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Resumo - O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie de grande interesse para a piscicultura brasileira.
Diante desta importancia econdmica e ecoldgica, o tambaqui foi selecionado com uma das espécies aqudticas de maior
interesse para a pesquisa no Brasil. Neste contexto, uma das dreas em ascensdo € a criopreservacdo de s€émen desta
espécie. A dgua de coco em p6 (ACP®) adicionada de crioprotetores internos ji vem sendo testada com sucesso como
diluente na conservaciao de sémen de vdrias espécies, inclusive tambaqui, porém ainda nao foi avaliado o efeito da
adicdo de crioprotetor externo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de gema de ovo (5% e 10%)
como crioprotetor externo de espermatozdides de tambaqui. Para tanto foram utilizados 20 machos induzidos
hormonalmente com estrato pituitdrio de carpa. O sémen foi coletado e formado um pool de sémen a cada cinco
animais, totalizando quatro pools. O sémen de cada pool foi diluido, formando trés tratamentos, todos com solugdo
diluidora ACP®+DMSO 10% acrescido ao ndo de gema de ovo (T1: sem nenhum acréscimo de gema de ovo; T2: com
5% de gema de ovo T2; e T3: com 10% de gema de ovo). O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 ml,
congelado em Dry Shipper por 30 min (-153°C) e posteriormente mergulhado em nitrogénio liquido. Para o
descongelamento, as palhetas foram colocadas em banho maria a 37°C por 30 segundos e sua motilidade analisada em
sistema computadorizado (CASA). A motilidade espermdtica apds o descongelamento do s€men diluido apenas com
ACP®+DMSO foi de 20,3% de espermatozéides méveis, quando foi adicionado 5% e 10% de gema a motilidade
diminuiu significativamente (P<0,05) para 6,5% e 5,7% de espermatozéides méveis, respectivamente. A velocidade
curvilinea foi semelhante nos trés tratamentos (£30u/s; P>0,05). Os resultados demonstram que a adicdo de gema de
ovo ao diluidor de criopreservacio ACP®+DMSO diminui a qualidade seminal ap6s descongelamento do sémen de
tambaqui.

Palavras-Chave: Colossoma macropomum, congelacao de s€men; diluidor; crioprotetor externo

SPERM CRYOPRESERVATION OF TAMBAQUI IN IN POWDERED COCONUT WATER
(ACP™) ADDED OF EGG YOLK

Abstract - Colossoma macropomum is one of the freshwater fish species with the greatest importance in the Brazilian
aquaculture industry. In face of its economic and ecological importance, tambaqui was selected as one of the aquatic
species of greatest interest for research in Brazil. Sperm Cryopreservation of this species is in evidence. The powdered
coconut water (ACP™) added to internal cryoprotectants have been successfully tested as a freezing media to sperm
preservation from several species, including tambaqui, but not yet evaluated the effect of addition external
cryoprotectant. The objective of this research was to evaluate the effect of adding egg yolk (5% and 10%) as
cryoprotectant external sperm tambaqui. Therefore, we used 20 males with hormonally induced stratum carp pituitary.
Semen was collected and formed a pool of semen in five animals, a total of four pools. The semen from each pool was
diluted to form three treatments, each with a diluting solution PCW™ + 10% DMSO added to the non-egg yolk (T1:
no increase in egg yolk, T2: 5% egg yolk T2 and T3: 10% egg yolk). The diluted semen was packaged in 0.5 ml
straws, frozen in Dry Shipper for 30 min (-153 ° C) and then dipped in liquid nitrogen. For thawing, the straws were
placed in a water bath at 37 ° C for 30 seconds and motility analyzed in a computerized system (CASA). Sperm
motility after thawing semen diluted only with PCW™+DMSO was 20.3% motile sperm, which added 5% and 10%
yolk motility decreased significantly (P <0.05) for 6.5 % and 5.7% motile sperm, respectively. The curvilinear velocity
was similar among treatments (+ 30u / s, P> 0.05). The results show that adding the egg yolk extender for
cryopreservation PCW™+DMSO decreases sperm quality after thawing semen tambaqui.

Keywords: Colossoma macropomum, semen freezing; seminal extender; external cryoprotectant.
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INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € um peixe migrador pertencente 4 ordem
Characiformes, nativa da bacia Amazdnica e do rio Orinoco. Entre as espécies dulciaquicolas
brasileiras, o tambaqui representa a maior produg@o na piscicultura, superado apenas pelas espécies
aldctones, tildpia (Oreochromis niloticus) e carpa (Cyprinus carpio) (Recursos..., 2007). Diante da
importancia econdmica e ecoldgica, o tambaqui foi selecionado como uma das espécies aquéticas
de maior interesse para pesquisa no Brasil (Queiroz et al., 2003).

As espécies migratérias dependem de mudangas ambientais sazonais para realizar a
reproducdo. Portanto, s@o particularmente sensiveis as acdes antropicas sobre seu habitat, como a
constru¢do de barragens, agricultura ou urbanizagdo (Carolsfeld et al., 2003). Além disso, os
endocruzamentos realizados na producio em cativeiro estdo levando a diminui¢do da variabilidade
genética dos plantéis (Lopes et al., 2009). Como alternativa, a criopreservacio de sémen de peixes
tem sido estudada como técnica de conservagdo do material genético, a fim de permitir o
intercambio de gametas entre produtores, e a disponibilidade de sémen em periodos menos
favoraveis (Maria et al., 2009).

O sucesso da criopreservacdo depende de muitos fatores, dentre eles a composi¢do do
diluidor, que afeta diretamente a qualidade do sémen pds-descongelamento (Mansour et al., 2006).
Os diluidores para criopreservacdao de sémen sdo compostos por diluente(s) que devem possuir
nutrientes necessarios para a manutengao da célula e carrear os crioprotetores que devem proteger
os espermatozdides dos efeitos maléficos do congelamento.

Os crioprotetores podem ser classificados como: intracelulares (permedveis), indispensaveis
para o sucesso da criopreservacdo, pois atuam desidratando e reduzindo o ponto crioscépio do
interior das células dificultando a formagao de cristais de gelo intracelulares que danificam a célula
e extracelulares (impermedveis) que podem ser ou ndo adicionados ao meio de congelamento, para
auxiliar na protecao celular recobrindo a superficie da célula e estabilizando a membrana (Watson,
1995).

Em estudo de criopreservacdo de sémen de Characiformes, o crioprotetor interno mais
utilizado € o dimetilsulféxido (DMSO), que ja foi testado com sucesso para varias espécies desta
familia (Godinho & Viveiros 2011). Em relacdo ao crioprotetor externo, a gema de ovo de galinha
¢ a mais utilizada, pois a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoproteinas da gema atuam recobrindo a
célula e estabilizando a membrana. Este crioprotetor j4 foi utilizada com sucesso na preservagao de
sémen de Characiformes (Cruz-Casallas et al. 2006; Velasco-Santamaria et al. 2006; Carolsfeld et

al. 2003).
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Uma das inovagdes mais recentes da biotecnologia do sémen de peixe € a utilizagdo de dgua
de coco em p6é (ACP) como meio diluente seminal. Este € um meio natural e estéril composto por
sais, proteinas, agucares, vitaminas, gorduras neutras, além de indutores da divisdo celular e
diversos eletrdlitos, podendo exercer uma acdo benéfica sobre a conservacido celular. A ACP
adaptada para a criopreservacao de sémen de peixes (ACP-104) ja foi testado com sucesso em
varias espécies como Brycon orbignyanus, Prochilodus lineatus, Leporinus obtusidens (Viveiros et
al., 2010), Piaractus brachypomus (Veladsquez-Medina, 2008) e Colossoma macropomum (Vieira,
2010). Portanto a ACP® tornou-se mais uma inovacio tecnolgica como alternativa mercadolégica
para a drea de reproducdo de peixes (Melo et al., 2010a). Em tambaqui o ACP® associado 2
crioprotetores internos ja foi testado obtendo bons resultados de motilidade espermdtica pods-
descongelamento (Vieira 2010), porém ndo foi avaliado o efeito da adicdo de crioprotetores
externos a este diluente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de gema de ovo no diluidor

ACP+DMSO sobre a taxa de motilidade e velocidade dos espermatozdides apds a criopreservagao.

MATERIAL E METODOS

SELECAO DOS MACHOS E COLETA DO SEMEN

Os animais foram selecionados do plantel do Centro de Pesquisa em Aquicultura (CPAqQ)
do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), localizado no municipio de
Pentecoste, Ceard, situando a 3°45°00” de latitude sul e 39°10°24” de longitude oeste. Para
minimizar o estresse da manipulagdo, os animais foram sedados através da exposicdo a solugdo
anestésica contendo Oleo de cravo (Eugenol) diluido em dlcool absoluto 1:10:1000
(eugenol:dlcool:dgua). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de ética para uso de animais da
Universidade Estadual do Ceara (UECE).

Vinte machos adultos (idade superior a trés anos; peso médio 6.12+0.41kg e comprimento
médio 61,95+4,52 cm), aptos a participar do processo reprodutivo, receberam indu¢do hormonal
através da aplicacdo de uma dose de extrato pituitdrio de carpa comum (2mgkg') na base da
nadadeira peitoral. Quatorze horas apds a indu¢do hormonal a papila urogenital dos peixes foi
limpa e enxugada e o s€men, apds leve massagem abdominal, foi coletado em tubos de polietileno
graduados. Imediatamente apds, as amostras seminais foram avaliadas subjetivamente ao
microscopio (400X). Foram selecionadas amostras seminais com auséncia de motilidade apds a
coleta e que, apds a adi¢do de dgua do tanque, apresentaram motilidade espermdtica igual ou
superior a 90%. As amostras selecionadas foram homogeneizadas para a formagao de quatro pools

de sémen (cinco machos por pool). A osmolaridade de cada pool (mOsm kg'l) foi avaliada através
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de osmometro digital de refrigeracdo Peltier (Roebling, Alemanha) e o pH através de papel
medidor de pH. Para a avaliacdo da concentracio espermatica (espermatozéides mL™") utilizou-se a
camara hematocitométrica de Neubauer e, para tal, cada pool foi diluido em solu¢do formol-

citrato-1% na propor¢ao de 1:4000 (s€men:fixador).
CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

Os diluidores testados neste estudo foram gerados a partir da associagdo dos seguintes
componentes:
a) diluente: ACP-104 (pH 7.8; 300 mOsmol);
b) crioprotetor interno: dimetilsulféxido (DMSO na concentragdo de 10%) e

¢) crioprotetores externo: gema de ovo nas concentracdes de 5% ou 10%.

Essa combinacdo gerou trés tratamentos: T1) ACP®+DMSO; T2) ACP®+DMSO+gema5% e
T3) ACP®+DMSO+gema10%. Cada pool de sémen foi subdividido para diluicdo em todos os
tratamentos na propor¢do de 20% sémen e 80% diluidor. Apds a diluicdo as amostras foram
acondicionadas em palhetas plasticas de 0.5 mL, que posteriormente foram vedadas com &lcool
polivinilico. As palhetas contendo o s€émen diluido foram colocadas em vapor de nitrogénio em
Dry Shiper (Taylor-Wharton, CX100; -153°C) por 30 minutos e finalmente mergulhadas em
nitrogénio liquido (-196°C). As amostras congeladas foram transportadas para o Nucleo Integrado

de Biotecnologia (NIB) localizado na Universidade Estadual do Ceard (UECE), Fortaleza, Brasil.
ANALISE DO SEMEN POS-DESCONGELAMENTO

Quinze dias apds a criopreservacdo as palhetas foram retiradas do nitrogénio liquido e
descongeladas a 37°C por 30 segundos. Para a andlise da motilidade espermadtica apds o
descongelamento, um microlitro de sémen foi colocado em camara de Makler® adicionado de
100uL de solugdo ativadora (NaCl 50mM). Esta camara foi colocada no sistema computadorizado
de andlise seminal CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer - 400xaumento, filtro verde, e
posicao pH1) para ser avaliada por meio do software SCA® (Sperm Class Analyzer®). Usando
imagens digitalizadas das células espermadticas, o CASA analisou as propriedades de trajetdria e
velocidade dos espermatozéides. Foi considerada neste estudo a velocidade curvilinear (VCL) que
¢ a velocidade da trajetoria real do espermatozoide (Verstegen et al. 2002) e estd relacionada com a
capacidade fertilizante do s€men de peixes (Viveiros et al., 2010).

ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey, com um nivel de significancia de 0,05% (SAS, 2003).

26

ISSNe 2175-3008 Indexada na base de dados www.sumarios.org



LEITE, et al. Rev. Bras. Eng. Pesca 6(2): 23:29, 2011 Artigo

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais utilizados responderam positivamente a indug¢do hormonal, pois liberaram
espermas mediante massagem abdominal, apés a indu¢do hormonal. O sémen de tambaqui
apresentou coloracdo esbranquicada e aspecto leitoso com volume médio de 4,3+3,1mL por
macho, concentracdo de 19,216,29X109 espermatozdides/mL, pH 8+0.5 e osmolaridade
298,2+11.7 mOsmol. Poucas amostras apresentaram motilidade imediatamente apds a coleta,
indicando que nao houve contaminagdo com 4gua, sangue, fezes ou urina. Este fato, sugere que o
método de coleta de s€émen utilizado foi adequado.

Os dados de motilidade e velocidade espermatica, obtidos pelo CASA, apds o
descongelamento estdo descritos na tabela 1. Foi observado que o sémen tratado com
ACP®+DMSO, sem acréscimo de gema (T1), apresentou uma média de 20,3% de espermatozoides
moveis apds o descongelamento. Esta taxa de motilidade € inferior a relatada por Vieira (2010)
que encontrou motilidade variando de 55-65%, apds o descongelamento do sémen utilizando o
mesmo diluidor (ACP®+DMSO). Essa diferenca pode ocorrer devido as condi¢des de manejo dos
reprodutores que, no presente estudo, passaram por restricdes nutricionais. Porém todos os animais
utilizados neste experimento estavam sujeitos as mesmas condi¢des, e assim, o efeito da adi¢do da
gema de ovo sobre a motilidade espermatica pdde ser observado.

A adicdo de gema de ovo promoveu uma diminuicdo significativa na motilidade espermatica,
apresentando em média 6,5% de espermatozdides méveis no T2 (com 5% de gema), e 5,7% de
espermatozdéides méveis no T3 (com 10% de gema). Vale salientar que a avaliagdo da motilidade
espermatica ficou prejudicada pela presenca de grumos de gema que dificultavam a movimentagao
dos espermatozdides e a visualizacdo dos mesmos.

A motilidade espermatica é, sem duvida, o critério mais utilizado para avaliar a qualidade
seminal, porém, com o advento de métodos computadorizados de avaliagdo da motilidade (CASA),
outros aspectos do movimento espermdtico, que nao podiam ser avaliados por métodos subjetivos,
passaram a ser relacionados com a capacidade fertilizante do sémen (Verstegen et al. 2002). Um
desses aspectos é a velocidade espermatica, principalmente a VCL (velocidade curvilinear) que
apresenta alta correlacdo com a capacidade fertilizante do sémen apds o descongelamento
(Viveiros et al., 2010). Nascimento et. al (2010) utilizaram o CASA para avaliagdo da motilidade e
velocidade espermadtica de pirapitinga (Piaractus brachypomus) apds o descongelamento, e
observaram que a VCL variou entre os diferentes tratamentos.

No presente estudo a VCL ndo foi afetada pela adicio de gema, apresentado valores

proximos a 30um/s em todos os tratamentos (p>0,05) (Tabela 1). Essa estabilidade da VCL
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também foi relatada em trabalhos com (Prochilodus lineatus) cuja velocidade do sémen
descongelado permaneceu proxima & 54 pm/s, quando o s€men foi congelado em ACP® ou solucao
de glicose (Viveiros et al, 2010).

Os resultados deste trabalho demonstram que a adi¢do de gema de ovo ao diluidor
ACP+DMSO diminui a motilidade espermética apds descongelamento do sémen de tambaqui.

Portanto a adicdo deste crioprotetor externo ndo representou maior protecao aos espermatozoides.

Tabela 1: Médias + desvio padrdo da taxa de motilidade e velocidade espermdtica apds o
descongelamento do s€émen de tambaqui em diferentes concentracdes de gema de ovo.

Diluente Crioprotetor  Concentragdo  \y oo de (%) Velocidade (umys)
interno de gema de ovo
ACP DMSO 0% 20,3+1,7° 30,9 +53"°
ACP DMSO 5% 65+1,0° 27,6+7,5"°
ACP DMSO 10% 57+2,1° 30,0 + 4,46°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
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