL e submetido ao pré-745 

congelamento em botijão de vapor de nitrogênio por 18 horas. Em seguida, os palhetes 746 

foram transferidos e estocados em nitrogênio líquido [14]. Após 24 horas, o sêmen foi 747 

descongelado pela imersão dos palhetes em água a temperatura ambiente (25oC) por 10 748 

segundos [14]. Do sêmen descongelado foram avaliados os parâmetros: índice de 749 

normalidade morfológica dos espermatozoides, motilidade e velocidade espermática 750 

(velocidade em linha reta, velocidade curvilinear e velocidade média de deslocamento), 751 

conforme procedimentos descritos anteriormente. Para a ativação espermática do sêmen 752 

criopreservado foi utilizado água destilada atendendo a diluição de 1:5 (sêmen:água 753 

destilada). 754 
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Os resultados de velocidade espermática em linha reta, velocidade curvilinear e 755 

velocidade média de deslocamento foram agrupados através da análise de componentes 756 

principais (PCA), sendo o índice calculado denominado Velocidade Espermática (V.E.), 757 

por meio da equação [34]: 758 

VE = (a/a+b+c).VCL+(a/a+b+c).VMD+(a/a+b+c).VLR   (1) 759 

Onde: VE = Velocidade espermática (µm.s-1); VCL = Velocidade espermática 760 

Curvilinear (µm.s-1); VMD = Velocidade espermática média de deslocamento (µm.s-1); 761 

VLR = Velocidade espermática em linha reta (µm.s-1); a = Fator de contribuição da 762 

VCL para a formação da VE; b = Fator de contribuição da VMD para a formação da 763 

VE; c = Fator de contribuição da VLR para a formação da VE. 764 

Os dados referentes aos parâmetros de motilidade espermática ao longo do 765 

tempo foram ajustados a um modelo matemático não linear, gerando uma representação 766 

senoidal descrita por:  767 

Motilidade (t) = 1/(1-h0)*exp(-r(t))       (2) 768 

Sendo: Motilidade (t) – motilidade calculada para um instante (t) qualquer; h0 769 

parâmetro relacionado a motilidade inicial (t=0s); r – parâmetro relacionado a taxa de 770 

decréscimo da motilidade. 771 

A partir da equação resultante (2) foi calculado o percentual inicial de 772 

espermatozoides móveis, correspondente ao instante teórico igual a 0 segundos após o 773 

início da ativação espermática. Em seguida foi estimado o período de tempo decorrido 774 

para que 75% (t75), 50% (t50) e 25% (t25) dos espermatozóides permanecessem ativos.  775 

Após a avaliação da normalidade e homocedasticidade dos dados, os resultados 776 

foram submetidos a ANOVA de efeitos principais (Main effects ANOVA) ao nível de 777 

5% de significância. Constatado efeito entre os tratamentos foi aplicado o teste de 778 

comparação múltipla de médias de Duncan entre os tratamentos e, posteriormente o 779 
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teste de Dunnet para a comparação dos tratamentos com o sêmen fresco. Todas as 780 

análises foram realizadas com a utilização do software Statistica 7,0®. 781 

Resultados 782 

Os reprodutores liberaram em média 9,20±4,65mL de sêmen, com pH de 783 

7,40±0,49 e osmolaridade de 220±20mOsm. A concentração espermática do sêmen dos 784 

reprodutores foi de 1,42x1010±7,65x109 células.mL-1, com 98,16±2,49% de 785 

espermatozóides vivos. 786 

Após o descongelamento do sêmen, a solução contendo 2,5% frutose, 5% leite 787 

em pó e 10% metanol apresentou maior (p<0,05) percentual de espermatozoides 788 

normais (Norm) (71,13±4,79%) e estas médias também foram semelhantes (p<0,05) ao 789 

percentual de espermatozoides normais verificada no sêmen fresco (76,70±6,96%) 790 

(Tabela 2). Esta mesma solução diluidora também apresentou maior (p<0,05) percentual 791 

teórico de espermatozoides móveis (85,56±15,31%) no momento imediatamente após o 792 

início da ativação espermática (Mot0) (Tabela 2). Este parâmetro também foi 793 

semelhante (p<0,05) aos verificados para o sêmen fresco (97,08±3,19%) (Tabela 2).  794 

Os resultados de velocidade espermática em linha reta, velocidade curvilinear e 795 

velocidade média de deslocamento para o sêmen fresco ou criopreservado 796 

apresentaram-se altamente correlacionadas (r=99, r=100 e r=99). O agrupamento destes 797 

parâmetros por meio da análise de componentes principais (PCA) gerou a equação que 798 

descreve a velocidade espermática pela expressão: VE = 799 

0,329604*VCL+0,338681*VMD+0,331714*VLR. 800 

O sêmen de S. melanodermatum submetido à criopreservação com a solução 801 

contendo 5% frutose, 5% leite em pó e 10% metanol apresentou melhores (p<0,05) 802 

resultados para motilidade (Mot 10) (78,99±27,20%) e velocidade (VE) (75,62±18,76 803 

µm.s-¹) espermática no intervalo de 10 a 11 segundos após o início da ativação (Tabela 804 
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2). Estes resultados também foram semelhantes (p<0,05) a motilidade (92,90±13,81%) 805 

e a velocidade (91,33±24,36 µm.s-¹) espermática verificada para o sêmen fresco (Tabela 806 

2). 807 

A solução contendo 5% frutose, 5% leite em pó e 10% metanol também 808 

prolongou (p<0,05) a ativação dos espermatozóides, levando mais tempo (30,22±5,32s) 809 

para que pelo menos 75% das células permanecessem móveis (t75) (Tabela 2). Estes 810 

resultados também foram semelhantes (p<0,05) aos valores encontrados para o sêmen 811 

fresco (28,11±11,12s) (Tabela 3). 812 

Todas as soluções diluidoras contendo frutose, independentemente do 813 

crioprotetor intracelular e a solução contendo 10% de glicose, 5% de leite em pó e 10% 814 

de metanol apresentaram-se mais eficientes (p<0,05) em prolongar a ativação 815 

espermática até o momento em que 50% das células permanecessem com movimento 816 

(t50) (Tabelas 2 e 3; Figura 1). Estas soluções também foram semelhantes (p<0,05) ao 817 

sêmen fresco (38,85±12,70s) para t50 (Tabela 2). Contudo, apesar da solução contendo 818 

5% frutose, 5% leite em pó e 10% propilenoglicol ter numericamente promovido o 819 

prolongamento do tempo para que até 50% das células permanecessem ativas 820 

(43,44±5,23s), nesta solução, o sêmen de apenas dois (02) machos apresentaram 821 

espermatozoides móveis em t50 (Tabela 2). Por outro lado, as amostras de sêmen de 822 

todos os cinco (05) machos criopreservadas com a solução contendo 2,5% frutose, 5% 823 

leite em pó e 10% metanol e de quatro (04) machos quando criopreservadas com a 824 

solução contendo 5% frutose, 5% leite em pó e 10% metanol apresentaram movimento 825 

em t50 (Tabelas 2 e 3; Figura 1). O período de tempo decorrido para que 50% dos 826 

espermatozoides permaneçam ativos (t50), não foi calculado para as soluções 7,5GL - 827 

PGL, 10GL – PGL e 2,5 FRU - PGL devido ao fato dos espermatozóides não 828 
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apresentarem motilidade quando ativados ou a motilidade inicial ser menor que 50% 829 

(Tabelas 2 e 3; Figura 1). 830 

Todas as soluções contendo frutose em sua constituição, as soluções formuladas 831 

com 10% de glicose e DMSO ou metanol e aquela contendo 7,5% de glicose e DMSO 832 

prolongaram (p<0,05) o período de tempo decorrido para que 25% dos espermatozóides 833 

continuassem ativos (t25). Estas soluções apresentaram o mesmo (p<0,05) tempo para 834 

t25 que o sêmen fresco (Tabela 2), contudo, apenas as soluções contendo 2,5 e 5,0% de 835 

frutose e 10% de metanol e a solução contendo 10% de glicose e 10% de metanol 836 

garantiram a movimentação espermática no sêmen de todos os machos (Tabela 2). Não 837 

foram calculados os períodos de tempo decorrido para que 25% dos espermatozoides 838 

permaneçam ativos (t25) para o sêmen criopreservado com a utilização das soluções 839 

10GL – PGL e 2,5FRU - PGL devido ao fato de não haver ativação espermática. 840 

O parâmetro h0 das curvas de ativação variou entre -2,6838 e -0,0091 (Tabela 841 

03). Já o parâmetro r variou entre 0,035178 e 0,142684 (Tabela 03). Para o coeficiente 842 

de correlação (r²) a variação verificada foi de 0,81 a 0,99 (Tabela 03).843 
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Tabela 02 - Parâmetros espermáticos (média±desvio padrão) de S. melanodermatum avaliados no sêmen fresco e após a criopreservação em diferentes soluções 844 
diluidoras. 845 

Solução 
Osm-
Sol 

Mot 10 V.E. Norm Mot0 t75 t50 t25 
Média±DP n Média±DP n Média±DP N Média±DP n Média±DP n Média±DP n Média±DP n 

                     
SF   92,90±13,81 * 5 91,33±24,36 * 5 76,70±6,96 * 5 97,08±3,19 * 5 28,11±11,12 * 5 38,85±12,70 * 5 49,60±14,39 * 5 

                                              

7,5GL - DMSO 282 34,89±33,83 bcd 5 31,03±28,58 cde 5 63,21±11,83 ab* 5 40,7±38,27 bcd 5 2,46 c 1 20,00±15,95 ac 3 45,00±22,14 ab* 3 

7,5GL - MET 282 32,59±24,09 bcd 5 40,94±23,61 bce 5 50,47±6,36 bcd 5 42,53±28,23 bcd 5 3,13 c 1 11,25±14,75 c 2 23,56±11,26 b 4 

7,5GL - PGL 282 17,38±12,87 cd 4 32,94±22,05 cde 4 59,40±18,68 ab* 5 24,72±17,22 cd 4 - 
  

- 
  

9,32±8,03 c 3 

10GL - DMSO 351 20,39±28,64 cd 5 21,39±29,48 de 5 49,80±12,24 bcd 5 24,65±34,02 cd 5 - 
  

13,37±10,71 c 2 43,10±12,83 ab* 2 

10GL - MET 351 68,10±28,03 ab* 5 61,80±14,89 abc* 5 51,27±19,90 bcd 5 77,76±21,37 ab* 5 20,25±1,83 abc* 3 32,72±8,61 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 - 
  

- 
  

- 
  

2,5 FRU - DMSO 247 14,37±32,13 cd 5 12,08±27,01 de 5 62,80±17,82 ab* 5 16,78±37,52 cd 5 10,98 bc* 1 32,84 ab* 1 54,69 a* 1 

2,5 FRU - MET 247 77,69±21,66 ab* 5 72,44±13,37 ab* 5 71,13±4,79 a* 5 85,56±15,31 a* 5 23,35±13,56 ab* 4 34,74±15,97 ab* 5 53,79±11,22 a* 5  

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 abc 5 42,77±39,13 bce 5 33,60±13,69 d 5 51,85±47,35 abc 5 12,73±2,21 abc 3 31,32±1,19 ab* 3 49,91±0,84 a* 3 

5 FRU - MET 401 78,99±27,24 a* 4 75,62±18,76 a* 4 52,87±12,78 abc 5 67,95±41,76 ab* 4 30,22±5,32 a* 3 36,84±23,14 ab* 4 54,45±24,02 a* 4 

5 FRU - PGL 401 43,61±50,47 abc 4 36,61±42,28 ce 4 63,60±9,10 ab* 5 36,72±50,31 bcd 4 23,90±6,30 ab* 2 43,44±5,23 ab* 2 62,97±4,17 a* 2 

                       
f-valor    6,0269 5,9133 3,259 7,4793 4,05272 4,7941 8,2717 

Letras diferentes na mesma coluna indicam médias semelhantes (p<0,05) de acordo com o teste de comparação de médias de Duncan. Asteriscos indicam 846 
médias semelhantes (p<0,05) ao sêmen fresco de acordo com o teste de médias de Dunnett. Osm – Sol -  osmolaridade da solução diluidora; Mot 10 – 847 
percentual de espermatozoides móveis 10 segundos após a ativação (%); VE - Velocidade espermática (µm.s-1); Norm – índice de normalidade; Mot0 - 848 
percentual inicial de espermatozoides móveis (calculado); t75 - período de tempo decorrido para que 75% dos espermatozoides permanecessem ativos; t50 - 849 
período de tempo decorrido para que 50% dos espermatozoides permanecessem ativos; t25 - período de tempo decorrido para que 25% dos espermatozoides 850 
permanecessem ativos. SF – Sêmen fresco; 10GL - DMSO - 10% glicose + 5% leite em pó + 10% DMSO; 10GL - MET - 10% glicose + 5% leite em pó + 10% 851 
metanol; 10GL - PGL - 10% glicose + 5% leite em pó + 10% propileno glicol; 7,5GL - DMSO - 7,5% glicose + 5% leite em pó + 10% DMSO; 7,5GL - MET - 852 
7,5% glicose + 5% leite em pó + 10% metanol; 7,5GL - PGL - 7,5% glicose + 5% leite em pó + 10% propilenoglicol; 2,5 FRU - DMSO - 2,5% frutose + 5% 853 
leite em pó + 10% DMSO; 2,5 FRU - MET - 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% metanol; 2,5 FRU - PGL - 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% 854 
propilenoglicol; 5 FRU - DMSO - 5% frutose + 5% leite em pó + 10% DMSO; 5 FRU - MET -  5% frutose + 5% leite em pó + 10% metanol; 5 FRU – PGL - 855 
5% frutose + 5% leite em pó + 10% propilenoglicol. 856 
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Tabela 03 – Equações de predição das curvas de ativação espermática, coeficientes de 857 

ajuste (r²) e parâmetros espermáticos do S. melanodermatum, mensurados e estimados 858 

no sêmen fresco e criopreservado em diferentes soluções diluidoras. 859 

Trat Rep h0 r r² Mot0 t75 t50 t25 
Mot 
10 

V.E. Norm 

SF 

1 -0,09255 0,142684 0,98 91,53 8,98 16,68 24,38 68,22 49,24 83,33 

2 -0,02823 0,083866 0,91 97,25 29,44 42,54 55,64 98,34 92,56 76,58 

3 -0,0091 0,108295 0,94 99,1 33,25 43,4 53,54 99,79 105,94 80,49 

4 -0,00919 0,095283 0,96 99,09 37,65 49,17 60,68 99,75 109,13 77,98 

5 -0,01579 0,097631 0,96 98,45 31,24 42,49 53,74 98,37 99,76 65,13 

7,5GL - DMSO 

1 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 56,36 

2 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 71,33 

3 -0,89033 0,061254 0,85 52,9 - 1,9 19,83 39,55 45,53 46 

4 -0,35295 0,039846 0,98 73,91 - 26,14 53,71 67,19 54,36 74,67 

5 -0,3041 0,037244 0,98 76,68 2,46 31,96 61,46 67,71 55,27 67,67 

7,5GL - MET 

1 -0,94874 0,064455 0,97 51,32 - 0,82 17,86 34,26 47,79 50 

2 -1,603 0,039499 0,88 38,42 - - 15,87 28,87 47,56 54,33 

3 -0,27686 0,059237 0,97 78,32 3,13 21,68 40,23 67,83 61,2 43,33 

4 -1,2429 0,043421 0,84 44,59 - - 20,29 32 48,14 59 

5 Sem ativação Sem ativação - 0 - -   0 0 45,67 

7,5GL - PGL 

1 -2,6838 0,071449 0,91 27,15 - - 1,56 16,21 41,17 75 

2 -2,0817 0,048535 0,94 32,45 - - 7,53 23,44 45,86 66 

3 -1,545 0,03839 0,9 39,29 - - 17,29 29,89 44,72 55,67 

4 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 28,67 

5 Não disponível Não disponível - - - - - - - 71,67 

10GL - DMSO 

1 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 29 

2 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 55,33 

3 -0,79803 0,038921 0,91 55,62 - 5,8 34,02 41,89 48,79 50 

4 -0,4787 0,035178 0,88 67,63 - 20,94 52,17 60,04 58,16 60,67 

5 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 54 

10GL - MET 

1 -1,2783 0,06805 0,81 43,89 - - 12,54 28,24 41,76 21 

2 -0,44387 0,040984 0,91 69,26 - 19,82 46,62 50,9 51,66 52,67 

3 -0,07513 0,070836 0,98 93,01 21,03 36,54 52,05 93,74 72,05 48 

4 -0,07378 0,069933 0,96 93,13 21,56 37,27 52,98 91,15 78,05 75,67 

5 -0,11732 0,057505 0,96 89,5 18,16 37,26 56,37 76,49 65,5 59 

10GL - PGL 

1 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 28,67 

2 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 29,33 

3 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 28,67 

4 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 52 

5 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 56,33 

2,5 FRU - 
DMSO 

1 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 62,67 

2 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 90,67 

3 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 60,67 

4 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 41 

5 -0,19192 0,050271 0,96 83,9 10,98 32,84 54,69 71,85 60,39 59 

Tabela 3 – continuação...          
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2,5 FRU - MET 

1 -0,63213 0,041595 0,83 61,68 - 11,44 37,85 44,84 56,02 67 

2 -0,27026 0,050589 0,94 78,72 4,15 25,86 47,58 66,55 65,05 77,33 

3 -0,0622 0,069501 0,98 94,14 24,15 39,96 55,77 87,98 68,91 72,33 

4 -0,04427 0,067433 0,97 95,76 29,94 46,23 62,52 94,75 84,52 73,33 

5 -0,02563 0,072992 0,95 97,5 35,15 50,2 65,25 94,34 87,7 65,67 

2,5 FRU - PGL 

1 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 80,67 

2 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 59,33 

3 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 59,67 

4 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 41,67 

5 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 54,33 

5 FRU - DMSO 

1 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - - 0 14,67 

2 -0,16319 0,057232 0,93 85,97 12,48 31,68 50,87 76,19 67,53 50 

3 -0,12781 0,063707 0,95 88,67 15,05 32,29 49,54 76,1 75 29 

4 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 31 

5 -0,18193 0,056816 0,93 84,61 10,66 29,99 49,33 70,02 71,32 43,33 

5 FRU - MET 

1 -0,81897 0,06541 0,98 54,98 - 3,05 19,85 38,4 48,36 58 

2 -0,06873 0,065493 0,98 93,57 24,11 40,88 57,66 88,6 79,51 72,33 

3 -0,05834 0,053183 0,98 94,49 32,77 53,43 74,09 92,93 83,9 43,33 

4 Não disponível Não disponível - - - - 
   

50 

5 -0,03377 0,06777 0,98 96,73 33,78 50 66,21 96,05 90,74 40,67 

5 FRU - PGL 

1 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 60,67 

2 Sem ativação Sem ativação - 0 - - - 0 0 62 

3 -0,06342 0,058511 0,99 94,04 28,36 47,14 65,91 91,25 74,02 72,67 

4 Não disponível Não disponível - - - - - - - 50,67 

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

Trat – tratamento; Rep – Repetição; h0 – parâmetro da equação relacionado a 860 
motilidade inicial; r – parâmetro da equação relacionado a txa de decréscimo da 861 
motilidade espermática; r² - coeficiente de correlação;  Mot0 - percentual inicial de 862 
espermatozoides móveis (calculado); Mot0 - percentual inicial de espermatozoides 863 
móveis (calculado); t75 - período de tempo decorrido para que 75% dos 864 
espermatozoides permanecessem ativos; t50 - período de tempo decorrido para que 50% 865 
dos espermatozoides permanecessem ativos; t25 - período de tempo decorrido para que 866 
25% dos espermatozoides permanecessem ativos; Mot 10 – percentual de 867 
espermatozoides móveis 10 segundos após a ativação (%); VE - Velocidade espermática 868 
(µm.s-1); Norm – índice de normalidade; SF – Sêmen fresco; 10GL - DMSO - 10% 869 
glicose + 5% leite em pó + 10% DMSO; 10GL - MET - 10% glicose + 5% leite em pó + 870 
10% metanol; 10GL - PGL - 10% glicose + 5% leite em pó + 10% propilenoglicol; 871 
7,5GL - DMSO - 7,5% glicose + 5% leite em pó + 10% DMSO; 7,5GL - MET - 7,5% 872 
glicose + 5% leite em pó + 10% metanol; 7,5GL - PGL - 7,5% glicose + 5% leite em pó 873 
+ 10% propilenoglicol; 2,5 FRU - DMSO - 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% 874 
DMSO; 2,5 FRU - MET - 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% metanol; 2,5 FRU - 875 
PGL - 2,5% frutose + 5% leite em pó + 10% propilenoglicol; 5 FRU - DMSO - 5% 876 
frutose + 5% leite em pó + 10% DMSO; 5 FRU - MET -  5% frutose + 5% leite em pó + 877 
10% metanol; 5 FRU – PGL - 5% frutose + 5% leite em pó + 10% propilenoglicol.878 
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 879 

Figura 1– Curvas de ativação espermática ao longo do tempo para sêmen fresco de S. 880 

melanodermatumfresco e criopreservado em diferentes soluções diluidoras. 881 
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Discussão 882 

A criopreservação de sêmen de peixes neotropicais tem sido estudada com 883 

eficiência para diversas espécies como o pintado (Pseudoplatystomacorruscans) [14]; o 884 

jundiá (Rhamdia hillari) [35] e o curimba (Prochilodus lineatus) [13]. Por outro lado, 885 

não existem pesquisas relacionadas com a criopreservação de sêmen do S. 886 

melanodermatum.  887 

Os resultados do presente experimento sugerem a influência direta dos 888 

componentes das soluções crioprotetoras sobre os parâmetros de motilidade espermática 889 

do S. melanodermatum. Soluções contendo 2,5% de frutose ou 5% frutose adicionadas 890 

de 5% leite em pó e 10% metanol se mostraram mais eficientes em garantir a 891 

viabilidade espermática após o descongelamento. Em geral, a motilidade espermática é 892 

um dos principais parâmetros mensurados para avaliar a fertilidade e o sucesso da 893 

criopreservação dos espermatozóides, visto a sua importância no processo da 894 

reprodução artificial de peixes [36, 37] e sua relação direta com as taxas de fertilização 895 

[38]. 896 

A frutose empregada nos diluentes voltados a criopreservação pode apresentar 897 

efeitos benéficos aos espermatozóides, como o aumento da osmolaridade da solução 898 

para garantir a inativação espermática e evitar os prejuízos devido à ativação precoce 899 

[12]. Neste sentido, como a motilidade espermática depende das reduzidas reservas de 900 

ATP, que depois de consumido é ressintetizado a uma taxa muito lenta [33], a inibição 901 

da motilidade espermática causada pela frutose evita que estas reservas sejam perdidas 902 

em momentos inadequados. Além disso, a frutose também pode contribuir para o rápido 903 

recondicionamento do metabolismo celular devido a absorção da frutose em nível 904 

celular [39]. Em analogia ao observado em hepatócitos criopreservados de ratos ou 905 

humanos, no sêmen criopreservado a frutose-1-fosfato pode entrar na via glicolítica no 906 
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nível de triose fosfato permitindo um alto grau de atividade glicolítica, aumentando a 907 

viabilidade destas células que se encontram em plena atividade e necessitam de energia 908 

para sua manutenção [39]. A frutose pode aumentar a concentração da ribose 5-fosfato 909 

em duas vezes. Este metabólito pode ser convertido em glicose-6-fosfato, podendo 910 

contribuir para a geração de NADPH. Assim, é notada uma vantagem das células 911 

tratadas com frutose sobre as tratadas com glicose, já que eles podem usar a ribose-5-912 

fosfato acumulada como uma fonte adicional para a geração de redutores equivalentes 913 

ou NADPH [40].  914 

Além disso, o emprego adequado do crioprotetor intracelular garante a 915 

manutenção da integridade celular durante a criopreservação, já que promovem a 916 

desidratação da célula e impedem a formação de cristais de gelo, contudo deve possuir 917 

baixa toxicidade [41]. Neste experimento os diferentes crioprotetores intracelulares não 918 

interferiram sobre a manutenção da integridade dos espermatozóides, especialmente no 919 

que se refere à normalidade da cauda. Contudo, os danos causados pela criopreservação 920 

nas células espermáticas podem estar associados a outros compartimentos celulares a 921 

exemplo cabeça, da peça intermediária ou do material nuclear [42]. Mesmo assim, 922 

pouco pode ser falado sobre as alterações morfológicas causadas aos espermatozóides, 923 

uma vez que a relação entre a morfologia e a motilidade espermática, bem como o 924 

impacto dessas relações sobre a fertilização em peixes, ainda não é clara [43]. De modo 925 

geral o sucesso do uso do metanol como agente crioprotetor para espermatozóides de 926 

peixes têm sido descrito para o Pseudoplatystoma corruscans [14], o Oreochromis 927 

niloticus [44] e o Acipenser baeri [36]. Contudo não foi observada nenhuma relação 928 

entre o índice de normalidade e os demais parâmetros aferidos. Como este é um 929 

trabalho pioneiro, novos estudos com o S. melanodermatum devem ser realizados para 930 

melhor elucidar estas relações.. 931 
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A motilidade espermática pode ser mensurada por meio de métodos subjetivos 932 

[16] ou objetivos [19, 45]. Contudo, esta avaliação é feita normalmente em momentos 933 

instantâneos, determinados arbitrariamente após o início da ativação espermática. Por 934 

outro lado, a cinética da ativação espermática depende de diversos fatores, onde o 935 

tempo é determinante [4] e este parâmetro tem influencia sobre a taxa de fertilização 936 

[6]. Com a análise da cinética da ativação espermática foi possível observar que o 937 

sêmen criopreservado além de manter a mesma qualidade inicial, manteve a mesma 938 

qualidade ao longo do tempo, se comparado com o sêmen fresco. Desta maneira a 939 

utilização do estudo de cinética de ativação espermática pode ter grande importância 940 

para a avaliação da viabilidade do sêmen descongelado. De forma geral o emprego de 941 

análises objetivas e de modelos matemáticos podem se caracterizar como ferramentas 942 

poderosas aplicadas em procedimentos de avaliação seminal ou espermática. Como foi 943 

observado neste estudo a utilização do modelo matemático não linear apresentou bons 944 

níveis de ajuste, variando entre 83 e 98%, o que indica a viabilidade do emprego em 945 

estudos de cinética de ativação espermática. 946 

Os parâmetros de velocidade espermática também podem ser empregados na 947 

avaliação do sucesso da criopreservação, visto a relação direta com as taxas de 948 

fertilização [43, 46]. No presente experimento, a motilidade e a velocidade espermática 949 

demonstraram as mesmas tendências em função das diferentes soluções empregadas na 950 

criopreservação do sêmen do S. melanodermatum e possivelmente os efeitos da frutose 951 

sobre a melhora na qualidade espermática podem estar relacionados com a maior 952 

disponibilidade de energia após o descongelamento. Apesar das evidências da relação 953 

da velocidade espermática com a fertilidade dos espermatozóides, os mecanismos que 954 

governam estes processos ainda necessitam ser elucidados [34]. 955 
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O sêmen criopreservado com a solução formulada com 2,5% de frutose, 5% de 956 

leite em pó e 10% de metanol apresentou melhores resultados para a motilidade inicial 957 

(Mot 0), porém as taxas de ativação espermática são reduzidas com maior velocidade. 958 

Em contraposição o sêmen criopreservado com solução contendo 5% frutose, 5% de 959 

leite em pó e 10 de metanol apresentou menor média para a motilidade inicial, 960 

entretanto esta solução prolongou o tempo de ativação espermática e demonstrou menor 961 

velocidade de perda da motilidade espermática. 962 

A solução contendo 5% de frutose, 5% de leite em pó e 10 % de metanol, além 963 

de apresentar melhores resultados dos parâmetros relacionados com a motilidade 964 

espermática, também possuem efeito sobre a cinética de ativação espermática. As 965 

curvas de ativação espermática sugerem que esta solução promove uma menor taxa de 966 

perda da motilidade espermática. Este é um parâmetro importante visto que além da 967 

motilidade, o tempo total de ativação espermática também tem influencia sobre a taxa 968 

de fertilização [23], especialmente em sêmen criopreservado onde a cinética de ativação 969 

espermática pode ter sido influenciada pela osmolaridade da solução diluidora.  970 

 A solução formulada com 2,5% de frutose, 5% de leite em pó e 10% de metanol 971 

apresentou osmolaridade de 247mOsm, enquanto a solução contendo 5% de frutose, 5% 972 

de leite em pó e 10% de metanol apresentou osmolaridade 401 mOsm. A concentração 973 

osmótica influenciou a cinética de ativação prolongando a ativação espermática nas 974 

soluções com maior osmolaridade. Provavelmente porque a ativação espermática não 975 

foi completada imediatamente após a ativação, em função da alta concentração osmótica 976 

do meio e da diluição utilizada no processo de ativação [26]. 977 

O sêmen de S. melanodermatum pode ser criopreservado com sucesso com a 978 

utilização de solução crioprotetora contendo 5% frutose, 5% de leite em pó e 10% de 979 

metanol em solução aquosa.  980 
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