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RESUMO

Em trés experimentos, avaliou-se a sensibilidade dos espermatozoides de dourado (Salminus brasiliensis) a
diferentes solucdes crioprotetoras. No experimento 1, o s€émen foi diluido, 1:10, em 12 solugdes (quatro
diluidores x trés crioprotetores — dimetilsulfoxido (DMSO), metilglicol ou glicerol). Metade de cada amostra
foi resfriada por uma hora e a outra, criopreservada. A motilidade espermatica foi avaliada imediatamente apos
a diluicdo e apos o resfriamento em todas as amostras e, apds o descongelamento, apenas nas amostras
criopreservadas em DMSO. No experimento 2, o sémen foi diluido, 1:5, em cinco solu¢des contendo DMSO e
resfriado, criopreservado e avaliado como no experimento 1. No experimento 3, o sémen foi diluido, 1:5, em
quatro solugdes contendo DMSO e criopreservado e avaliado quanto a motilidade e a fertilidade. Quando o
sémen foi diluido 1:10, observou-se motilidade acima de 58% em todas as amostras resfriadas em DMSO e em
NaCl-tris-metilglicol. Baixa motilidade foi observada nas amostras resfriadas nas outras combinagdes com
metilglicol (5-32%) ou glicerol (0-8%) e naquelas criopreservadas (16-20%). Todas as amostras diluidas 1:5
apresentaram motilidade de 65-72% apds o resfriamento e de 45-66% ap6s o descongelamento (experimentos 2
e 3). As taxas de eclosdo produzidas com sémen criopreservado, entretanto, foram baixas (17-23%) em relagdo
ao sémen fresco (60%).
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ABSTRACT

The sensitivity of dourado (Salminus brasiliensis) spermatozoa to different cryoprotectant solutions was
evaluated in three experiments. In experiment 1, semen was diluted, 1:10, in 12 solutions (four extenders x
three cryoprotectants - dimethylsulphoxide (DMSO), methyglycol, or glycerol). Half of each sample was
refrigerated for one hour while the other half was cryopreserved. Sperm motility was immediately assessed
after dilution and after refrigeration in all samples, and after thawing in those cryopreserved in DMSO. In
experiment 2, semen was diluted, 1:5, in five solutions containing DMSO, refrigerated, cryopreserved, and
analyzed as in experiment 1. In experiment 3, semen was diluted, 1:5, in five solutions containing DMSO,
cryopreserved and evaluated for motility and fertility. When semen was diluted 1:10, motility higher than 58%
was observed in all samples refrigerated in DMSO and in NaCl-tris-methylglycol. Low motility was observed
in samples refrigerated in the other combinations of methylglycol (5-32%) or glycerol (0-8%) and in those
cryopreserved (16-20%). All samples diluted 1:5 yielded motility of 65-72% after refrigeration, and 45-66%
after thawing (experiments 2 and 3). The hatching rates produced with cryopreserved semen, however, were
lower (17-23%) compared to fresh semen (60%,).
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INTRODUCAO pode atingir mais de um metro de comprimento.

A reproducdo ocorre de novembro a fevereiro,

O dourado, Salminus brasiliensis, ¢ um peixe de quando individuos dessa espécie realizam
grande porte, pertencente a bacia do rio Grande e migracdes reprodutivas em um fendémeno
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conhecido como piracema (Guia..., 2000). O
dourado tem alto valor econdmico e, por isso, €
bastante visado pelos pescadores. Devido as
modificagdes ambientais provocadas pelo
homem, como a poluigdo da 4gua, o
desmatamento e a construgdo de barragens, além
da pesca e da captura em época de desova, a
populagdo de dourados, assim como a de varias
outras espécies de peixes no Brasil, vem
diminuindo  gradativamente  (Carolsfeld e
Harvey, 1999).

Com base nesses fatos, torna-se imperiosa e
urgente a adogdo de praticas de conservagdo
genética. A constituicdo de bancos de
germoplasma de espécies ameagadas tem sido
uma medida eficiente adotada em varios paises,
pela sua relativa simplicidade e pelo baixo custo
de implantagdo e de manutengdo. Sua eventual
utilizacdo na restauracdo da variabilidade
genética de estoques debilitados e sob ameaca de
extingdo iminente faz desta tecnologia uma
poderosa ferramenta de conservagdo de recursos
genéticos de peixes (Viveiros e Godinho, 2009).

A criopreservagdo do sémen ¢ uma técnica que
exige solucdo crioprotetora adequada e taxas de
congelamento e de descongelamento Otimas
(Viveiros, 2005). As solugdes crioprotetoras sdo
compostas por um diluidor e um crioprotetor
intracelular, com a fun¢do de prevenir as
crioinjirias dos espermatozoides durante os
procedimentos de congelamento e de
descongelamento, além de manter os
espermatozoides imoveis durante 0
armazenamento. Os diluidores podem ser
solugdes simples a base de NaCl ou de glicose,
ou solucdes mais complexas numa combinagao
de varios sais e acucares, como o diluidor
Beltsville Thawing solution (BTS®, Minitub®) e
a agua de coco (Viveiros e Godinho, 2009). O
crioprotetor intracelular mais testado e que tem
proporcionado bons resultados em espécies
nativas ¢ o dimetilsulféxido (DMSO). Mais
recentemente, o metilglicol foi testado em
algumas espécies como crioprotetor e produziu
resultados semelhantes e, as vezes, até superiores
ao DMSO em sémen de piracanjuba Brycon
orbignyanus (Maria et al., 2006b), pirapitinga
Brycon nattereri (Oliveira et al., 2007) e curimba
Prochilodus lineatus (Viveiros et al., 2009).

Diversas metodologias de criopreservagio de
sémen de peixe tém sido testadas em varias
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espécies, embora o grau de sucesso seja muito
variavel. A qualidade espermatica tem sido
avaliada frequentemente, apenas em termos de
motilidade apds o descongelamento. No entanto,
a capacidade de fertilizacdo ¢ o pardmetro mais
importante a ser avaliado, embora ovocitos de
boa qualidade nem sempre estejam disponiveis.
As taxas de fertilizagdo obtidas com sémen
criopreservado estdo, cada vez mais, se
aproximando das observadas com sémen fresco
(Ribeiro ¢ Godinho, 2003; Viveiros ¢ Maria,
2008; Viveiros et al., 2009).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de avaliar a sensibilidade de espermatozoides de
dourado a diferentes solugdes crioprotetoras
compostas por diluidores simples ou mais
complexos, combinados aos crioprotetores
intracelulares DM SO, metilglicol e glicerol.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido durante a piracema,
nos meses de janeiro e fevereiro de 2005 e de
2006. Utilizou-se o sémen de 11 machos de
dourado, Salminus brasiliensis, oriundos da
Estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura de
Furnas Centrais Elétricas, municipio de Sdo José
da Barra, MG, ¢ uma fémea e um macho
provenientes da Estacdo de Piscicultura da
Companhia Energética de Minas Gerais,
municipio de Itutinga, MG. Dos reprodutores
capturados com rede de arrasto, em tanque de
terra, foram selecionados aqueles que liberavam
sémen sob leve massagem da cavidade
celomatica no sentido craniocaudal. Depois de
pesados, os machos receberam dose unica de
extrato bruto de hipéfise de carpa (Img/kg de
peso corporal), para facilitar a coleta do sémen.
O sémen foi coletado em tubos de ensaio
graduados e estéreis, e mantido a 4-6°C, durante
as andlises. As amostras de sémen de cada
macho foram observadas sob microscépio de luz,
descartando-se as que apresentavam motilidade
espontanea (autoativagdo) por contaminagdo com
agua ou urina. A motilidade do sémen foi
avaliada apds ativacdo com NaCl 50mM (1
sémen:5 ativador; Maria et al., 2006a) e estimada
como porcentagem de espermatozoides moéveis
em relagdo ao total observado. A concentragdo
espermatica foi estimada por meio de uma
camara hematimétrica Neubauer Improved.
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O botijado de vapor de nitrogénio, conhecido
como dry shipper' foi utilizado como congelador
de sémen.

No experimento 1, foi avaliado o efeito de
diferentes solugdes crioprotetoras na motilidade
espermatica do sémen, apds o resfriamento ¢ a
criopreservagdo. Foram preparadas 12 solugdes
compostas pela combinagdo de quatro diluidores
e trés crioprotetores. Os diluidores testados
foram: NaCl 154mM, NaCl 200mM, NaCl
200mM-tris e BTS™ glicose 4%, citrato de sodio
0,63%, EDTA 0,13%, sulfato de gentamicina
0,025%, NaHCO; 0,13%, KCl 0,08%). Os
crioprotetores  testados  foram: DMSO,
metilglicol e glicerol. O sémen de cada macho
(n=3) foi diluido, 1:10 (s€men:volume final), em
cada uma das 12 solugdes, na proporgdo final de
1 sémen:8 diluidor:1 crioprotetor. Apds a
dilui¢do, metade do volume de cada amostra foi
resfriada (4-6°C) em tubos de ensaio de SmL,
por 1 hora e a outra metade envasada em
palhetas de 0,5mL (n=3 palhetas/solucdo/
macho), vedadas com esfera plastica, congeladas
em vapor de nitrogénio, a -170°C, por 24 horas e
armazenadas em nitrogénio liquido. Uma
amostra de sémen de cada macho foi resfriada
sem diluicdo e considerada como controle. Em
todas as amostras, a motilidade espermatica foi
avaliada imediatamente apds a dilui¢do e apos
uma hora de resfriamento. Apenas as amostras
congeladas em DMSO foram descongeladas em
banho-maria, a 60°C, por oito segundos, e
avaliadas quanto a motilidade, da mesma forma
descrita para o sémen fresco.

No experimento 2, o s€émen de cada macho (n=3)
foi diluido, 1:5 (sémen:volume final), na
propor¢do 1 s€men:3 diluidor:1 crioprotetor, em
solucdo contendo DMSO e um dos seguintes
diluidores: NaCl 154mM, NaCl 200mM, NaCl
200mM-tris, glicose 277mM ou BTS®. Apés a
dilui¢do, metade das amostras de sémen foi
imediatamente resfriada e a outra, envasada em
palhetas (n=3  palhetas/solucdo/macho) e
criopreservada, como no experimento 1. Uma
amostra de sémen de cada macho foi resfriada
sem dilui¢do e considerada como controle. A
motilidade espermadtica foi avaliada em todas as
amostras imediatamente apos a diluicdo, apds o

'Taylor Wharton, modelo CP 100 - Theodore, EUA.
2Minitub - Tiefenbach, Alemanha.
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resfriamento e apds o descongelamento do
sémen.

No experimento 3, o sémen criopreservado em
diferentes solugdes foi avaliado quanto as taxas
de motilidade e de eclosdo. O sémen de cada
macho (n=5) foi diluido, 1:5, em solugdo
contendo DMSO combinado a um dos seguintes
diluidores: NaCl 154mM, NaCl 200mM, glicose
277mM ou BTS®. O diluidor NaCl 200mM-tris,
por apresentar composi¢do quimica e resultados
semelhantes ao NaCl 200mM, néo foi reavaliado.
Apds diluigdo, o sémen foi criopreservado (n=6
palhetas/solugdo/macho) de acordo com a
metodologia descrita anteriormente. Em todas as
amostras, a motilidade espermatica pds-
descongelamento foi avaliada em trés palhetas de
cada solugdo. Apenas as amostras congeladas em
glicose e em BTS"™ foram usadas para fertilizar
ovocitos. Para isso, uma fémea recebeu duas
doses de extrato bruto de hipéfise de carpa (0,5 e
Smg/kg de peso corporal), com intervalo de 12
horas, para inducdo da desova, seguindo o
protocolo usado na estacdo. O sémen
descongelado foi imediatamente rediluido em
NaCl 200mM, na propor¢do final 1:10. Uma
aliquota de 100uL de sémen rediluido de cada
palheta de cada macho foi misturada em 0,15g de
ovocitos (aproximadamente 200 ovdcitos), ¢ a
fertilizacdo foi iniciada ap6s adigdo de 2mL de
agua dos aquarios em que os reprodutores se
encontravam. Decorridos dois minutos de leve
agitagdo, foram acrescentados mais 10mL de
agua para a hidratacdo dos ovdcitos e deixados
em repouso por mais cinco minutos. Os ovos
foram, entdo, transferidos para incubadoras de
PVC teladas no fundo (Viveiros et al., 2000) e
mantidos em agua com temperatura média de
26°C. Como controle, foi utilizado s€émen fresco
de outro macho, diluido em NaCl 200mM, na
propor¢do 1:200, no inicio ¢ no final desse
experimento, para controlar a qualidade dos
ovocitos. A taxa de eclosdo foi verificada 20
horas apds a fertilizacdo e expressa por: (n° de
larvas x 100)/(n° de larvas + ovos).

Os dados observados estdo apresentados como
médiaterro-padrao e, por serem expressos em
porcentagens, tiveram os residuos de cada
modelo testados quanto a distribui¢do normal. Os
valores que ndo apresentaram distribuicdo
normal foram transformados em arc seno VX e,
entdo, submetidos a analise de variancia. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-
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Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o
pacote computacional SISVAR (Ferreira, 1999).

RESULTADOS

O sémen obtido dos 11 machos de dourado
variou de branco-leitoso a ligeiramente
amarelado, com pouca viscosidade. O volume
seminal médio coletado foi 13,1+32mL e a
concentragio espermatica foi 6,2x10°+1,6x10°
espermatozoides/mL de sémen.

O botijao de vapor de nitrogénio usado como
congelador das amostras de sémen estabilizou-se
a temperatura de -172°C, ap6s o periodo de 270
segundos, resultando na velocidade média de
congelamento de -44,1°C/minutos, entre +26°C e
-172°C.

No experimento 1, as amostras de sémen diluidas
nas solugdes contendo DMSO como crioprotetor
e resfriadas por uma hora apresentaram as
maiores taxas de motilidade espermatica,
semelhante ao sémen ndo diluido (controle)
(Tab. 1). Quando o sémen foi diluido nas
solugdes que continham metilglicol ou glicerol,
houve reducdo na motilidade espermatica, com
excecdo do sémen diluido em NaCl 200mM-tris

combinado ao metilglicol (73%). O sémen
criopreservado apresentou baixa motilidade
espermatica apds o descongelamento (16%-
20%).

No experimento 2, ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) na motilidade
espermatica do sémen apoés o resfriamento (65%-
77%) ou apos a criopreservagio (45%-66%), nas
diferentes solu¢des contendo DMSO (Tab. 2).

No experimento 3, as maiores taxas de
motilidade espermatica  (>60%) foram
observadas nas  amostras de  sémen

criopreservadas em glicose e em BTS®, em
relacdo as amostras congeladas nas solugdes da
NaCl (45%-49%; Tab. 3). A capacidade de
fertilizagdo dos espermatozoides apds o
descongelamento foi reduzida (17%-23%) em
relacdo ao sémen fresco (60%). A partir do valor
médio da concentragdo espermatica estimada no
sémen dos dourados utilizados  nesse
experimento, a relacdo espermatozoide:ovocito
utilizada na fertilizagdo foi calculada em
28,7x10° espermatozoides criopreservados por
ovécito e 1,4x10° espermatozoides frescos por

ovocito.

Tabela 1. Motilidade espermatica (médiaterro-padrdo) do sémen de dourado diluido 1:10 (s€émen:volume
final), em diferentes solugdes ¢ avaliado imediatamente apos a diluigdo (fresco), apds uma hora de

resfriamento e apds o descongelamento

(Clr(;f,)}:)r otetor Diluidor Motilidade espermatica (%)
Fresco’ Resfriado’ Criopreservado®
DMSO NaCl 154mM 80+8a 58+8a 16 £9a
NaCl 200mM 80+5a 73+8a 20+5a
NaCl 200mM-tris 60+16a 78+3a 16+9a
BTS"! 90+0a 78+5a 16+9a
Metilglicol NaCl 154mM 38£16b 54+2b -
NaCl 200mM 624+19a 32423b -
NaCl 200mM-tris 80+5a 734+5a -—-
BTS®! 60+13a 21+8b
Glicerol NaCl 154mM 20+3b 0+1b -—
NaCl 200mM 38+19b 8+8b -
NaCl 200mM-tris 25+8b 7£1b ---
BTS®! 48+20b 0+1b
Sémen fresco nio diluido 85+3a 87+3a -

Meédias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si (P<0,05; Scott-Knott).
'Glicose 4%, citrato de sodio 0,635%, EDTA 0,13%, sulfato de gentamicina 0,025%, NaHCO; 0,13%, KCl1 0,08%.

n=3 machos.
n=3 machos x 3 palhetas.
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Tabela 2. Motilidade espermatica (médiaterro-padrao) do sémen de dourado apds diluigcdo (fresco),
resfriamento (1 hora) e criopreservacdo, em diferentes solugdes crioprotetoras contendo DMSO (dilui¢ao

1:5)
Diluidor _ Motilidade fespezl“rnética (%)* : .
Fresco Resfriado Criopreservado
NaCl 154mM 68+9 65+10 66+9
NaCl 200mM 72£5 72+6 53+11
NaCl 200mM-tris 70+6 7243 45+11
Glicose 277mM 78+5 77+3 47+16
BTS"' 7343 7045 50+17
Sémen fresco ndo diluido 87+3 8343 ---

*Médias nao diferiram entre si pelo teste F (P>0,05).

'Glicose 4%, citrato de sodio 0,635%, EDTA 0,13%, sulfato de gentamicina 0,025%, NaHCO; 0,13%, KCl1 0,08%.

n=3 machos.
n=3 machos x 3 palhetas.

Tabela 3. Motilidade espermatica e taxa de eclosdo (médiaterro-padrio) do sémen de dourado
criopreservado em diferentes solugdes contendo DMSO (diluigdo 1:5)

Diluidores Motilidade espermatica’ (%) Eclosdo’ (%)
NaCl 154mM 45+8c
NaCl 200mM 49+3c
Glicose 277mM 61+3b 23+4b
BTS"™! 64+2b 17+4b
Sémen fresco diluido® 99+1a 60+6a

Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
'Glicose 4%, citrato de sodio 0,63%, EDTA 0,13%, sulfato de gentamicina 0,02%, NaHCO; 0,13%, KCI 0,08%
n=1 macho x 2 repeti¢des no inicio x 2 repeti¢des no final da fertilizacéo.

3n=5 machos x 3 palhetas.

DISCUSSAO

A velocidade de congelamento oOtima, para
células espermaticas, varia entre -1 e -10°C/min,
para sémen humano (Henry et al., 1993) a -
100°C/min, para sémen de touro (Woelders,
1997). O botijao de vapor de nitrogénio utilizado
neste trabalho apresentou velocidade de
congelamento de -44,1°C/min, entre +26° e -
172°C, estando dentro dos limites de -10° a -
50°C/min, recomendados por Harvey e
Carolsfeld (1993). No mesmo tipo de botijdo, ja
foi registrada taxa de congelamento de
45°C/min entre +8° e -150°C (Carolsfeld et al.,
2003). O uso do botijdo de vapor de nitrogénio
como congelador de sémen de dourado foi
satisfatdrio.

A qualidade do sé€men ap6s os processos de
congelamento e de descongelamento depende do
tipo e da concentragdio do crioprotetor
intracelular, da sua combina¢do com diferentes
diluidores e da taxa de dilui¢do utilizada. Neste
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estudo, a sensibilidade dos espermatozoides
submetidos a diferentes solugdes crioprotetoras
foi avaliada com base na motilidade espermatica,
apos uma hora de exposicdo, pois esse periodo
foi considerado o tempo necessario para a
manipulacdo do sémen para a criopreservagdo. O
sémen diluido em solugdes crioprotetoras
contendo DMSO, em geral, apresentou as
maiores motilidades espermaticas ap6s uma hora
de exposi¢do e essas foram semelhantes as
motilidades observadas no s€émen ndo diluido. O
DMSO ¢ o crioprotetor mais utilizado na
criopreservacdo de sémen de varias espécies de
peixes tropicais, inclusive em dourado (Coser et
al., 1984; Carolsfeld et al., 2003). O uso do
metilglicol como crioprotetor foi testado
anteriormente ¢ proporcionou resultados iguais
ou superiores ao DMSO, na criopreservagdo de
sémen de piracanjuba, B. orbignyanus (Maria et
al., 2006a,b), de pirapitinga, B. nattereri
(Oliveira et al., 2007) e de curimba, P. lineatus
(Viveiros et al., 2009). No dourado, entretanto, o
uso de metilglicol foi eficiente apenas quando as
amostras foram diluidas em NaCl-tris. O glicerol
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foi o Uinico crioprotetor testado que, em todas as
combinagdes com os diluidores, reduziu a
motilidade espermatica imediatamente apds a
diluicdo do sémen. Apesar desse efeito negativo
sobre a motilidade espermdtica do sémen de
dourado, o glicerol foi usado com sucesso na
criopreservacdo de sémen de bagre africano
Clarias gariepinus (Steyn, 1993) e de bagre
europeu Silurus glanis (Linhart et al., 1993).

No presente trabalho foram testados diluidores a
base de NaCl e de glicose. Foi possivel
identificar que as amostras congeladas em
solucdes contendo glicose (glicose 277mM e
BTS®) apresentaram maior motilidade do que
aquelas congeladas em diluidores salinos.
Solugdes simples, constituidas apenas de glicose
5% e DMSO, tém sido usadas com sucesso na
criopreservacdo do sémen de varias espécies
nativas, inclusive do dourado (Carolsfeld et al.,
2003). A solugio comercial BTS® foi
desenvolvida como diluidor de sémen de suino.
Essa solu¢do possui 80% de glicose na sua
composicdo ¢ tem sido utilizada como diluidor
na criopreservagdo em varias espécies de peixes
nativos, como a piracanjuba, B. orbignyanus
(Maria et al., 2006a) e a curimba, P. lineatus
(Viveiros et al., 2009), dentre outras. Esse ¢ o
primeiro relato do uso do BTS® como diluidor de
sémen de dourado.

A taxa de diluicdo sémen:solugdo crioprotetora
afeta a motilidade espermatica apés a
criopreservacdo. As diluigdes utilizadas variam
entre autores e entre espécies de peixe. No
presente estudo, as maiores motilidades foram
observadas nas amostras diluidas na proporgdo
de 1:5, em relagdo as amostras diluidas 1:10
(sémen:volume final). Em estudos anteriores
com a mesma espécie, a taxa de diluigdo 1:5
(sémen:volume final) foi utilizada com sucesso
na criopreservac¢do do sémen (Coser et al., 1984;
Carolsfeld et al., 2003).

Durante a fertilizagdo de ovdcitos de peixes, é
comum a utilizagdo de um excesso de
espermatozoides por ovécito como garantia de
fertilizagdo maxima. Quando o sémen ¢
criopreservado, o numero deve ser ainda maior,
ja que os processos de congelamento e
descongelamento provocam grande mortalidade
dos espermatozoides, além de danificarem suas
estruturas celulares, dificultando a fertilizacdo
(Rodriguez-Martinez e Ekwall, 1998). Neste
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estudo, a proporgio estimada foi de 28,7x10°
espermatozoides congelados por ovocito e de
1,4x10° espermatozoides frescos por ovocito.
Como a taxa de eclosdo obtida com sémen fresco
(60%) foi maior que a obtida com sémen
criopreservado (17%-23%), € provavel que os
espermatozoides  tenham  sofrido  danos
estruturais que, embora ndo tenham reduzido
acentuadamente a motilidade (61%-64%),
dificultaram/impediram o  processo  de
fertilizagdo. O sémen criopreservado de outras
espécies de peixes tropicais tem produzido taxas
de eclosdo dos ovos melhores do que a observada
em dourado (esse estudo) e tem se aproximado
cada vez mais daquelas obtidas com sémen
fresco. Em matrinxa, Brycon cephalus, o sémen
criopreservado proporcionou 68% de
eclodibilidade em relacdo ao sémen fresco
(Ninhaus-Silveira et al., 2006). Em piracanjuba,
B. orbignyanus, observou-se 58%-66% de
eclodibilidade com o sémen criopreservado e
86% com o sémen fresco (Maria et al., 2006a).

Os espermatozoides de dourado resistem melhor
ao processo de criopreservagdo quando diluidos
em solugdo contendo DMSO e um diluidor a
base de glicose. Os espermatozoides foram
altamente sensiveis a exposi¢do ao glicerol, e
este crioprotetor ndo devera ser usado em
solucdes crioprotetoras para o sémen dessa
espécie.
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