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Sémen de Piaractus mesopotamicus foi conserva-
do no diluente regularmente utilizado para peixes, consti-
tuido de 20 % de gemade ovo + 5 % glicose, com 10 % de
dimetil sulféxido (DM SO) (controle) e quatro solugdes uti-
lizadas em dilui¢éo de sémen de suinos: Zorlesco modifica
do (ZOR), BTZOR (desenvolvido na Universidade Esta-
dual de Maringa), Andro-Hepes e Beltsville Thawing
Solution (BTS), todos acrescidos de 0,16g de KCI mais 10
% de glicerol. A motilidade progressiva e o vigor esper-
mético foram superiores no diluente gemade ovo+glicose
(16% e 2,55 pontos, respectivamente) (P>0,05) aos
diluidoresZOR, BTZOR, Andro-HepeseBTS(0,25%¢€0,34

RESUMO

pontos, respectivamente), porém inferior (P<0,05) ao sémen
in natura, (75,00% e 3,40 pontos, respectivamente). A
morfologia espermatica ndo apresentou diferenca entre os
cinco diluentes, mas o percentual médio de espermatozoides
normais e de patol ogias secundériasfoi menor (P<0,05), apos
a descongelacdo, nos cincos diluentes crioprotetores em
relacdo ao sémen in natura. As patologias com maior inci-
déncia foram cauda dobrada e cabeca solta (patol ogias se-
cundéarias) e cauda enrolada e curta (patol ogias primérias).
Os meios para sémen de suino testados neste experimento
ndo se apresentaram eficientes na congelagdo do sémen de
P. mesopotamicus.

PALAVRAS-CHAVE: Aquacultura, crioprotetor, diluidores, dimetil sulféxido, glicerol.

ABSTRACT

SEMEN OF PACU (Piaractusmesopotamicus) CRIOPRESERVED USED DILUENT FOR SWINE SEMEN

The Piaractus mesopotamicus semen was
conserved in thediluent regularly used for fish, constituted
of 20 % egg yolk + 5 % glucose, with 10% of dimethyl
sulfoxide (DM SO) (control) and four solutions used in
dilution of swine semen: modified Zorlesco (ZOR), BTZOR
(developed in the Universidade Estadual de Maringd),
Andro-Hepes and Beltsville Thawing Solution (BTS), all
added of 0.16 g of KCl more 10% of glycerol. The progressive
motility and the spermatic vigor were superior inthediluent
egg+glucose yolk (16% and 2.55 points, respectively)
(P>0.05) to thediluent’'sZOR, BTZOR, Andro-Hepesand
BTS(0.25% and 0.34 points, respectively), however above

(P<0.05) of values observed tothesemen “in nature”, (75.0%
and 3.40 points, respectively). The spermatozoa morphol ogy
was not different among five diluents, but the percentile
medium of normal spermatozoons and with secondary
pathologies was smaller (P<0.05) after the frozen, for the
five diluents cryoprotectant in relation to the semen “in
nature”. The pathologies with larger incidence were
shoehook and tailless (secondary pathologies) and coiled
and short tail (primary pathologies). The diluents used for
swine semen tested in this experiment, were not efficient in
semen freezing of P. mesopotamicus.

KEY WORDS: Aquaculture, cryoprotectant, diluents, dimethyl sulfoxide, glycerol.
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INTRODUCAO

Biotecnol ogias, como acriopreservacéo, que
permitam aotimizacdo nautilizacdo desémen deinl-
meras espécies de peixes sdo constantemente
pesquisadas. A criopreservacdo de sémen de pel-
xes, paraTIERSH & MAZIK (2000), contribuem
naoperacionalizacao eflexibilizacdo dosprogramas
dereproducao.

O pacu (Piaractus mesopotamicus), por
apresentar rusticidade, crescimento precoce e habi-
to alimentar onivoro (CASTAGNOLLI & ZUIM,
1985), mostragrande aceitacdo napisciculturabra-
sileira. O aumento na producdo desta espécie, no
Brasil, justificaaaplicacao de biotécnicas, como a
criopreservacao de sémen, em programas derepro-
ducéo destaespécie.

A qualidade dos espermatozdides criopreser-
vados é defundamental importanciaparao sucesso
nafertilizagdo (JOHNSON et a., 2000). A eficién-
cia de fertilizacdo do espermatozéide pds-
criopreservacao, paraCLOUD (2000), estadireta-
mente rel acionada com a composi ¢&o da solugédo
diluidora. Para o diluidor prolongar a vida de
espermatoziidein vitro, é necessario possuir apro-
priedade de reduzir a atividade metabdlica dos
epermatozdides, sgapor inibidoresquimicosou por
reducéo de temperatura(JOHNSON et a., 2000).
DeacordocomMORRIS & WATSON (1984), as
injUrias causadas pela baixatemperaturasobre os
espermatozdides so classificadas em duas catego-
rias. (a) asdecorrentesdiretamente do resfriamento
ou pelo choque frio, em conseqiiéncia do rgpido
resfriamento; (b) easinjurias causadasindiretamen-
te eindependente dataxaderesfriamento equevéao
semanifestar gpos periodos extensosem baixastem-
peraturas.

A baixatoxidade eaatasolubilidade naagua
S30 requi Sitos essenciai's paraum agente quimico ser
considerado crioprotetor (CHAO & LIAO, 2001).
Dessemodo, crioprotetorescomo o glicerol, metanal,
dimetil sulféxido (DM SO), etileno-glicol, sacarose
entre outros sdo usados com sucesso na
criopreservacao de sémen deinlimeras espéciesde
peixes (DENNISTON et a., 2000; TIERSCH et
al., 2000; CAROLSFELD et al., 2003).
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Basicamente as solugBes diluidoras parasé-
men de suino, como Beltsville Thawing Solution
(BTS), Andro-Hepes, Zorlesco modificado (ZOR),
s80 compostas por glicose e combinagbesdesais,
como citrato e bicarbonato de sddio. Todavia, as
concentragdes de cadacomponente € 0 que deter-
mina o0 seu custo e eficiéncia, como se refere
WOELDERS (1992) comrelagéo ao BTS, suge-
rindo ser este o diluidor parasémen preferido na
inseminacdo artificial desuinos, por conter um nd-
mero limitado deingredientes e conseqlientemente
ummenor custo. O sémendesuinodiluidoemZOR
eutilizado nainseminacdo deleitoas apresentou me-
Ihoresindicesreprodutivos, como menor indicede
retorno do cio e maior nimero médio de |eitbes
nascidos, do que os semens diluidosem BTS e
BTZOR (VASCONCELOSet a., 2001).

O objetivo deste experimento foi comparar
quetro diluidores nacongel acdo do sémen de suinos
—BTS, Andro-Hepes, ZOR e o mel o desenvolvido
no Laboratério da Universidade Estadual de
Maringa(BTZOR) —e o diluente maisutilizado na
congel agdo de sémen de peixes neotropicais (con-
trole) naconservacao do sémen de pacu.

MATERIAL EMETODOS

Realizou-se experimento naEstagdo de Pis-
cicultura da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), Maringd, Parang, juntamente com o L abo-
ratério de Reproducdo Animal daUEM.

Osanimaisforam selecionadosnoviveirode
reprodutores, apdsliberacdo de sémenaumaleve
compressdo abdominal (WOYNAROVICH &
HORVATH, 1983) e, em seguida, levados ao la-
boratorio paraserem induzidos areprodugdo. No
total selecionaram-se doze machos de P. meso-
potamicus.

Efetuou-seainducdo hormona em dose tni-
cade solugdo com 2,5 mg de extrato de hipofisede
carpalkg, mantendo-se os peixesem doisaquarios
de manipulagdo (doisanimaisem cada/por repeti-
¢do) com umacolunad’ dguade 50 centimetrose
fluxo constante, apresentando de5 a6 mg/L de oxi-
géniodissolvido, atemperaturade 25+1,5°C.
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Colheu-se 0 sémen de cadaanimal por meio
deumaseringaplésticade3mL do orificio urogenitd,
aposleve massagem abdominal, previamente seco
com papel toalhamacia, evitando-se acontamina-
¢ao com &gua, urinaefezes, seguindo asrecomen-
dacOesdeBILLARD et a. (1995). Caso ocorresse
asuspeitade contaminacdo, 0 Sémen eradescarta-
do eoutro anima eumanovaseringaeram utiliza-
dos.

Redlizaram-se asandlisesde motilidade pro-
gressiva, vigor espermatico e morfologia dos
espermatozdides com o sémen fresco e pos-des-
congelado. Sémen de animaisem que osespermato-
z0ides possuiam motilidade abaixo de 70% foram
descartados. Os procedimentos paraandlisedo sé-
men sdo descritos a seguir, de acordo com
SORENSEN Jr. (1979), adaptados para peixe.

Quanto & motilidade progressiva e vigor
espermatico, em umalaminade microscopiadtica
foi diluidaumagotasémen com oito gotasde &gua,
levando-se a0 microscopio de contrastedefasecom
objetivade 40x eavaliadas, por método subjetivo,
ambasasvariaveis. Paramotilidade progressiva, uti-
lizou-se escore de 0% a 100% e, para vigor
espermético, escore de 0 a5 pontos. Efetuou-se a
diluicdo do sémen com &guadestiladaatemperatu-
raambiente.

No que serefereamorfol ogiados esperma-
tozdbides, paraestaanalise, por amostrade sémen,
produziram-se dois esfregagcos com sémen diluido
em solucdo formol-salinatamponada, naproporcéo
de 1:2000 (sémen:solugdo diluente), osquaisforam
corados pelo método de Rosa Bengala (COHN,
1918) secoselevados ao microscdpio de contraste
defaseparaleturaem objetivade 40x. Contou-se
de 200 a 230 espermatozdides por [amina, classifi-
cando-se as patol ogiasem primarias e secundarias,
segundo HERMAN et al. (1994).

Apdscoletaeandlisede cadaamostrade s&-
men, realizaram-se 0s procedimentos para
criopreservacao. Cadaamostrade sémenfoi dividi-
daem cinco diquotasdemesmo volumeediluidas
naproporcao de 1:3 (sémen/solugdo crioprotetora)
nascinco sol ugdes crioprotetoras, atemperaturaam-
biente(Tabelal).

As amostras homogeneizadas foram
envasadas em paillettes (marca, IMV) de 0,5 mL
identificados e colocados em globl ets plasticos, fi-
xados nasracks e, em seguida, a ocadosno canister
deum botijao com vapor de nitrogénio do tipodry
shipper (Taylor-Wharton, modelo CP 300 dry
shipper), a-16°C estabilizado. Drenou-se 0 nitrogé-
nio liquido, em excesso, do botij&o denitrogénio an-
tesde ser iniciado o processo de resfriamento das
amostras de sémen.

Apbs 24 horasno botij&o deresfriamento dry
shipper, asracks contendo as amostras de sémen
resfriadasforam transferidasparao botijéo denitro-
génio liquido paraestocagem (MVE, modelo CP-
34) a -196°C, onde permaneceram por noventadias,
sendo verificado, periodicamente, o nivel denitrogé-
nio.

Completado o tempo de estocagem estabel e-
cido, os paillettes foram descongel ados, um aum,
atravésdaimersdo em banho-maria(45°C), durante
cinco segundos, sendo previamentefriccionadosen-
treasmaos por trés vezes seguidas paradepois se-
rem avaliados os parametros esperméticos previa-
mente descritos — motilidade progressiva, vigor
esperméti co e morfol ogiados espermatozoides.

O delineamento experimenta foi deblocosao
acaso, testando-se doze vezes (tempo) as cinco so-
lugBescrioprotetoras, etestando-se doze vezes (tem-
po) 0 sSémenin natura quanto asuaefetividade na
criopreservagao dos espermatozoides através das
variaveismotilidade progressiva, vigor espermético
emorfologia, condderando-secadaanima umauni-
dade experimental. O model 0 estatistico proposto
fa:

Yijk=p+S +Tj+eijk

Yij = observagdo do animal (k) querecebeu otrata-
mento (i) notempo (j);

U =constantegeral;

S =efeitodotratamento (i);

Tj = efeito do tempo (j);

STij =interagéo entreotratamento (i) comotempo j);

elj = erro aeatdrio associado aobservacdo do ani-
mal (k) no tempo (j) que recebeu o tratamento

0}
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Asvariaveis motilidade progressiva, vigor
espermético e morfol ogiados espermatozéidesfo-
ram comparadas por meio do teste de Tukey com

nivel de 5% designificancia. Paratodasasandises
realizadas utilizou-se o programaestatistico SAS
(1992).

TABELA 1. Composic&o das solugdes diluidoras gema de ovo+glicose+DM SO (controle), BTS, ZOR, BTZOR eAndro-
Hepes acrescidos do agente crioprotetor, utilizados para congelar sémen do P. mesopotamicus.

Componentes SolugBes diluidoras

Gemadeovo+glicose® BTS ZOR® BTZOR® Andro-Hepes
Gemadeovo (ml)? 2
Glicose(g) 5 37 15 24 %
Citrato de sodio diidratado (g) 6 11,65 48 80
Bicarbonato de sédio (g) 125 175 150 12
EDTA%(g) 125 235 180 24
TRIS¥(g) - 650 350
Cloreto de potéssio (g) 091 0,16 056
PenicilinaG sodica(g) 1,00 1,00 1,00
Diidrosteptomicina(g) 1,00 1,00 1,00
Acido citrico (g) - 410 200
BSA-V“(g) - 500 300 25
Cisteina(g) - 007 004
Hepes (g) 90
Aguadeionizada (ml) 100 1000 1000 1000 1000
Glicerol (ml) 100 100 100 100
DMSO3(ml) 10

1. Semacamadaperivitelinica;2. EDTA: etilenodiamino teracetato; 3. TRIS: hidroxi-metil-aminometano;
4. Sorofetal bovino; 5. Dimetil-sulféxido; 6. World FisheriesTrust; 7. Beltsville Thawing Solution;
8. Zorlesco modificado; 9. Meio desenvolvido no Laboratério daUEM.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Nenhum dosmeiosdiluidoresparasuinostes-
tados neste experimento —BTS, ZOR, BTZOR e
Andro-Hepes— proporcionaram val ores superiores
a0,27% paraamotilidade progressivae 0,34 pon-
tos para o vigor espermatico, significativamente
(P<0,05) inferior ao controle (gemadeovo + glicose
+ DM SO), em queamoatilidade progressivaeo vi-
gor esperméatico médio foram 16,12% e 2,55 pon-
tosrespectivamente (Tabela 2). A motilidade pro-
gressivade 16,12% obtidano meio diluidor controle
foi inferior aos 52% encontrados por BEDORE
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(1999), em estudo de sémen de P. mesopotamicus,
utilizando o mesmo meio paradiluir o sémen. Con-
Siderando-se o0 sémenresfriado a4°C por 24 horas
em BTSassociado a0 DM SO de espéciescomo P.
mesopotamicus (MILIORINI et al., 2002),
Leporinus obtusidens (MURGAS et al., 2002) e
Prochilodus lineatus (FRANCISCATTO et 4.,
2002), amotilidade média obtidafoi de 62,50%;
85,00% e 92,00%, respectivamente. A correlacéo
dos resultados obtidos neste experimento com 0s
citadosantes sugere ahipotese de que o glicerol te-



Sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus) criopreservado com diluentes utilizados para sémen de suinos

293

nha sido a causa da baixa motilidade e vigor
esperméti co observados pos-descongel agdo como
sémen de P. mesopotamicuscongeladoem BTS.
Muito emborao glicerol jatenhasido detecta
do no plasmaseminal de algunstelebdsteos, edai a
suautilizaggo como crioprotetor de sémen depeixes
declimafrio (CIERESZKO et a., 2000), osdados
destetrabaho demonstram que este crioprotetor néo

foi eficiente namanutencdo das caracteristicas semi-
nais do sémen de P. mesopotamicus.
CAROLSFELD et d. (2003) sugerem, paracongel a
¢&0 do sémen de cinco espéciesde Caracidae, dentre
elas, 0 P. mesopotamicus, o dimetil sulféxido (DM SO)
COMO O crioprotetor, 0 quecorroboracom osresulta:
dosencontrados nestetrabal ho.

TABELA 2. Médiaseerro padréo de motilidade progressivaevigor espermético, verificados em sémen de P. mesopotamicus
in natura e pos-descongel acdo nas solugdes crioprotetora gema de ovo-glicose, BTS, ZOR, BTZOR e Andro-Hepes.

Tratamentos Pardmetros qualitativos
Motilidade progressiva (%) Vigor espermético (pontos)

In natura 75,00+0,77A 3,40£0,12A
Gemade ovo+glicose 16,12+0,77b 2,55+0,12b
BTS 0,23+0,77c 0,27+0,12d
ZOR? 0,32+0,77c 042+0,12c
BTZOR® 0,27+0,77c 045+0,12c
Andro Hepes 0,15+0,77c 0,25+0,12c

L etras diferentes namesma colunaindicam diferencasignificativa (P<0,05);
1. Beltsville Thawing Solution; 2. Zorlesco modificado; 3. Meio desenvolvido no Laborat6rio daUEM.

Apesar de ndo terem sido encontrados tra-
balhos com congel acéo de sémen de peixescom os
meios diluidores ZOR, BTZOR e Andro-Hepes,
grande parte de seus componentes € comumente en-
contradacompondo meios paracongel acdo de s&-
men depeixes. O Tris(Hidroximetil aminometano),
juntamente com o cloreto de potéssio (KCl), com-
pdem mel os eficientes nacriopreservagéo do semen
de esturj&o siberiano (Acipenser baeri) (GLO-
GOWSKI et al., 2002). Do mesmo modo, 0 KClI,
0 Hepeseo soro albuminadebovino (BSA) fazem
parte de um diluidor amplamente utilizado em sal -
mé&o, comoqual LAHNSETEINER et al. (19963,
b; 1997) desenvolveram estudos com crio-
preservacdo do sémen destaespécie. Detodo modo,
JOHNSON et a. (2000) afirmaram que 0s compo-
nentes congtituintes de um meio diluente sdo impor-
tantesparaassegurar o pH, forcaionica, tipo deions
e pressao osmaoticado sémen de cada espécie ani-
mal. Assim sendo, as concentragdes dos sais pre-
sentes nos meios parasuinos podem ter sido preju-
diciais aos espermatozoides de peixes.

Assmcomo ndo houvediferencasignificativa
entretratamentose o controle (P>0,05) em relacdo
a0 percentual de espermatozoidesnormais, comre-
lag&o apresencade patol ogia primérias e secundé-
riastambém n&o ocorreram (P>0,05) diferencasen-
tre ospercentuais de patol ogias primarias. No con-
troleocorreu tendénciade médiamaisfavoravel em
rel acdo aostratamentos, em ambasasvariaveis. No
entanto, no sémenin natura verificaram-seindices
percentuais maiores (P<0,05) de espermatozoides
normaise menores (P<0,05) depatologiasprimarias
em relagdo atodos ostratamentostestados, inclusi-
ve ao controle (Tabela 3). Com relacdo as patolo-
giassecundérias, também ndo houvediferencasigni-
ficativa(P>0,05) entre ostratamentosetambémem
relacéo ao controle. Todavia, osindicesmédiosob-
tidos paratodos ostratamentos e o controle apdsa
descongel agcéo foram menores (P<0,05) que o ob-
servado no sémen in natura (Tabela 3).

Segundo LAHNSTEINER et al. (1996b), a
formagdo decristaisdegelointracelular eaingtabili-
dade namembranacd ular causaram tambémingtabi-
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lidade naosmorregul acdo das cél ul as esperméticas,
provocando apresencade 16% de espermatozdides
normais, observado em sémen de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). No presentetrabalho com
P. mesopotamicus, os valores percentuais médios
observadosforam menoresem todos ostratamentos
—BTS(10,99 %); ZOR (10,79 %), BTZOR (10,83
%) e Andro-Hepes (9,65 %) e controle (12,79 %).
TADDEI et d. (2001), trabalhando com Diplodus
puntazzo, constataram que aosmorregul agéo celular
pode ser prejudicada quando h& exposicdo dos
espermatozoides em sol ugdes crioprotetoras, resul -
tando primeiro noinchamento dacabegaou dacauda
do espermatozdide e em um segundo momento cau-
sar injuriasem organe asintracel ulares. Este quadro,
deacordo com osautorescitados, podedeterminar a

perdadefunciondidade damitocondriaeefusdo da
crométinanud ear, resultando em espermatozdidesde-
feituosos ou mortos. 1sso pode ser aplicado neste
estudo, afim de se elucidar o nimero elevado de
espermatozdides com patol ogias priméarias, apds so-
frerem aexposi ¢do ascinco solugdesdiluidoraspara
posterior criopreservacdo. Para TADDEI et al.
(2001), asinjuriasnos espermatozoides 8o motivar
daspeaexposi ¢éo asolucio crioprotetorag/ouabaixa
temperaturado processo de criopreservagao, espe-
cid mente no estégio de pré-congelamento. Osesper-
matozdides, quando submetidosacriopreservacao,
estdo sUjeitosao estresseresultante dainteragdo &gua
esolucdo, quesurgepelaformacéo decristaisdegelo
(HOLT, 2000), podendo causar dano estrutural ou
até mesmo amorte das cél ulas esperméticas.

TABELA 3. Médias percentuais e erro padréo de espermatozéides normais e com patol ogias primarias e secundarias de P.
mesopotamicus, avaliadosin natura e apds criopreservado nos meios gemade ovo+glicose, BTS, ZOR, BTZOR eAndro-

Hepes.
Tratamentos Espermatozdides
Normais Patologias primarias Patologias secundérias

In natura 20,39+1,26a 36,15+1,49b 4346+1,43a
Gemade ovo+glicose 12,79+1,26b 49,99+1,49a 37,29+1,43b
BTS 10,99+1,26b 52,48+1,49a 36,53+1,43b
ZOR? 10,79+1,26b 52,44+1,49a 36,70+1,43b
BTZOR® 10,83+1,26b 52,03+1,49a 37,14+1,43b
Andro-Hepes 9,65+1,26b 50,79+1,49a 39,56+1,43b

L etras di stintas namesma colunaindicam diferenca (P<0,05);

1Beltsville Thawing Solution; 2. Zorlesco modificado; 3. Meio desenvolvido no Laboratério daUEM.

De um modo geral os tipos de patologias
esperméti cas secundériasmai sfrequientesforam cau-
da dobrada e, em menor nimero, cabega e cauda
solta. Ja, parapatol ogias primarias, asomadas pa-
tologiasde caudadobradafoi ademaior incidéncia
Entretanto, espermatozdides com cauda curta e
corrugada apresentaram registros frequentes. As
anormalidades encontradas neste estudo parecem ser
asmaiscorriqueiras, mesmo NoScasosem que o s&-
menfoi avaliado in natura. Em sémen de curimbat&
(Prochiloduslineatus), estudado por KAVAMOTO
et al. (1999), as patol ogias espermaticas maisfre-
guentesforam caudadobrada, enroladae solta. Em
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outro estudo, também com P. lineatus, STREIT et
al. (2003) observaram as patol ogias caudadobra-
da, solta, enrolada e quebradae cabega soltacomo
asmaisfreglientes. Ndo existem citagbes sobreané&
lises de patol ogias de sémen de peixe ef etuadas apos
adescongelagéo, através do método de prepara-
3o de esfregagos. Mas o COLEGIO BRASILEI-
RO DE REPRODUCAOANIMAL (1998) desta-
caesteméodo como fator importante naavaliacdo
quditativado sémen de mamiferos.

A elevadapresencade espermatozdidescom
diferentes patol ogias pode ser atribuidaaexposicéo
destes a solucdo crioprotetorae a congel acéo dos
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espermatozéides. Em mamiferos, de acordo com
HERMAN et a. (1994) e HAFEZ & HAFEZ
(2000), deum modo geral, as patol ogias secundari-
as, como cauda quebrada e solta, além de cabeca
solta, podem estar rel acionadas a preparacdo dos
esfregacos, easanormalidades primériasestéo re-
lacionadas asfa has durante aespermatogénese. En-
tretanto, parapeixes, aorigem detaispatologias sio
desconhecidas, sendo possive, portanto, apenas su-
por amesmaorigem.
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