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RESUMO GERAL

Objetivou-se,neste estudo, avaliar os efeitos deés seeios
imobilizadores sobre a motilidade e velocidadessmspaticas em sémen de
Prochilodus lineatus, apos resfriamento. O experimento foi realizado n
Estacdo de Piscicultura da Companhia Energéticklidas Gerais (CEMIG),
durante o periodo reprodutivo de 2012/2013. O sénenl5 machos foi
coletado apos a indugdo hormonal com extrato défisgpde carpa a 0,4 e 4
mg/kg, com intervalo de 12 horas. O sémen foi ddudm dois meios (agua de
coco em p6é = ACPe Beltsville Thawing Solution = BT, cada um preparado
em trés osmolalidades diferentes (285, 325 e 365mfky), na proporcdo 1:10
(sémen:meio). O sémen foi ativado em meio NaCl r@Bsm/kg. O pH de
todos os meios foi ajustado em 7,6-7,7. Uma al&@det sémen fresco de cada
macho foi mantida nédo diluida, como controle. Apgdsicdo, as amostras de
sémen foram resfriadas a 4-8°C. O sémen foi avatiad dias zero, dois, quatro
e seis ap6s o resfriamento. A taxa de motilidadelecidades espermaticas
(curvilinear = VCL; linear = VSL e média de peraurs VAP) foram avaliadas
por meio do Sistema Computadorizado de Analise é@mef (CASA). A
osmolalidade dos meios imobilizadores néao afetoxr (F05), a qualidade do
sémen d&. lineatusapds zero, dois, quatro e seis dias de refriamantaxa de
motilidade do sémen diminuiu abruptamente (P <)0¢ibdia zero (ACP=
85%; BTS =90% e controle = 75%) ao dia seis (AGP8%; BTS =17% e
controle = 33%) apds o resfriamento. Nas amostilasdds, as velocidades
reduziram rapidamente (P < 0,05) do dia zero (AGFCL = 194 pm/s, VSL =
94 pum/s e VAP = 167 pm/s; BYSVCL = 236 pm/s, VSL = 110 um/s e VAP =
203 pm/s) para o dia seis (ABR/CL = 43 um/s, VSL = 6 pm/s e VAP = 15
um/s; BTS: VCL = 86 um/s , VSL = 28 um/s e VAP = 53 um/spsm
resfriamento. Diferentemente das amostras diluidascontrole manteve
velocidades espermaticas semelhantes (P > 0,08pdero (VCL= 176 pm/s;
VSL = 97 um/e VAP = 144 ym/s) até o dia seis (VELL59 um/s; VSL = 71
pm/se VAP = 134 um/s) apés o resfriamento. O sémeR.dmeatuspode ser
resfriado em um refrigerador sem diluicdo, por séés dias, mantendo a
qualidade dos gametas. Diferentes osmolalidadesC e BTS devem ser
avaliadas, para verificar a influéncia na qualidesigermatica.

Palavras-chave: Agua de coco. Anélise computadtaiZBTS. Characiformes.
Qualidade sémen.



GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate theedff of six
immobilizing media over motility rate and the vatgoof Prochilodus lineatus
sperm after cooling. The experiment was performed at the Estacdo de
Piscicultura da Companhia Energética de Minas G/@EMIG) during the
2012/2013 spawning season. Semen from 15 malesaollasted after hormonal
induction with carp pituitary extract at 0.4 andng/kg, with an interval of 12
hours. The semen was diluted in two media, Powd€mzbnut Water (ACP)
and Beltsville Thawing Solution (BT, each prepared in three different
osmolalities (285, 325 and 365 mOsm/kg) in the pprtoon of 1:10
(semen:medium). The semen was activated in a N88ImOsm/kg medium.
The pH of all media was adjusted to 7.6-7.7. Onmguat of fresh sperm from
each male was maintained undiluted as control.rAfilation the semen samples
were cooled at 4-8 °C. The semen was evaluatddyat zero, two, four and six
after cooling. Sperm motility rate and velocitiedCL - curvilinear, VSL -
straight line and VAP - average path) were evathiatethe Computer-Assisted
Sperm Analyzer (CASA). The osmolalities of the initizing media did not
affect (P > 0.05) the sperm quality Bf lineatusafter zero, two, four and six
days of cooling. Sperm motility rate dropped abijuf® < 0.05) from day zero
(ACP" = 85%; BTS =90% e control = 75%) to day six (ACR 8%; BTS" =
17% e control = 33%) after cooling. In the dilutsaimples, sperm velocities
dropped quickly (P<0,05) from day zero (ACPVCL = 194 um/s, VSL = 94
um/s e VAP = 167 um/s; BTSVCL = 236 pm/s, VSL = 110 pm/s e VAP =
203 um/s) from day six (ACP VCL = 43 um/s, VSL = 6 pum/s e VAP = 15
um/s; BTS: VCL = 86 pm/s, VSL = 28 um/s e VAP = 53 um/dpatooling.
Differently from the diluted samples, the controfmintained similar sperm
velocities (P > 0,05) from day zero (VGL176 um/s; VSL = 97 umisVAP =
144 pm/s) to day six (VCE 159 um/s; VSL = 71 umésVAP = 134 pm/s) after
cooling. P. lineatussperm may be cooled without dilution for up to &<lan a
refrigerator, maintaining the quality of the gansetBifferent ACP" and BTS'
osmolalities should be evaluated in order to vethg influence on sperm
quality.

Keywords: Coconut water. Computerized analysis. BT&haraciformes.
Sperm quality.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O curimba Prochilodus lineatus(Valenciennes, 1836) € um peixe
originario da bacia do rio Parana (BONETTO, 199%).uma espécie que
apresenta importancia econémica e social paraca etesanal de subsisténcia.
Como é uma espécie de peixe teledsteo, seu espenita € imével no ducto
seminal. Dessa forma, na natureza, a motilidaderesjtica ocorre somente
guando os gametas entram em contato com a agusEmRA, 2012).

A diferenca entre a osmolalidade da agua ou do regmpsto, em
relacéo ao plasma seminal, é essencial para o inicsupresséo da motilidade
espermatica. Em meio hiposmético, para espéciegetes de agua doce, é
acionada a motilidade espermatica, no entanto,n@laidade minima para
suprimir o inicio dessa motilidade varia de acomlmm a espécie. Em
Characiformes, existem alguns estudos que descreesmefeitos da
osmolalidade sobre a motilidade espermatica paé@nmen deBrycon insignis
(SHIMODA et al., 2007), dBrycon opalinugORFAO et al., 2011), dBrycon
orbignyanus(NASCIMENTO et al., 2012) e dB. lineatus(GONCALVES et
al., 2013; NASCIMENTO et al., 2012).

Nos peixes, embora bastante conhecida, a técniczomgervacdo de
sémen ainda é pouco utilizada, principalmente gréaiss nativas. O método de
resfriamento de sémen é pratico e simples paraotiseiro na piscicultura, pois
permite otimizar a utilizacdo do sémen de bonsodygpbres, com a sua
obtencé@o em tempos e locais diferentes (VIEIRAQ20Mlesse sentido, grandes
esforcos séo aplicados para desenvolver meiosntiisi€ue se mantenham, por

mais tempo, estaveis a composi¢cdo do plasma senpash proporcionar
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melhores condicdes de estocagem e sobrevivéncia edpgrmatozoides
(MARIA et al., 2004).

A avaliacdo da qualidade do sémen é um importarsteumento para
verificar a capacidade de fertilizacdo dos espernaédes. Dentre os parametros
de qualidade espermatica, o mais utilizado é alidedie espermatica (ALAVI
et al, 2008, COSSON et al, 2008). AvaliacGes etitgs vém sendo
substituidas por técnicas modernas, avaliadasrdefobjetiva por meio de um
sistema computadorizado, o qual possibilita avatagcurada da motilidade,
entre outras analises, como velocidades curviljneaar e média de percurso.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de arali eficiéncia dos
meios imobilizadores (4gua de coco em p6 - A@Rltsville Thawing Solution
- BTS®), em diferentes osmolalidades (285, 325 e 365 nikiggmsobre a
motilidade e velocidades espermaticas do sémerPrdehilodus lineatus

durante seis dias de resfriamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espécie

O curimbaProchilodus lineatugValenciennes, 1836) pertence a classe
Actinopterrygii, ordem Characiformes, familia Pridotiontidae. E um peixe de
piracema nativo da bacia do rio Parana e seusnaédisieatingindo até 70 cm de
comprimento e peso superior a 6 kg (BONETTO, 19@4yura 1).

Esta espécie possui habitos detritivoros, carzermdb-se como
iliofago, pois se alimenta de substrato formado lpdo ou areia, no qual sdo
encontrados os alimentos procurados (animal, viegetdetrito), sendo que essa
espécie é de facil adaptacdo a alimentacdo formemia sistemas de criacao.
Essa caracteristica confere Rwlineatusimportante fungédo na cadeia alimentar
do ambiente aquatico, uma vez que promove a limpezdundo dos rios.
Encontra-se, geralmente, em ambiente com aguaslemsis, porém, na época
de reproducdo, realiza migracdbes em massa até eas &le desova
(COMPANHIA ENERGETICA DE MINAS GERAIS; FUNDA(}AO CENRO
TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS CEMIG; CETEC, 2000).

O P. lineatusé uma espécie de peixe de agua doce que apresenta
importancia econdémica e social para a pesca agksghn subsisténcia, nos
estados da regido Nordeste do Brasil. As estagdgusdicultura tém grande
interesse no sucesso da sua reproducdo, uma veasdaevas dé. lineatus
servem de alimento para espécies carnivoras deetiarportancia comercial,
como, por exemplo, o dourad®alminus brasiliensi$SCEMIG; CETEC, 2000)
ou espécies passiveis de extingdo, como a pirdiaBjycon orbignyanug o
jat Zungaro jahu(VIVEIROS et al., 2009). Essa espécie é também anuit
utilizada por usinas hidrelétricas em programas ré@ovoamento de

reservatorios, além de servir como espécie-modelodesenvolvimento de
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pesquisas em biotecnologia reprodutiva, pela sesadh prolificidade e
facilidade de manejo (VIVEIROS et al., 2010b).

Figura 1 Exemplar adulto d&ochilodus lineatus
Fonte: Orfédo (2006)

- Efeito de feedback para regulacdo de GnRH, LISd.F

2.2 Reproducéo de peixes

Em geral, os peixes teledsteos possuem espernagsztesprovidos de
acrossoma e a penetracao do ovocito € realizadarpetopila, canal que liga o
meio externo ao interno do ovécito (COSSON etl&i99).

O espermatozoide é imével no ducto seminal. Dessaaf a motilidade
espermatica inicia-se quando os gametas entram @atc com a agua
(MORISAWA; SUZUKI, 1980). Esse periodo de sobreweid espermatica
apés a ativacdo e no qual a micrdpila permanecdaabpds o contato com a
agua, ocorre por um intervalo de tempo muito curtmmalmente de um a dois
minutos (COSSON et al.,, 1999). A intensidade e ovimento do
espermatozoide, varia durante as fases da motlidaskas alterac6es ocorrem
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devido ao alto requerimento oxidativo para produeitergia durante a
locomocao que, com o passar do tempo, torna-séiciesue para sustentar o
armazenamento de ATP (COSSON et al., 1999).

Na fecundacdo externa, os gametas sdo liberadosmtdente, e a
habilidade fertilizante é influenciada pela duradaomotilidade e pelo nimero
de espermatozoides presentes no sémen. A longeviltadspermatozoide apds
a ativacdo vai depender do meio osmoético a queefqosto, pois € um
componente importante para a determinacdo da dieAde ativacdo (HOLT;
LOOK, 2004).

2.3 Conservacéo de sémen

Técnicas que buscam a conservacdo espermatica i#Bs p€m se
tornando cada vez mais usuais no processo dezgéib artificial, assumindo
papel relevante na aquicultura e na conservacdedalgsos genéticos. Assim,
busca-se melhorar os procedimentos que permitatongar a vida Gtil dos
gametas em peixes (MURGAS et al., 2004).

A conservacdo de sémen é uma forma de resolveteprab tanto de
ordem econdmica como de ordem ecoldgica, face sipladade de extingcdo de
determinadas espécies, ocasionadas por acfes ieawrdyejudiciais ao meio
ambiente (MURGAS et al., 2004), além de atendenexado consumidor, que
busca alimentos cada vez mais saudaveis.

Dentre as técnicas de conservacdo, destacam-ssfrmmento e a
criopreservacdo dos espermatozoides. Essas me@iolgdo ferramentas
importantes na solu¢cdo de problemas, tais comccilitdgdo do manejo de
reprodutores, por dispensar a presenca do machoonmento da fertilizacéo.
Promovem ainda a troca de material genético e ianxihos programas de

preservacdo de espécies ameacadas de extincacsfr@amento mantém a
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viabilidade espermatica, reduz a atividade metehdia ativacdo espontanea do
espermatozoide, por um determinado periodo de téBipoARD et al., 2004),
frequentemente, até trés ou quatro dias para arimaitas espécies de
Characiformes.

2.3.1 Resfriamento de sémen

A técnica do resfriamento de sémen em refrigeradortbém conhecida
como preservacdo de sémen a curto prazo, congisteamter a viabilidade dos
espermatozoides por um periodo de horas ou dias,teenperaturas de
refrigeracdo, para serem utilizados posteriormaatdertilizacdo (VIVEIROS;
ORFAQ; LEAL, 2014). Essa técnica de preservagioaprasentado resultados
satisfatérios em espécies de peixes de piracenig, ggomite que o sémen
permaneca disponivel durante um intervalo de tempior para a fertilizacéo
de ovécitos, 0 que assegura maior produtividaderocesso reprodutivo.

O resfriamento de sémen pode ser utilizado na degém dos peixes.
No entanto, é importante a elaboracdo de um protode resfriamento,
principalmente de espécies nativas. Pois, tantoucdo do periodo de
estocagem quanto os diluentes utilizados sédo digpacipara cada espécie
(AMARAL, 2009).

Em alguns estudos com espécies nativas, foi pdspiredongar a
qualidade dos espermatozoides e manter taxas dédau# acima de 30%,
guando o sémen foi diluido e resfriado. O sémeR.debignyanudoi resfriado
por sete dias e manteve motilidade espermaticampadse 40%, quando diluido
em NaCl 1,2% ou NacCl - Tris (MARIA et al., 2006K).sémen de pirapitinga
Brycon nattereriresfriado por sete dias, apresentou motilidaderesftica de
48%, quando diluido em BPS(OLIVEIRA et al., 2007) e o sémen d&

lineatusresfriado por 4 dias apresentou motilidade espizande 53%, quando
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diluido em Androstdr (ORFAO et al., 2010). EfBrycon insignis entretanto, a
motilidade do sémen cai rapidamente durante os g@dimeiros dias de
resfriamento, independente se o sémen foi previEmeliuido ou nao,
mantendo taxa de motilidade espermatica de 67%dgudiluido em Androstar
e quando nao diluido de 44%, por dois dias (AMAR2009).

Segundo Stoss e Donaldson (1982), os fatores dasertaes do sucesso
do resfriamento sdo: reducdo da temperatura, foneeto e troca de gases,
prevencdo do desenvolvimento bacteriano e dessec@hdtros fatores que
podem ser associados a diminuicdo da viabilidageregitica sdo a taxa de
diluicdo e o diluente utilizado. Os resultados,époy variam de espécie para
espécie (SANCHES; CERQUEIRA, 2011).

2.3.2 Osmolalidade

Peixes tele6steos de agua doce possuem esperrda®zmioveis no
plasma seminal ou quando suspensos em meio isgsnaii plasma seminal
(MORISAWA; SUZUKI, 1980). No entanto, quando em mdiiposmético,
iniciam a motilidade espermatica. A alta osmolalel@ composi¢do do plasma
seminal previnem a motilidade espermatica nos duespermaticos de peixes
(BILLARD, 1986). O plasma seminal de peixes € dtuisto, em grande parte,
por compostos minerais (N&K”, Ca). Esses compostos (ions) estdo envolvidos
na regulacado da osmolalidade (HE; KEERAN-JENKINSD®DS, 2004). Por
conseguinte, a motilidade é induzida apds liberagdocontato dos
espermatozoides com 0 meio aquoso, durante a regochatural ou com o
meio hiposmatico, durante a propagacéo artifi@@@ESON, 2010).

Osmolalidade é definida como a concentracdo deiosolotais numa
solucdo, com a propriedade de exercer pressaoteromda referida solugéao.

Essa propriedade do soluto € conhecida como pressédtica, que esti
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envolvida na regulacédo do fluxo de 4gua por meiarda membrana, fendmeno
chamado de osmose. Assim, quando a concentracdola® (mOsm/kg de
agua) é mais baixa no meio onde se encontra imamsa célula, do que a
concentracdo do préprio citosol (hiposmética), essade a aumentar seu
volume, introduzindo dgua do meio ambiente; maanda a célula é imersa
numa solugcdo mais concentrada (hiperosmatica)e sofieducéo do tamanho e
saida de agua da membrana (BOLSOVER et al., 280&m da osmolalidade,
varios parametros como temperatura, pH, fons (imdtuNa, K*) e taxa de
diluicdo influenciam a motilidade espermatica, amlquer solucdo de ativacéo
ou de imobilizagdo (ALAVI; COSSON, 2005, 2006).

2.3.3 Meios imobilizadores

Além de aumentar o volume total do sémen, os didsefacilitam a sua
divisdo em doses inseminantes e proporcionam umo nfi@voravel a
sobrevivéncia dos espermatozoidesvitro (DERIVAUX, 1980). A diferenca
gue existe entre os diluentes esta na composicgmegada (HOPKINS;
EVANS, 1991).

A adicdo de um diluente reduz a concorréncia dpsrasatozoides por
oxigénio e espaco (CAROLSFELD; HARVEY, 1999) e a@ua controlar o
crescimento bacteriano, quando contém antibidticesn sua composicédo . O
uso de diluentes isosméticos pode estabilizar amligdes fisico-quimicas
durante a estocagem do sémen, prolongando o tengpesges espermatozoides
permanecem aptos a fecundar um ovdcito. A diluigdosémen , em uma
solucdo com composi¢cdo semelhante a do plasma aerpermite melhor
aproveitamento da sua capacidade fecundante, painténte quando se leva

em consideracdo que a quantidade de sémen, uiliead procedimentos
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rotineiros de desova induzida, é maior do que &swia (TAN-FERMIN et
al., 1999).

2.3.3.1 Agua de Coco em P6 — ACP

A agua de coc€ocus nuciferd.. € um meio natural e estéril composto
por sais, proteinas, aglcares, vitaminas e gordnasas, além de indutores da
divisdo celular e diversos eletrdlitos, que formeces nutrientes necessarios
para a conservagido de células espermaticas (BLUWARQUES JUNIOR,
1994). O uso da agua de caomaturaapresenta limitagdes, como a inabilidade
de estocar a 4gua por longos periodos,e a utibzadgé frutos, que € limitada a
regides onde ele é encontrado. Além disso, hdiauldiade de encontrar frutos
com caracteristicas ideais, ou seja com seis niesasaturacdo (CARVALHO
et al.,, 2006). Trabalhos realizados por diversasquisadores demonstram a
viabilidade da &gua de coco como diluente paragesficdo e criopreservacao
do sémen de diversos mamiferos (BARROS; TONIOLIO11) e de peixes
(CARVALHO; NUNES; GONDIN, 2002; FARIAS et al., 1999

A Agua de Coco em P6 - AERACP Biotecnologia, Fortaleza, Brasil)
foi desenvolvida com o intuito de simplificar alizicdo da agua de coco como
diluente e que, apés a sua ressuspencdo, ela rpresaracteristicas
bioquimicas similares aquelas da agua de ooemtura Dessa forma, a ACP
pode ser facilmente armazenada e enviada paraesegidde o fruto ndo é
encontrado. Inicialmente, ela foi utilizada comtueinte de sémen de caprino
(SALGUEIRO et al.,, 2002), e mais recentemente fdapgada para a
preservacdo de sémen de peixes. A AQP foi testada no resfriamento do

sémen do peixe tambadbiolossoma macropomuf@LIVEIRA, 2012).
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2.3.3.2 Beltsville Thawing Solution — BTS

O Beltsville Thawing Solution (BT% MINITUB®) é um meio diluente
comercial produzido para a preservacdo de sémem,sporém vem sendo
utilizado em experimentos, em algumas espécieseibeep Sua formula é
composta por glicose, citrato de sédio, acido raditkamina tetra-acético
(EDTA), bicarbonato de sédio, cloreto de potasssulfato de gentamicina. O
BTS® é o meio diluente mais utilizado para suinos, dievi facilidade e ao
baixo custo de producdo, além do baixo preco deemmalizacdo (LEVIS,
2000).

O BTS® tem sido utilizado como diluidor de sémen subneetih
resfriamento em diversas pesquisas com espéciggeites nativas, como
piracanjubaB. orbignyanus(MARIA et al., 2006a, 2006b; MURGAS et al.,
2004; VIVEIROS et al., 2010a), pirapitingd nattereri (OLIVEIRA et al.,
2007), piabanhaB. insignis (AMARAL, 2009), e curimbaP. lineatus
(FELIZARDO et al., 2011; GONCALVES et al., 2013; BRO et al., 2010;
VIVEIROS et al., 2009), dentre outros . Desta formaBTS’ melhora a
qualidade do sémen, durante o periodo de resfrimmnemprolonga a capacidade

de fertilizacdo do espermatozoide, facilitandopoducéo artificial.

2.3.4 Sistema Computadorizado de Analise de Sémen - CASA

O sistema computadorizado de andlise de sémengcidohpela sigla
em inglés CASA (Computer-Assisted Sperm Analyzdj inicialmente
desenvolvido para visualizar, digitalizar e analismmagens sucessivas,
fornecendo informagbes acuradas, precisas e sigtivas do movimento de
cada célula, bem como de subpopulacdes de célsfmsneaticas (AMANN;
KATZ, 2004); (Figura 2).
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As primeiras avaliagdes objetivas foram realizatmsiécada de 40 em
sémen humano e, posteriormente, em cées e outnwséferas. Os primeiros
trabalhos com peixes foram reportados por Cossah €1985), que utilizaram
iluminacdo estroboscopica e camera de video nadasandh motilidade de
espermatozoides de truta arco-fliscorhynchus mykiA diferenca na biologia
espermatica entre peixes e mamiferos foi um doselaigue refletiram o atraso
da adequacao das ferramentas para analise dedadtilespermética (MATOS
et al., 2008).

Figura 2 Analise do sémen Beochilodus lineatusealizada através do CASA

Nota: Linhas em azul representam espermatozoid@snovimento ndo progressivo;
em verde, movimento progressivo lento; em vermethoyimento progressivo
rapido e pontos em amarelo, espermatozoide imoével.

O sistema CASA realiza quantificacdo da qualidamls&men da forma
mais objetiva e abrangente disponivel atualmentelL$WN-LEEDY;
INGERMANN, 2007). As definicbes para aplicacdo ddS2 sdo baseadas em
caracteristicas como tamanho, forma e trajetériaadacdo do espermatozoide
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(YANG; TIERSCH, 2011). A motilidade espermatica épardmetro mais
utilizado para a avaliacdo da qualidade dos espermides (ALAVI et al.,
2008; COSSON et al., 2008) e apresenta, durant@ @rogresso natatério para
a fertilizacdo, variacbes de movimento, sendo descomo movimento nao
progressivo (azul), progressivo lento (verde), peegivo rapido (vermelho) e
imovel (amarelo), sendo todos relacionados comozgaso de capacitacdo e
fertilizacdo (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002P resultado é
expresso em percentagem de espermatozoides miaeiscala de 0 a 100%,
em relacdo ao total de espermatozoides analisddONALD; HICKMAN;
HOSKINS, 1988). Além das analises de motilidadey $8do analisadas, com o
CASA, as velocidades curvilinear (VCL), linear (V)Se média de percurso
(VAP), que séo expressas em micrébmetros por seg@moids; Figura 3). O
VCL ¢ a velocidade da trajetoria real do espernuidieéz por unidade de tempo;
0 VSL é a velocidade média em funcdo da linha estabelecida entre o
primeiro e o Ultimo ponto da trajetéria do espenmaide, por unidade de
tempo; e o VAP é a velocidade da trajetéria médiaedpermatozoide, por
unidade de tempo (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN@2).

VAP

/ (Path Velocity)

VCL

(Track Speead)

Figura3 Esquematizacdo das velocidades espersm@i€i., VSL e VAP)
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Alguns trabalhos, avaliando sémen de espécies despaativas
utilizando o CASA ja foram relatados &P brachypomu$NASCIMENTO et
al., 2010),P. lineatus(VIVEIROS et al., 2010b)B. insignis(VIVEIROS et al.,
2012) eC. macropomunfOLIVEIRA, 2012).
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ARTIGO 1 Osmolalidade e composicdo do meio imobilaor durante o

resfriamento do sémen dérochilodus lineatus

Artigo normalizado segundo as normas do periédicAquaculture Research
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1 Introducéo

O Prochilodus lineatus(Valenciennes 1836), pertencente a ordem
Characiformes, é uma espécie de peixe migratGaitiyarda bacia do rio Parana
e seus afluentes (Bonetto 1994). As larvasPddineatussdo usadas como
alimento vivo para espécies de peixes carnivora&aeaadas, incluindo Brycon
orbignyanuse Zungaro jahy enquanto os peixes adultos sdo utilizados para
consumo humano, em alguns estados do Nordesteifddy&lascimento, Orfao
& Isall 2010). Devido aos métodos de reproducéaficiatija bem estabelecidos,

e a alta prolificidade, ®. linetaustem sido usado como uma espécie modelo,
para pesquisa em reproducao de peixes (Viveirasihento et al., 2010), além
de amplamente utilizado em programas de repovoamdat companhias
hidrelétricas brasileiras.

A preservacao, a curto prazo, de espermatozoideepitiamento (4 a
8°C) é uma técnica que facilita a reproducao emifi O armazenamento de
sémen puro ou diluido, por alguns dias em um efaidor, € um procedimento
facil e que pode ser adotado por qualquer pisci@ltEmbora esse método
tenha apresentado bons resultados de motilidadelengado a viabilidade
espermatica, ele é usado em poucos criatérios idesp@rincipalmente devido
ao periodo de armazenamento, geralmente equivalenenos de uma semana,
em Characiformes (Orfao, Maria, Nascimento, IsaViigeiros 2010).

Para aplicacdes praticas, apos o resfriamento, pbriante que as
amostras de sémen apresentem pelo menos 30% dedéaxaotilidade
espermatica , a fim de garantir uma fertilizacasfdaoria (Marques & Godinho
2004). A motilidade espermatica do sémen puro de espécies de peixes
Characiformes foi avaliada, onde foi possivel mag@86 de taxa de motilidade
, por apenas oito horas, dmporinus fridericie Leporinus elongatys de 40%

de taxa de motilidade, por apenas 19-20 horasRianactus mesopotamicles
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P. lineatus(Marques & Godinho 2004).

A adicdo de meios imobilizadores pode auxiliar nanatencdo das
condicbes dos espermatozoides, durante a armarendgsim, o tempo de
vida dos espermatozoides pode ser prolongado (3883). O sémen dB.
lineatus,diluido em MIIf° (367 mOsm/kg) e BT5(332 mOsm/kg), manteve 71
e 81%, respectivamente, de taxa de motilidade espiea, por quatro dias
(Orféo et al., 2010); o sémen Beorbignyanus diluido em NaCl 200 mM (404
mOsm/kg) e NaCl - Tris (429 mOsm/kg) manteve 37 084de taxa de
motilidade por sete dias, respectivamente (Mariagixbs, Freitas & Oliveira
2006), em relacdo ao sémen controle néo diluido.

Como na maioria dos teleésteos (Morisawa & Suzi@80), os
espermatozoides de. lineatussdo iméveis no trato genital, e a motilidade é
ativada, quando o sémen é liberado na agua (Vee®déo, Maria & Allaman
2009). Os valores de osmolalidade, pH, temperagureoncentracdo idnica
afetam a motilidade espermatica do sémen (MoristavBaizuki 1980; Alavi &
Cosson 2006). Em 2006, Alavi & Cosson publicarana wevisdo bibliogréfica,
abordando os efeitos da osmolalidade sobre a daatdi espermatica em peixes,
com foco em espécies de trés ordens (Salmonifor@ggriniformes e
Acipenseriformes). Até aquele momento, nenhum estseimelhante sobre
espécies Characiformes havia sido realizado, adiiaos efeitos da
osmolalidade na motilidade espermatica do sémerscdre(Gongalves,
Nascimento, Costa, Leal & Viveiros 2013). No ertat possivel ja encontrar
alguns estudos com peixes Characiformes onde, rdiimsites a base de NaCl
e glicose suprimiram a motilidade espermatica dé @8Dsm/kg (Melo &
Godinho 2006) até 620 mOsm/kg (Martinez, Garciag&r@sco 2011).

Os meios simples ou complexos vém sendo utilizadmsnte o
resfriamento do sémen de peixe, uma vez que diminaecompeticdo dos

espermatozoides por oxigénio e espago (Carolsfaith&ey 1999). O diluente
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comercial Beltsville Thawing Solution (BT originalmente desenvolvido para
0 sémen de suinos, foi utilizado no resfriaments@&men de Characiformes,
como emBrycon nattereri(Oliveira, Viveiros, Maria, Freitas & Isal 200B,
orbignyanus (Murgas, Miliorini et al., 2004; Maria et al., 200 P.
mesopotamicu@Miliorini, Murgas, Viveiros, Franciscatto, Sih& Maria 2002)

e P. lineatus (Franciscatto, Murgas, Miliorini, Silva & Logato0@2), e
apresentou taxas de motilidade superiores a 30%aiaria dos estudos, apds
dois dias de resfriamento.

A Agua de Coco em P6 (ACP desenvolvida pela Universidade
Estadual do Ceara (UECE), no Brasil, também fdizatla como diluidor,
durante o resfriamento do sémenQi#ossoma macropomuoom 31% de taxa
de motilidade , ap6s dois dias de resfriamentoliaal@s através do CASA
(Oliveira 2012).

Objetivou-se,neste estudo, avaliar os efeitos déosnémobilizadores em
diferentes osmolalidades sobre a qualidade espeemao sémen de
Prochilodus lineatusyesfriado por seis dias. Os meios imobilizadomsrh
preparados por comutacdo da osmolalidade (285, 8Z%5 mOsm/kg) e
composicdes (ACPe BTS).

2 Material e Métodos

2.1 Manipulagéo dos peixes e coleta do sémen

Todos os peixes foram manipulados de acordo codiresizes para a
experimentacdo animal, descrito por Van Zutphemnizas & Beynen (2001).
Os machos dé. lineatusforam selecionados na Estacdo de Piscicultura da
Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG), ndads de ltutinga
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(21°17°36" S; 44°37'02" W), Estado de Minas GesaiBrasil, durante o
periodo de piracema (dezembro de 2012 a janei20di8). Os machos (n=15)
gue apresentaram sémen detectavel apdés suavegpedsddminal receberam
duas doses intramusculares de extrato de hipofseadpa (EHC; Argent
Chemical Laboratories, Redmond, Washington, EUADdee 4 mg/kg de peso
corporal, com um intervalo de 12 horas. Os macbi@f retirados dos tanques
apos 7,5-8 horas, entre 27 e 28°C, de acordo corétodo de rotina da estacdo
de piscicultura. A papila urogenital foi seca cdiosamente
e,aproximadamente, 2 mL do sémen de cada mackol&iado diretamente em
tubos de vidro. A coleta do sémen foi realizadendperatura ambiente (~24°C).
Imediatamente apés a coleta, os tubos contendmsi@maan mantidos em caixa
de isopor (9-11°C), com gelo artificial (Polar Teas CRI Ltd., Sdo Paulo,

Brasil). A contaminacdo do sémen com agua, sarfigees ou urina foi evitada.

2.2 Determinacao das caracteristicas do sémendresc

Apos a coleta, cada amostra de sémen foi tranafpada um microtubo
de 2 mL, e posteriormente dividida em duas aliqudi& aproximadamente 1
mL. Uma aliquota do sémen de cada macho foi cobb@ad uma caixa de
isopor (9-11°C), transportada de carro, por apragamente 50 km, para o
Laboratério de Tecnologia de Sémen da Universidadderal de Lavras
(UFLA), em Minas Gerais, Brasil, para posterior lea@io. A concentracdo
espermatica (hemacitdmetro/cAmara de Neubauer, BOE8amburgo,
Alemanha) foi determinada. Apds a centrifugacds@&@men a 2.000 x g por 10
min (MiniStar, Shanghai, China), a osmolalidaden{Bklicro Osmometer K-
7400, Knauer, Berlin, Alemanha) e pH (Digimed DMA22.0, Sédo Paulo,

Brasil) do plasma seminal foram mensurados. Ascteniagticas do sémen foram
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avaliadas a temperatura ambiente (~25°C). A olitmaata foi utilizada para o

resfriamento (ver item abaixo)

2.3 Composicao do meio imobilizador e osmolalidade

Seis meios imobilizadores (diluentes), compreendexuainbinacdes de
Agua de Coco em P64 (A@PACP Biotecnologia, Fortaleza, Ceara, Brasil) ou
Beltsville Thawing Solution (BT% Minitub®, Hauptstrasse/Tiefenbach,
Alemanha) foram preparados de acordo com a osmatii da férmula padréo
e, por meio de uma regra de trés simples foranpwdatios e ajustados
(mediante tentativa e erro) os meios, através d@@die agua destilada, até a
obtencdo das osmolalidades desejadas (285, 325 m38m/kg). Cada 100 g
de ACP contém 76 g de carboidratos, 4 g de gordurasst@a0,88 g de
minerais, vitaminas e aminoacidos. Cada 100 g d&°BJ¥ontém 79,9 g de
glicose, 12,7 g citrato de sodio, 2,65 g de EDTA5) de NaHCg) 1,59 g de
KCl e 0,5 g de sulfato de gentamicina. Os valoepld situaram-se entre 7,6 e
7,7. Todos os meios imobilizadores foram armazenadorefrigerador , entre 6
e 8°C, e usados dentro de 48 horas. O sémen denwate foi diluido 1:10
(100 pL sémen: 900 pL meio) em cada um dos seisgndiretamente em
microtubos de 2 mL. Apés a diluicdo, o restante smen fresco,
aproximadamente 1 mL, foi mantido ndo diluido evisecomo controle. Em
seguida, todas as amostras de sémen foram tradaertda CEMIG para a
UFLA como descrito para o sémen fresco, e armazeerad um refrigerador

entre 6 e 8°C por seis dias.
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2.4 Avaliagdo da qualidade do sémen apdés o reséram

A qualidade espermatica foi avaliada aos dias zimis, quatro e seis de
resfriamento, utilizando-se o software Sistema Qdatgorizado de Analise de
Sémen (CASA 2010, Microptics, Versdo 5.1 SL, Bamal Espanha).
Aproximadamente 30 minutos antes do inicio dassewlas amostras de sémen
foram retiradas do refrigerador e mantidas & teatpexr ambiente. E importante
restabelecer a temperatura antes da analise dospnis, a baixa temperatura
reduz a taxa metabdlica do espermatozoide, e dess@ a motilidade e
velocidades sdo subestimadas apds a ativagdo (cetopublicados). Pela
mesma razao, o meio ativador foi mantido em bamhagiia a 26-29°C, durante
as andlises.

A motilidade foi ativada em meio de NaCl a , apmeilamente, 98
mOsm/kg diretamente em uma camara de contagem Maf&efi-Medical
Instruments Ltd, Haifa, Israel),colocada sob umrasicépio de contraste de fase
(Nikon Eclipse E208, Téquio, Jap&o), em 100 x de ampliacdo com umo filt
verde e posicdo pH 1. O microscépio foi conectadama camera de video
(Basler Vision Technologi€sA602FC, Ahrensburg, Alemanha), gerando 100
imagens/s; a gravacédo do video comecou ap6s 1bdmgula ativacdo. Cada
imagem foi analisada, utilizando as configuracdes @ASA®, padrdo para
peixes, adaptada de acordo com o método de ratitebdratorio, para avaliar a
qualidade do sémen @& lineatus(Viveiros, Nascimento et al., 2010). Embora o
CASA avalie simultaneamente mais de 15 parametspermaticos, por
brevidade, apenas taxa de motilidade e velocidadeslinear (VCL), linear
(VSL) e média de percurso (VAP) foram mensuradasa Be determinar esses
pardmetros, cada espermatozoide (~838 espermatsamdthpo) foi seguido,
individualmente, ao longo das imagens e a suatdrage calculada. Foram
considerados os seguintes valores minimos de qdaliddlo sémen, para
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aplicacdes préticas, apds o resfriamento: 30% xke nzotilidade espermética
(Marques & Godinho 2004) e VCL de 50 um/s.

2.4 Analises Estatisticas

Os dados estao expressos como média + desvio p@PdoAs andlises
estatisticas foram realizadas ,utilizando-se onamg computacional Statistica
7.1° (Statsoft 2003). A motilidade e velocidades espggicas foram testadas
para a distribuicdo normal, utilizando-se o proceito multivariado. A
significAncia estatistica foi testada por andlisevariancia ANOVA, seguido do
teste de Tukey. O nivel de significancia, para $od® testes estatisticos foi de
5% (P < 0,05).

3 Resultados

3.1 Caracteristicas do sémen fresco

O sémen fresco dos 15 machos, utilizados nestel@spossuia uma
média de 24,7 x fOespermatozoides/mL; o plasma seminal apresenta um
osmolalidade de 235 mOsm/kg ,com um pH de 8,50¢[aal).
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Tabela 1. Peso corporal e algumas caracteristicas do sémestofrde
Prochilodus lineatugn = 15 machos; média + DP; minimo — maximo valpres

,apo6s tratamento com extrato de hipofise de carpa.

Parametros Média + DP Min — Max
Peso corporal (kg) 1,4+05 0,7-2,8
Concentracao (espermatozoides x

24,7 £ 3,7 20,1 - 30,2
10”/mL)
Osmolalidade do plasma seminal

235+ 15 220 — 252
(mOsm/kg)
pH do plasma seminal 8,50+0,12 8,22 — 8,77
Taxa de motilidade espermatica (%) 75+12 62 — 95
Velocidade curvilinear (VCL; um/s) 176 £ 48 108852
Velocidade linear (VSL; pum/s) 97 £ 37 49 — 151
Velocidade média de percurso (VAP;

144 £ 51 77 - 245

pm/s)

3.2 Avaliacéo da qualidade espermatica ap0s o i@sfento

A qualidade do sémen ap0s zero, dois, quatro elssigle resfriamento
foi influenciada (P < 0,05) pelo meio imobilizadaras ndo pela osmolalidade.
O sémen armazenado em meios imobilizadores comlalétadles, variando de
285 a 365 mOsm/kg, produziu resultados semelhéhtdela 2).
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Tabela 2. Taxa de motilidade e velocidades espermaticas énédDP) do
sémen deProchilodus lineatus(n = 15 machos)diluido em dois meios
imobilizadores (ACP e BTS) e em trés osmolalidades (285, 325 e 365
mOsm/Kg) ,refrigerados entre 6 e 8°C por seis dias.

Meio imobilizador Resfriamento (dias)
Composicdo Osmolalidade 0 2 4 6
Taxa de motilidade (%)
ACP® 285 91+ 6 207 1142 9+4
325 82+ 12 20+ 6 12+2 8+1
365 83+8 19+5 12+2 8+3
BTS® 285 93+5 43 +12 23+6 17+5
325 907 42 +12 25+8 18+4
365 88+8 36+13 20+6 15+4
Controle 75+12 48 + 23 33+21 33+21
Velocidade curvilinear (VCL; um/s)
ACP® 285 221 +34 96 +21 72 +11 44 +13
325 180 £ 34 88+ 16 697 42 +5
365 180 £ 28 88+ 10 709 44 + 14
BTS® 285 244 + 42 134 £ 23 104 £ 23 88+ 17
325 239 + 36 138 £ 30 103 £18 92 +15
365 224 +43 120+ 24 87 +18 77+15
Controle 176 £48 179 £52 148 £ 70 159 + 60
Velocidade linear (VSL; um/s)
ACP® 285 98 + 17 34+13 16+6 6+4
325 91+22 30+11 16+7 7+4
365 93 +22 31+9 17+6 6+5
BTS® 285 107 £17 55+11 40 + 12 30+11
325 110 £17 62+ 12 43 +13 31+11
365 112 £19 55+18 33+15 24 +13
Controle 97 + 37 77+24 67 + 37 71+26
Velocidade média de percurso (VAP; um/s)
ACP® 285 190 £ 32 68 +24 35+12 15+6
325 159 £ 40 56 +19 338 165
365 153 £ 27 58 + 13 329 15+9
BTS® 285 207 + 37 107 £ 23 76 + 26 57+21
325 208 + 34 115+ 30 75 +22 60 + 19
365 193 £42 95 + 26 56 + 22 43 +18
Controle 144 + 51 151 + 53 120+ 74 134 + 61

Sémen ndo diluido foi usado com contr@l€P®- Agua de Coco em P¢; BTS Beltsville Thawing
Solutiorf.
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A taxa de motilidade espermatica foi menor (P <5)),@0 dia zero
(ACP® = 85%; BTS =90% e controle = 75%), em relacdo ao dia seis (ACP
8%; BTS = 17% e controle = 33%), apds o resfriamento do séres
amostras diluidas, a motilidade foi superior (P,850ACF = 85% e BTS =
90%) comparadas aquelas nao diluidas (controle;),75% dia zero de
resfriamento. Contudo, no dia dois pos-resfriameattaxa de motilidade das
amostras diluidas em AERoi inferior (P < 0,05; 20%) a das amostras disid
em BTS (40%) e controle (48%). Nos dias quatro e setaxa de motilidade
espermatica do sémen controle (33%) foi superiok (05) as das amostras
diluidas (ACE'= 8% e BTS = 17%).

Nas amostras diluidas, as velocidades reduziraragidamente (P <
0,05), do dia zero (ACPVCL = 194 pm/s, VSL = 94 um/s e VAP = 167 pm/s;
BTS®: VCL = 236 pm/s , VSL = 110 pm/s e VAP = 203 umfsjyra o dia seis
(ACP®: VCL = 43 pum/s, VSL = 6 pm/s e VAP = 15 um/s; BTS/CL = 86
um/s , VSL = 28 um/s e VAP = 53 um/s), apés o i@siento do sémen.
Diferente das amostras diluidas, o sémen controsntewe velocidades
espermaticas semelhantes (P > 0,05; dia zero:CI6 pum/s; VSL = 97 um/s
e VAP = 144 um/s; dia seis: VGL 159 pum/s; VSL = 71 umks VAP = 134
um/s), durante os seis dias do resfriamento (Figura

Para facilitar a descri¢éo e a discusséo dos aelad os dados relativos
a osmolalidade foram reunidos por composicao dm raepor dia de analise
(Figura 1)
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Figura 1. Taxa de motilidade (a) e velocidade curvilinea€yb) do sémen de
Prochilodus lineatugn = 15 machos)diluido em dois meios imobilizadores
(ACP® e BTS) e refrigerados entre 6 e 8°C, por seis dias. 8étée diluido foi
usado como controle (triangulos fechados). Caddopenbarra de erro séo
representados por médias + DP de 15 machos. *Médigisidas por asterisco
s&80 maiores que as outras (P < 0,05; teste de Juk€y" - Agua de Coco em
P6; BTS - Beltsville Thawing Solution.
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Figura 2. Velocidades linear (VSL; c) e média de percursARYyd) do sémen
de Prochilodus lineatugn = 15 machos)liluido em dois meios imobilizadores
(ACP®e BTS) e refrigerados entre 6 e 8°C, por seis dias. 8éréie diluido foi
usado como controle (triangulos fechados). Caddopenbarra de erro séo
representados por médias = DP de 15 machos. *Médigsidas por asterisco
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s&o0 maiores que as outras (P < 0,05; teste de Yuk€y® - Agua de Coco em
P6; BTS - Beltsville Thawing Solution.



4 Discussao

No presente estudo, foram avaliadas a motilidadeekcidades
espermaticas , analisadas por meio do CASA, sendms resultados variaram,
de acordo com a composicdo dos meios imobilizadomeempo de dura¢éo do
resfriamento do sémen Belineatus

Alguns estudos avaliaram os efeitos da osmolalidémlailuidor na
supressdo da motilidade espermatica do sémen. Hugdeode NaCl, a
motilidade espermatica foi suprimida em osmolakdedtre 196-392 mOsm/kg
em Brycon orthotaenigMelo & Godinho 2006); entre 410-547 mOsm/kg em
Brycon insignis(Shimoda, Andrade, Vidal Jr., Yasui, Silva, Godinta Souza
2007), a 325 mOsm/kg eBrycon opalinugOrfao, Nascimento, Corréa, Cosson
& Viveiros 2011) e a 450 mOsm/kg eG macropomun{Carneiro, Azevedo,
Santos & Maria 2012). Em solucao de glicose, a lidatle espermatica foi
suprimida entre 410-620 mOsm/kg eProchilodus magdalenaéMartinez,
Garcia et al., 2011) e a 325 mOsm/kg Brgcon opalinugOrfao et al., 2011).
Em NaHCQ, a motilidade espermética foi suprimida a 450 m®gnem C.
macropomun{Carneiro, Azevedo et al., 2012). Em solu¢do d€INglicose e
BTS®, a motilidade espermatica foi suprimida entre 860-mOsm/kg enP.
lineatus eentre 270-450 mOsm/kg eB orbignyanugGoncalves, Nascimento
et al., 2013). Este é o primeiro estudo sobre iboeda osmolalidade, utilizando
ACP® e o BTS como meios imobilizadores, de sémen submetido ao
resfriamento.

As osmolalidades dos meios imobilizadores avaliassde estudo, ndo
influenciaram (P > 0,05) a motilidade e velocidadspermaticas do sémen de
P. lineatus Os valores da osmolalidade do plasma seminaégd@ssmais (220 a
252 mOsm/kg) foram inferiores ao relatado na liteea de 306 mOsm/kg
(Nascimento, Gongalves, Reis, Neto, Leal e Viveitid?2) e 276 a 346
mOsm/kg (Gongalves, Nascimento et al. 2013). Aindapsmolalidade do



plasma seminal foi inferior & dos meios (285 a 3®sm/kg). Em estudo
anterior, a motilidade espermatica Be lineatusfoi suprimida ,quando em
contato com solugBes em osmolalidade, a partis@en80sm/kg, independente
do diluidor utilizado (NaCl, glicose e BTS(Goncalves, Nascimento et al.
2013). Quando este estudo foi realizado, havia ajmnas publicado o trabalho
de Nascimento et al. (2012), relatando valoresupeessao espermatica nessa
espécie. Assim, foram estipulados valores de oditatke baseados no estudo
de Nascimento et al. (2012), em que as faixas ®latidade foram préximas a
300 mOsm/kg, consideradas como valores supressdees motilidade
espermatica em peixes teledsteos de agua docesgMari& Suzuki 1980).

A taxa de motilidade (Viveiros, Nascimento et &010) e velocidades
espermaticas (VCL, VSL e VAP) tém sido associadas doas taxas de
fertilizacdo em peixes (Rurangwa, Volckaert, HuyskeKime & Ollevier
2001). Neste estudo, as velocidades espermaticaséihen controle foram
superiores (P < 0,05) paka lineatusno dia 2 (VCL: 179 um/s; VSL: 77 um/s e
VAP: 151 um/s), em relacdo ao dia 6 (VCL: 159 ukiSL: 71 um/s e VAP:
134 um/s) do resfriamento. Houve diferencas (P 85)0nas velocidades
espermaticas, de acordo com o meio imobilizadsirrasomo esses valores das
analises variaram com o tempo. As velocidades egjimas do sémen controle
de P. lineatusresfriado por quatro dias, neste estudo, foranersuges as
velocidades do sémen @e macropomundiluido ou controle, apds dois dias de

resfriamento (Oliveira 2012; Tabela 3).



Tabela 3. Relatos da qualidade do sémen de espécies de pefeaciformes, submetidos a refrigeracdo. Somente

tratamentos que apresentaram taxa de motilidadeaat® 30% foram considerados.

Meio imobilizador

Armazenage

Velocidades (um/s)

Espécie Composica m Motilidade  Vigor Referéncia
o mOsm (dias) (%) (0ab) VCL VSL VAP
NacCl 285 3 49 + 15 - - - - Oliveira et
Brycon NacCl 404 3 48 +1%7 - - - - al., 2007
nattereri NaCl - Tris 429 3 39+ 79 - - - -
BTS® 318 7 48 + % - - - -
Controle - 3 39+26 - - - -
33+ Amaral,
Brycon Androstaf 282 - 362 2 67 +F1 08 - - - 2009
insignis Controle 348 - 395 2 44 + 26 2i3li - - -
Brycon NacCl - Tris 428 4 34 + 10 - - - - Viveiros et
orbignyanus Controle - 2 68 + 4 - - - - al, 2010
NaCl 404 7 37 +% - - - - Maria et al.,
NaCl - Tris 429 7 40 + 10 - - - - 2006
BTS® 318 3 43 + % - - - -
M I11® 348 3 47 +11 - - - -
Colossoma ACP® 310 2 31 +1 - 43+1 27+1 36+0.5 Oliveira
MAcToPOMY controle - 2 65 +2 - 7144 34+2 51+3 2012
. 131 + 57 + 106 +
Prochilodus BTS® 285 - 365 2 40 + 12 - 26 14 26 Presente
. 220 - 159 + 71+ 134 +
lineatus Controle 255 4 33+2f 60 26 61 estudo

8



NacCl 285 2 56 +2 - - - - Orfao et al.,
NacCl 404 2 44 + 9 - - - - 2010
Glicose 277 2 57+ f1 - - - -

BTS® 332 4 81 + 9 - - - -

M 11® 367 4 71+12 - - - -

AndrostaP 311 4 75 + 4 - - - -

ACP® - Agua de Coco em P6, ACP Biotecnologia (carboidragordura total, minerais, vitaminas e amincgsjid
BTS” - Beltsville Thawing Solution, Minitub(glicose, citrato de sédio, EDTA, NaHGOXCI e sulfato de gentamicina);

M I11® - Merck 11, Minitub® (glicose, citrato de sédio, EDTA, NaHG®sulfato de gentamicina);
Androstaf - Minitub® (glicose, citrato de sé6dio, EDTA, NaHGOTise sulfato de gentamicina);

A taxa de motilidade foi avaliada subjetivamenteraioroscopio de luz, a menos quando seguidd”§8istema Computadorizado
de Analise de Sémen - CASA);

A escala do vigor espermético foi atribuida atra#ésum sistema de classificagdo arbitrario de £sea movimento), a cinco
(espermatozoide nadando rapidamente);

* A osmolalidade do sémen nao diluido foi medidglasma seminal obtido apds centrifugacao, e, eam amostras, foi regulada

a osmolalidade dos diluidores

174
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Neste estudo, a taxa de motilidade espermaticaiadd ddo sémen
controle foi de 75% e, quando diluido, de 85% e 90% para BTS A
duracdo da qualidade espermatica e habilidade rtikizéedo, considerando a
motilidade espermatica minima de 30%, variou de daieis dias, em sémen de
P. lineatus

O sémen diluido em ACPapresentou taxa de motilidade espermaética
superior (P < 0,05) a 30% no dia 0, embora dimgaufgara 20% na avaliacéo
seguinte. Esse resultado é inferior a taxa de iaetié espermatica de 31% do
sémen deC. macropomundiluido em ACPB e resfriado por dois dias (Oliveira
2012). No entanto, superior a taxa de motilidagemsatica de 8% do sémen de
B. orbignyanusdiluido em 4gua de coco comercial e resfriado éampor um
dia (Maria, Viveiros et al., 2006). A ACHoi desenvolvida a fim de facilitar a
utilizacdo da agua de coco como diluente (Salgu®umes, Oliveira, Vieira,
Gondim & Mateos-Rex 2002) e apds a sua ressusperagesente
caracteristicas bioquimicas similares aquelas d#a &g cocoin natura
Normalmente, durante o periodo do resfriamentoparmetros espermaticos
sdo afetados, principalmente devido a presencadegérias (Rurangwa, Kime,
Ollevier & Nasha 2004) que produzem enzimas exinares e consomem 0
oxigénio (Jenkins & Tiersch 1997). O uso de antibis pode prolongar o
tempo de armazenamento do sémen, por reduzir cime#®o bacteriano.
Porém, na composicdo da ACR&o ha adicdo de antibidticos, isso pode
favorecer um possivel desenvolvimento de bactéias consequentemente,
baixas taxas de motilidade e velocidades espemsatammo verificadas neste
experimento (Figura 1). Portanto, uma concentragmuada de antibacteriano
deve ser utilizada, para prevenir o desenvolvimeetdactérias e assim, haver
sucesso durante o resfriamento de sémen.

O BTS® é um diluidor comercial desenvolvido para consesé&men

suino, e tem sido utilizado com sucesso em estwidosp meio imobilizador
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espermatico para o sémen de algumas espécies xks pwitivas, durante o
resfriamento. Em amostras de sémen diluidas ent BI$axa de motilidade
espermatica foi mantida em 40%, apés dois diagsfeamento. Esse resultado
foi inferior ao encontrado por Orfdo, Maria et €2010), durante o resfriamento
de sémen ern®. lineatus onde a taxa de motilidade espermatica foi de 81%,
ap6s quatro dias de resfriamento. Outros autoredé&m reportaram-se a
valores superiores de motilidade espermatica neisée outras espécies da
ordem Characiformes, quando diluido em @'(Blurgas, Miliorini et al., 2004;
Maria, Viveiros et al., 2006 e Oliveira, Viveiros &., 2007; Tabela 4). BTS
contém sulfato de gentamicina em sua formula; edaionstrado que 92% das
populacdes bacterianas, em sémen Bdeorbignyanus sdo susceptiveis a
gentamicina (Viveiros, Isau, Figueiredo, Leite & i#a2010).

A diminuicdo das taxas de motilidade espermaticas@&men diluido,
observada neste estudo, pode ter sido influengeldaproporcéo da diluicdo do
plasma seminal nas amostras. A taxa de diluicdbizagta neste estudo (1
sémen:10 meio) ,foi também utilizada em sémen iagkfr de B. nattereri
(Oliveira, Viveiros et al., 2007)B. insignis (Amaral 2009),B. orbignyanus
(Viveiros, Isal et al., 2010) . lineatus(Orfédo, Maria et al., 2010), no entanto
mantiveram-se taxas de motilidade espermatica isupEer30%, por um maior
tempo durante as avaliagdes. Oliveira (2006) awabiosémen deSalminus
maxillosusdiluido em trés diferentes proporcées de dilugasémen (1:2, 1:5
e 1:10),e observou que, no dia um, o sémen dilefdgroporcédo de 1:2 e 1.5
apresentou melhores taxas de motilidade espermai@ e 48%,
respectivamente), e, para o dia dois, quando dildh proporcdo de 1:2
apresentou 30% de motilidade espermatica.

O plasma seminal tem papel importante na manutedgaoabilidade
espermatica durante a estocagem, uma vez que posssistema antioxidante,

gue previne os danos causados pelos radicais, |lsobscondi¢8es fisioldgicas
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normais. No entanto, somente o0 sistema antioxidaabelar ndo previne a
peroxidagdo lipidica, particularmente durante acsglemin vitro, pois a
producdo de radicais livres pode ser resultantew#ancas metabdlicas (Sikka
2004). A excessiva diluicdo reduz a concentracagrdéeinas, antioxidante
natural, além de outros componentes requeridos pafancdo normal e
integridade da membrana plasmatica, apresentareksadforma, um efeito
negativo sobre a sobrevivéncia espermatiocatro (Balercia, Armeni, Mantero,
Principato & Regoli 2005).
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5 Conclusdes

Os meios imobilizadores nas osmolalidades testadate estudo néo
mantiveram a qualidade espermética do sémen, durantresfriamento.
Considerando os parametros minimos de qualidad&€hen estabelecidos de
30% de taxa de motilidade e VCL de 50um/s, o séded?rochilodus lineatus
pode ser armazenado sob refrigeracdo, sem dilupgioseis dias. Diferentes
osmolalidades de ACRe BTS’ superiores a 365 mOsm/kg devem ser avaliadas,
para verificar a influéncia sobre a qualidade ewpca. Outros meios
imobilizadores e taxas de diluicgdo devem ser testainP. lineatuspara o
resfriamento de sémen, buscando maiores temposrrdazenamento e a

manutencéo da capacidade fertilizante.
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