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RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia de ativadores
com diferentes osmolaridades e taxa de diluicdo
na ativagao de sémen criopreservado de curimba
(Prochilodus lineatus). Foram utilizados quatro
reprodutores machos capturados na Estagéo de
Piscicultura da CEMIG, ltutinga, MG. As amostras
de sémen foram diluidas em duas solugées (DMSO
+ lactose e metanol + lactose) na proporgédo de 1:4
e congeladas. Foram avaliadas as taxas (%) e
duragédo (s) da motilidade espermatica dos
tratamentos. Na ativagdo foram utilizados
ativadores contendo as respectivas osmolarida-
des: 30, 99, 183 e 293 mOsm nas taxas de diluicdo
de 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 sémen: ativador. A taxa de
diluicédo 1:2 e 1:8 foram estatisticamente significa-
tivas para duracdo da motilidade para o sémen
criopreservado com DMSO. Para a diluigdo 1:2, o
sémen ativado com o ativador contendo 30 mOsm,
apresentou duragéo de motilidade maioremrelacao
ao sémen ativado com ativadores com 183 e 293
mOsm. No entanto, para a utilizagao do ativador
com 30 mOsm, se obteve maior duragdo da
motilidade na diluigdo de 1:2 em relagao a diluigéo
de 1:4. Na taxa de dilui¢cdo 1:6, quando o sémen foi
ativado com o ativador de 30 mOsm, a taxa de
motilidade foi superior a apresentada pelo sémen
que foiativado com 293 mOsm. Na taxa de diluicdo
de 1:8, o uso de ativador contendo 99 mOsm
apresentou maior duragao de motilidade emrelacao
ao uso do ativador com 293 mOsm. Ativadores
contendo altas osmolaridades podem proporcio-
nar menores taxas e duragdo da motilidade em
sémen de curimba (Prochilodus lineatus) crio-
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preservado com os crioprotetores metanol ou
DMSO.

SUMMARY

The objective of this work was to evaluate the
influence of activators with different osmolarities
and dilution rate in the activation of cryopreserved
semen of curimba (Prochilodus lineatus). We
used four breeding males captured in the Fish-
farming Station of CEMIG, ltutinga, MG. Semen
samples were diluted in two solutions (DMSO +
methanol and lactose + lactose) at 1:4 ratio and
frozen. The rates (%) and duration (s) of sperm
motility for treatments were assessed. Activators
with respective osmolarities: 30, 99, 183 and 293
mOsm at dilution rates of 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 (semen:
activator) were used. The dilution rates of 1:2 and
1:8 influenced duration of motility in semen
cryopreserved with DMSO. For the 1:2 dilution, the
semen activated with the activator containing 30
mOsm, presented greater motility duration than
semen activated with activators with 183 and 293
mOsm. However, for the activator with 30 mOsm,
it was obtained longer motility duration at a dilution
of 1:2 compared to 1:4 dilution. At 1:6 dilution rate,
when the semen was activated with the activator
30 mOsm, the motility rate was higher than that
provided by the semen that was activated with
293 mOsm. At the dilution rate of 1:8, the use of
activator containing 99 mOsm showed longer
motility duration in relation to use of the activator
with 293 mOsm. Activators containing high
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osmolarities can provide lower rates and duration
of motility in semen of curimba (Prochilodus
lineatus) cryopreserved with cryoprotectants
methanol or DMSO.

INTRODUCAO

A capacidade técnica para preservacao
de gametas e embrides de peixes e de inver-
tebrados aquéaticos tem se expandido
rapidamente nos ultimos anos, impulsio-
nada primariamente pela industria aqiiicola
(Carolsfeld et al.,2003).

A criopreservacdo ¢ uma técnica impor-
tante no controle reprodutivo de muitas
espécies e sua aplicacdo em peixes esta em
amplo desenvolvimento. Envolve procedi-
mentos que permitem o armazenamento de
espermatozoides em nitrogénio liquido,
mantendo-se a viabilidade dos gametas por
tempo indefinido (Felizardo, 2008).

A criopreservagdo do sémen tem sido
testada para varias espécies como, por
exemplo, o dourado Salminus maxillosus
(Carolsfeld et al., 2003); a piracanjuba
Brycon orbignyanus (Carolsfeld etal.,2003;
Maria et al., 2006; Felizardo, 2008); o
curimbata Prochilodus lineatus (Felizardo
etal.,2010; Murgas et al.,2007) e atilapia-
nilética Oreochromis niloticus (Amorim,
2002).

No processo de criopreservacdo, a
incorporag¢do de solucdes diluidoras ¢ fun-
damental para proporcionar meio osmotico
e nutricionalmente ideal aos espermato-
zo6ides durante a aplicagdo da biotecnologia.
O BTS (Beltsville Thawing Solution) ¢ um
diluidor desenvolvido e preconizado para
conservacdo do sémen suino. Entretanto,
varios autores tém utilizado com sucesso
esse diluidor em pesquisas com peixes de
piracema, como piracanjuba (Maria et al.,
2006; Felizardo, 2008), curimba (Murgas et
al., 2007) e pirapitinga, Brycon nattereri
(Oliveiraetal.,2007).

Juntamente com o diluidor, € necessario
o uso de um crioprotetor para que haja uma
protecdo do espermatozoide durante o

congelamento e o descongelamento (Squi-
resetal.,1999). Estes crioprotetores devem
possuir como propriedades uma baixa
toxicidade paraas células e alta solubilidade
em agua. Os crioprotetores podem ser
classificados como intracelulares ou
permedveis e extracelulares ouimpermeaveis.

Entre os crioprotetores intracelulares
mais utilizados podem ser citados dimetil-
sulfoxido (DMSO), glicerol, metanol e
etilenoglicol. A gemade ovoeo leite em po
desnatado s@o os crioprotetores extracelu-
lares mais comuns (Carolsfeld e Harvey,
1999).

A motilidade espermatica ¢ um dos
principais parametros a serem considera-
dos na andlise da qualidade do sémen de
peixes (Godinho, 2000). Para tanto, deve-se
levar em conta que a motilidade espermatica
¢ influenciada por inimeros fatores como
temperatura, estado nutricional, estado
sanitario, condi¢cdes de andlise, solucdo
ativadora e a proporcao ativador:sémen.

Em baixas propor¢des de ativador/
sémen, somente alguns espermatozdides
sdo ativados, enquanto outros tém sua
ativagdo tardia. Este fendmeno deve-se a
dilui¢do insuficiente ou a mistura inadequada
da solugao ativadora com o sémen (Chere-
guini et al., 1999).

Entre as solugdes ativadoras da motili-
dade espermatica, merecem destaque a agua
destilada, solugdes salinas de bicarbonato
de sodio, NaCl e KCl em diferentes
concentracdes, dependendo da espécie
(Ravinderetal., 1997).

Miliorini et al. (2004) utilizaram NaCl (30
e 60 mM) e NaHCO, (30 € 60 mM) como
solugdes ativadoras do s€émen de P. lineatus
resfriado. Silveira (2000) observou que a
solu¢do de NaHCO, 1% favoreceu satisfato-
riamente a taxa de motilidade do sémen de
matrinxd (Brycon cephalus), porém, os
ovocitos, durante a fertilizacdo, se aglutina-
ram no fundo do recipiente e a taxa de
eclosdo foi nula.

Dentre as espécies que tem se destaca-
do em estudos de criopreservagdo pode-
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mos citar a curimba, que ¢ uma espécie
nativa, que necessita migrar com destino a
cabeceira do rio durante o periodo de
piracema, para realizar a reproducdo. E uma
das espécies de peixes de dgua doce com
maior significado na piscicultura comercial
(Cerqueira e Fernandes, 2002), sendo muito
apreciadanaculinaria dos estados daregido
nordeste do Brasil (Maia et al., 1999).

Um dos principais aspectos que estimu-
lam o desenvolvimento da biotecnologia
que auxiliam na procriacdo da curimba € o
fato de que suas larvas sdo muito bem uti-
lizadas como alimento de espécies carnivo-
ras na fase larval, além de servir como
espécie-modelo no desenvolvimento de
pesquisas reprodutivas, dadas sua elevada
prolificidade e facilidade de manejo.

Nesse sentido objetivou-se verificar a
influéncia de ativadores com diferentes
osmolaridades e taxas de dilui¢do na ativagao
de sémen criopreservado de curimba.

MATERIAIS EMETODOS

O experimento foi realizado na Estacao
de Piscicultura da Companhia Energética de
Minas Gerais - CEMIG, em Itutinga, durante
o periodo de piracema nos meses de
novembro de 2006 ajaneiro de 2007. Foram
selecionados quatro machos de curimba de
pesomédio de 1600 g que liberavam sémen
sob pequena compressao na parede celoma-
tica. Paraainducao de liberacao de gametas,
foi ministrada uma dose tnica de 1 mg/kg
intramuscular de extrato bruto de hipo6fise
de carpa (EBHC) por kg de peso corporal.

Aproximadamente 196 horas graus apds
aaplicacdo do hormonio foi realizada a co-
leta do sémen a seco, o volume de s€émen
apresentado pelos machos foram de
2,434+0,94 ml. Logo apds a coleta foi verifica-
daaausénciade contaminantes como fezes,
urina ou sangue. Uma aliquota de 10 pl de
sémen foi coletada para se estimar a
concentragdo espermatica. Estaaliquota foi
diluida em formol citrato na propor¢ao de
1:100 (sémen:formol citrato), antes da

avaliacdo em microscopio, sendo para isto,
utilizado cdmara de New Bauer.

Foi avaliada a porcentagem de motili-
dade espermatica do sémen in natura em
microscopio optico e estimada a percen-
tagem média de espermatozoides moveis. A
duracao damotilidade espermatica foi esti-
mada em segundos, desde a homoge-
neizagdo com dguadestilada (1:4 sémen:agua
destilada), até que somente 10% dos
espermatozodides se encontrassem moveis.
Somente amostras que apresentaram
motilidade superior a 85% foram utilizadas
para criopreservacao.

Uma amostra de sémen de cada animal
foi diluida em soluc¢do crioprotetora
contendo o diluidor BTS (Beltsville thawing
solution) mais a combinag¢do dos crio-
protetores intracelulares metanol 8% e
dimetilsulfoxido (DMSO) 8% e o extracelular
lactose 5%, na proporcdo de 1:4 (sémen/
solucdo crioprotetora). O sémen diluido foi
envasado em palhetas de 0,5 ml, que foram
vedadas com massa cirurgicas e colocadas
em botijao de vapor de nitrogénio liquido
para resfriamento. Apds 24 horas, as
amostras foram transferidas para o botijao
de armazenamento e mantidas até o
descongelamento.

O descongelamento foi realizado dois
anos apos o congelamento no Laboratorio
de Fisiologia e Farmacologia do Departa-
mento de Medicina Veterinaria da Univer-
sidade Federal de Lavras. As palhetas foram
imersas em banho-maria a 60°C, durante oito
segundos (Murgas et al., 2007; Felizardo,
2008), sendo em seguida, avaliado quanto a
porcentagem (%) e duragdo (s) damotilidade
utilizando o mesmo processo que foi usado
para avaliacdo do sémen in natura.

Amostras de 2 pl de sémen foram
ativadas utilizando quatro diferentes
solucdes ativadoras: agua destilada; NaCl
0,3%; NaCl0,6% e NaCl0,9%. Foram testa-
dos quatros diferentes proporcdes de
sémen:ativador: 1:2, 1:4, 1:6, 1:8. Vale
ressaltar que o sémen criopreservado ja
estava diluido na proporcdo de 1:4
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sémen:solugdo crioprotetora.

Este experimento foi conduzido, em um
delineamento inteiramente casualizado, com
os tratamentos em esquema fatorial de 4 x 4
x 2, sendo 4 concentragdes de ativadores
(30,99, 183,293 mM), 4 taxas de diluicdo (1:2,
1:4, 1:6, 1:8 sémen:ativador) e 2 criopro-
tetores (DMSO e metanol), com 4 repeticdes,
sendo cada macho como unidade experi-
mental. Os dados foram submetidos a
analises de variancia, utilizando-se o pacote
computacional SAS (1999). As varidveis
taxa e duracdo da motilidade espermatica
foram comparadas pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade.

RESULTADOS EDISCUSSAO

As osmolaridades dos respectivos
ativadores estdo apresentadas nas tabelas.
Osvalores médios da taxa de motilidade (%)
do sémen criopreservado com o crioprotetor
DMSO, em funcdo dos tratamentos estao
apresentados na tabela I.

No presente experimento a taxa de
diluicdode 1:2, 1:4 e 1:6 sémen: ativador para
o sémen criopreservado com o crioprotetor
DMSO nao apresentaram diferenca (p>0,05)

Tabela 1. Valores médios da taxa de
motilidade (%) do sémen criopreservado com
o crioprotetor DMSO, em fung¢do dos
tratamentos estudados. (Average rate of motility
(%) of sperm cryopreserved with DMSO
cryoprotector according to the treatments studied).

TD Concentragédo ativadores mM S
30 99 183 293

1:2 50,0 51,3 350 26,3 ns
1:4 48,8 550 325 25,0 ns
1:6 50,0 48,8 37,5 18,8 ns
1:8 46,3 58,82 33,8 10,0° p<0,05
S ns ns ns ns

TD: Taxa de diluigdo; S: Significancia.
ab|_etras distintas namesmalinhaindicam diferencga
significativa (p<0,05) pelo teste de Duncan.

entre as osmolaridades testadas. No entanto,
nadiluicdo de 1:8 sémen: ativador, o ativacao
com solugdo ativadora contendo 99 mOsm
apresentou maior (p<0,05) motilidade em
relagdo ao sémen ativado com ativador com
293 mOsm de osmolaridade.

Nao foi observada diferenca significati-
va (p>0,05) na taxa de motilidade entre as
taxas de diluicao testadas na ativagao do
sémen criopreservado com o crioprotetor
DMSO.

Shimodaetal. (2007) testando os efeitos
da osmolaridade sobre a motilidade esper-
matica da piabanha (Brycon insignis),
utilizaram nove concentragdes de NaCl va-
riando de 0 a 1,6%. Os autores verificaram
que osmolaridade de até 274 mOsm ativou
praticamente todos os espermatozoides, mas
com 342 mOsm, apenas parte dos esperma-
tozodides foram ativados e quando a concen-
tracdo aumentou para 410 mOsm ou mais,
ndo ocorreu ativacao espermatica.

Este fato pode ser explicado pelos
ativadores com maiores concentragdes de
proporcionarem uma osmolaridade proxima
aosmolaridade seminal, que para as espécies
de 4gua doce variam de 286 mOsm na
piabanha (Shimodaezal.,2004) 2350 mOsm
emtilapia (Shimodaetal.,2007), e comisso
ndo proporcionando meio adequado para
ativacdo completa dos espermatozodides.
Suquet et al. (1994) afirmam que altas
pressdes osmoticas inibem a motilidade
espermatica.

Carolsfeldetal. (2003) encontraram uma
taxa de motilidade variando de 5 a20% para
o sémen de curimba criopreservado com
DMSO eativado com NaCl 25 mmol, e quando
utilizaram 4gua destilada como ativador,
obtiveram taxa de motilidade variando de 0
a5%.

Para ativagdo do sémen in natura de
piau-acu (Leporinus macrocephalus),
Viveiros et al. (2003) verificou que
osmolaridade de 50 mM de NaHCO,
apresentou as maiores taxas de motilidade
em relacdo as concentragdes de 75 ¢ 119
mM. A diminui¢ao da osmolaridade externa
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imediatamente leva ao reajustamento da
concentracdo idnica interna pelo processo
osmorregulativodamembrana. A diminui¢ao
da concentragdo idnica atinge valores em
que a atividade da ATPase ¢ otima e,
conseqlientemente, a motilidade ¢ em alta
velocidade (Cosson, 2004).

Inoda e Morisawa, 1987 observou em
espécies de dgua doce osmolaridade do
sémen ao redor de 250 mOsm. As baixas
concentracdes (<75 mOsm) e conseqiiente-
mente, baixa osmolaridade (<150 mOsm) das
solucdes de NaCl, promoveram as melhores
taxas de motilidade espermatica, classifi-
cando essas solugdes como ativadoras.

Os valores médios para duracdo de
motilidade do sémen criopreservado com o
crioprotetor DMSO, em func¢ao dos trata-
mentos estdo apresentados na tabela II.

No presente experimento a taxa de
diluigdo 1:2 e 1:8 sémen:ativador foi
estatisticamente significativa para duracdo
da motilidade para o sémen criopreservado
com DMSO. Para a diluigdo 1:2 sémen:
ativador, o sémen ativado com o ativador
contendo 30 mOsm, apresentou uma duragao
de motilidade maior (p<0,05) emrelacao ao

Tabela II. Valores médios de duracdo
motilidade (s) do sémen criopreservado com
o crioprotetor DMSO, em fun¢do dos
tratamentos estudados. (Average duration of
motility (s) of sperm cryopreserved with DMSO
cryoprotector according to the treatments studied).

D Concentracédo ativadores mM S
30 99 183 293

1:2 47,0°A 24,0 150> 11,0° p<0,05
1:4 22,0 26,0 18,0 6,0 ns
1:6 17,06 250 240 50 ns
1:8 19,0%8 31,00 25,0 0,0° p<0,05

S p<0,05 ns ns ns

TD: Taxa de diluicdo; S: Significancia.

ABab| etras distintas minuscula na mesma linha e
maiuscula na coluna indicam diferenca significa-
tiva (p<0,05) pelo teste de Duncan.

sémen ativado com ativadores que possuiam
osmolaridade de 183 €293 mOsm. Japaraa
taxa de diluicdo de 1:8 sémen: ativador, o
sémen ativado com ativador contendo 99
mOsm apresentou maior (p<0,05) duracao
de motilidade em relagdo ao sémen ativado
com ativador que possui osmolaridade de
293 mOsm.

As taxas de diluicdo de 1:4 e 1:6
sémen:ativador ndo apresentaram diferenca
(p>0,05) para duracdo da motilidade para o
sémen criopreservado com DMSO, entre as
osmolaridades testadas.

Estes resultados podem estar relaciona-
dos com as taxas de motilidade apresentadas
quando se utilizou o ativador com maior
osmolaridade, pois quanto menor a taxa de
motilidade, menor serd o tempo para que
este sémen atinja o tempo de parada da
avaliacdo.

Astaxas dedilui¢do testadas na ativacao
do sémen criopreservado nao apresentaram
diferencasignificativa (p>0,05) na duracao
damotilidade nas osmolaridades de 99, 183
€293 mOsm. No entanto, paraautilizacao do
ativador com osmolaridade de 30 mOsm, se
obteve maior (p<0,05) duracdo damotilidade
nadiluicdode 1:2 emrelacaoadiluicaode 1:4
sémen:ativador.

Murgas et al. (2007) encontraram uma
duragdo da motilidade média de 37 segun-
dos para o sémen de curimba criopreservado
com DMSO e ativado com 4gua destilada em
uma taxa de dilui¢do 1:4 sémen: solugao
ativadora.

A duragdo da motilidade nula encontra-
da na dilui¢do de 1:8 sémen:ativador na
osmolaridade de 293, se deve ao fato de que,
neste trabalho a dura¢do da motilidade era
avaliada até que 10% dos espermatozoides
estivessem moveis, por isso podemos ob-
servar uma taxa de motilidade de 10 % neste
tratamento, porém com tempo de duracdo
nulo.

Osvalores médios da taxa de motilidade
(%) do sémen criopreservado com o
crioprotetor metanol, em funcao dos trata-
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mentos estao apresentados na tabela III.

Para o sémen que foi criopreservado
com crioprotetor metanol as taxas de dilui¢@o
de 1:2, 1:4 e 1:8 sémen: ativador nao
apresentaram diferengas significativa
(p>0,05) para ataxade motilidade esperma-
tica entre as osmolaridades testadas.

A taxa de diluigdo 1:6 apresentou
diferenca significativa (p<0,05), quando o
sémen foi ativado com o ativador que possui
osmolaridade de 30 mOsm, a taxa de
motilidade foi superior (p<0,05) a apresen-
tada pelo sémen que foi ativado utilizando-
se o ativador com 293 mOsm de osmolari-
dade. Ativadores contendo altas osmolari-
dades podem proporcionar menores taxas e
duragdo damotilidade em s€émen de curimba
criopreservado com os crioprotetores
metanol ou DMSO.

Carolsfeld et al. (2003) encontraram taxa
de motilidade variando de 80 a 100% para o
sémen de curimba criopreservado com
metanol e leite em pd, ativado com NaCl
0,45%.

As solugoes ativadoras, usadas normal-
mente em sémen de espécies nativas, se
mostram espécie-especifica. Mesmo quando
os espermatozdides entram em contato com

meios de baixa osmolaridade, ocorrem
respostas diferentes entre variadas espécies
e até mesmo entre o sémen fresco e
criopreservado damesma espécie (Marques,
2001).

Shimodaetal.(2007) verificaram para o
sémen in natura de piabanha que a ativacao
utilizando diferentes concentragdes de NaCl
comosmolaridade variandode 0 a274 mOsm
proporcionaram taxas de motilidade se-
melhantes.

Os valores médios da duragdo da
motilidade do sémen criopreservado com o
crioprotetor metanol, em funcdo dos trata-
mentos estdo apresentados na tabela I'V.

No presente estudo as taxas de dilui¢cdo
1:2, 1:4 e 1:6 sémen: ativador utilizando o
crioprotetor metanol, ndo apresentaram
diferengas (p>0,05) no tempo de duracao da
motilidade espermatica, entre as osmolari-
dades testadas. A ativacao do sémen na
taxa de diluicdo 1:8 com a osmolaridade de
99 mOsm apresentou maior tempo de durag@o
damotilidade em relagdo ao sémen ativado
com ativador de osmolaridade de 293 mOsm.

Nao foi observada diferenca significati-
va (p>0,05) na duragdo da motilidade entre
as taxas de diluigao testadas na ativagao do

Tabela III. Valores médios de motilidade
(%) do sémen criopreservado com o
crioprotetor metanol, em fun¢do dos
tratamentos estudados. (Mean values of motility
(%) of sperm cryopreserved with methanol
cryoprotector according to the treatments studied).

Tabela 1V. Valores médios de duragdo de
motilidade (s) do sémen criopreservado com
o crioprotetor metanol, em funcdo dos
tratamentos estudados. (Average duration of
motility (s) of sperm cryopreserved with methanol
cryoprotector according to the treatments studied).

TD Concentragédo ativadores mM S
30 99 183 293

TD Concentragédo ativadores mM S
30 99 183 293

1:2 450 28,0 28,0 25,0 ns
1:4 48,0 38,0 250 19,0 ns
1:6 60,02 43,0 30,0®® 15,0° p<0,05
1:8 38,0 43,0 20,0 13,0 ns
S ns ns ns ns

1:2 30,7 39,0 38,0 24,0 ns
1:4 33,0 380 250 19,0 ns
1:6 38,0 420 27,0 21,0 ns
1:8 40,0 45,00 30,0 17,0° p<0,05
S ns ns ns ns

TD: Taxa de diluigao; S: Significancia.
ab|_etras distintas namesmalinhaindicam diferencga
significativa (p<0,05) pelo teste de Duncan.

TD: Taxa de diluigdo; S: Significancia.
ab|_etras distintas namesmalinhaindicam diferenga
significativa (p<0,05) pelo teste de Duncan.
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sémen criopreservado com o crioprotetor
metanol.

CONCLUSAO

Pode se observar através deste trabalho,
que ativadores contendo altas osmolari-
dades podem proporcionar menores taxas e
duracao damotilidade em s€émen de curimba
(Prochilodus lineatus) criopreservado com
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