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RESUMO

O estudo trata da inducdo anestésica, caracterizacdo do liquido seminal, refrigeracdo e
congelacdo do sémen de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. No primeiro capitulo foram
testados 0s anestésicos naturais mentol e eugenol em espécimes adultos objetivando
determinar a concentragdo ideal para manejo de tilapia-do-Nilo. No segundo capitulo, o
liquido seminal da tilapia-do-Nilo foi caracterizado de acordo com 0s seguintes parametros:
volume coletado, que revelou a viabilidade de coleta em volumes suficientes, sem a
necessidade de sacrificar o peixe; concentracdo espermatica, que mostrou relevante variacéo
entre espécimes; pH e osmolaridade, que ratificam as informacgdes presentes na literatura;
tempo de motilidade, que comprovou ser o espermatozoide de tilapia diferenciado quanto a
energia acumulada quando comparado a outras espécies de agua doce; e morfometria da
cabeca do espermatozoide por meio das seguintes medidas: comprimento, largura, perimetro e
area. Também foram registrados quatro pardmetros derivados do formato da cabeca:
elipticidade, rugosidade, elongacdo e regularidade. No terceiro capitulo foi avaliada a
viabilidade do sémen de tilapia-do-Nilo submetido a diferentes diluentes e refrigerado a 4°C.
A avaliacdo foi realizada por meio da taxa de motilidade espermatica determinada pelo
sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Neste, 0 ACP-104, diluente a base de
agua de coco em po, ofereceu melhor taxa de motilidade dos espermatozoides por até 72
horas de estocagem. Esta resposta mostrou que o ACP-104 é um diluente promissor para o
sémen da referida espécie. No quarto capitulo foi avaliado o efeito de diferentes criodiluentes
sobre do sémen de tilapia-do-Nilo pds-descongelacdo, utilizando o software (Sperm Class
Analyser, SCA). Os resultados de motilidade espermatica e de parametros de velocidade do
espermatozoide revelaram que o ACP-104 combinado ao dimetilsulfoxido apresenta-se como
um criodiluente promissor para a criopreservacdo do sémen de til&pia-do-Nilo em longo

prazo.

Palavras chave: Oreochromis niloticus, inducdo anestésica, caracterizagcdo espermatica,
conservacao de gametas.



ABSTRACT

The present study deals with anesthetic induction, characterization of sperm fluid, cooling and
freezing of sperm of the Nile tilapia Oreochromis niloticus. In the first chapter the natural
anesthetics menthol and eugenol were tested in adult specimens aiming to determine the ideal
concentration for handling the Nile tilapia. In the second chapter the sperm fluid of the Nile
tilapia was characterized according to the following parameters: collected volume, which
showed the feasibility of collect in sufficient volume without the need of sacrificing the fish;
sperm concentration, which showed significant variation between specimens; pH and
osmolarity, which confirm the information of the literature; sperm motility time, which
proved that the spermatozoa of tilapia are differentiated concerning accumulated energy when
compared to other freshwater species; and sperm head morphometry, characterized by size
(length, width, perimeter and area) and head shape (ellipticity, rugosity, elongation and
regularity). In the third chapter we evaluated the feasibility of preservation of tilapia sperm
using different extenders and cooled at 4°C. The sperm motility rate was evaluated with the
aid of the Computer-assisted Sperm Analyzer (CASA) System. In this, the ACP-104, media
based on powdered coconut water, showed best sperm motility rate for up to 72 hours after
storage. In the fourth chapter was evaluated the effects of different cryoprotectants on the
post-thaw Nile tilapia sperm, using the software Sperm Class Analyzer (SCA). The results of
the sperm motility rate and sperm velocity parameters revealed that ACP-104 in combination
with dimethylsulfoxide is a promising cryodiluent for Nile tilapia sperm in long-term

conservation.

Key works: Oreochromis niloticus, anesthetic induction, sperm characterization,
conservation of gametes.
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1 CONSIDERACOES GERAIS

Esta Tese de Doutorado apresenta um estudo sobre anestesia de espécimes adultos
de tilapia-do-Nilo, caracterizacdo, refrigeracéo e congelacdo de gametas masculino da mesma
espécie. A tilapia Oreochromis niloticus, espécie de origem africana foi introduzida no Brasil
no inicio da década de 1970, cujo cultivo foi disseminado em todo pais e atualmente ocupa a
primeira posi¢do no ranking nacional de espécies cultivadas.

A motivacdo para realizacdo desse estudo foi a possibilidade de oferecer aos
piscicultores e pesquisadores, ferramentas que possam subsidiar a implantagdo de um banco
de sémen, com vistas ao estabelecimento de programas de melhoramento genético de tilapia-
do-Nilo. Também foi considerada a necessidade do estabelecimento de técnicas que facilitem
seu manejo durante procedimentos laboratoriais, sem prejuizos a sanidade do animal.

A Tese esta apresentada em quatro capitulos. O primeiro descreve os resultados
obtidos em testes de anestesia com espécimes adultos de tilapia. Foram testados dois farmacos
naturais, o mentol e o eugenol, em diferentes concentragdes. Os estagios de anestesia aos
quais os peixes foram induzidos foram devidamente identificados e cronometrados. Também
foram monitorados os intervalos de tempo necessarios para a completa recuperacdo dos
animais. De posse desses dados, foram estabelecidos protocolos de inducdo anestésica de
tildpia-do-Nilo com os referidos farmacos naturais.

O segundo capitulo descreve o sémen da tilapia quanto ao volume coletado, pH e
osmolaridade, objetivando facilitar a formulacéo de diluentes e criodiluentes adequados para a
espécie. O espermatozoide também foi estudado quanto a morfometria da cabeca, informacéo
importante para o0 bom desempenho da fertilizacdo de ovocitos. Ainda nesse capitulo foi
determinada a concentracdo do sémen de tildpia, dado que permite o estabelecimento
adequado da relacdo de sémen/Ovulo. Foi ainda determinado o tempo de motilidade
espermatica, mostrando que a tilapia possui espermatozoides com grande periodo de
motilidade. Essas informacdes podem contribuir para a selecdo de reprodutores como
indicadores de qualidade.

O terceiro capitulo apresenta os resultados obtidos em testes de refrigeragdo do
sémen de tilapia adicionado de diferentes diluentes, com destaque para a agua de coco em pé
(ACP-104). A eficacia dos diluentes foi verificada por meio da taxa de espermatozoides
moveis e pela porcentagem de células com velocidade média e répida. Os resultados obtidos
nesse capitulo apontam o ACP-104 como potencial diluente, para o desenvolvimento de

técnicas de criopreservacdo de células espermaticas de tildpia-do-Nilo e subsidiar o



15

estabelecimento de um programa de melhoramento genético da espécie na regido Nordeste do
Brasil.

No quarto capitulo séo relatados os resultados da congelacdo do sémen de tilapia-
do-Nilo utilizando os diluentes glicose, ACP-104, ringer e sacarose combinados aos
crioprotetores DMSO (dimetilsulfoxido) e DMA (dimetilacetamida). Nesse capitulo, a
eficdcia do criodiluentes € verificada atraveés da taxa de motilidade espermatica e de
parametros de velocidade do espermatozoide.

O objetivo geral desta Tese foi desenvolver protocolos para fornecer tecnologias
na area de manejo e conservacdo de células espermaticas de tilapia-do-Nilo, Oreochromis
niloticus utilizando diluentes a base de &gua de coco em pd (ACP-104). Os objetivos
especificos dessa Tese foram: determinar a concentracao recomendada dos farmacos naturais
mentol e eugenol para anestesia de espécimes adultos de tilapia-do-Nilo, caracterizar o sémen
de tilapia-do-Nilo e testar o ACP-104 como diluente para manutencdo das células
reprodutivas masculinas em refrigeracdo, bem como verificar a eficdcia do ACP-104

adicionado de diferentes crioprotetores.
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CAPITULO 1 - MENTOL E EUGENOL COMO ANESTESICOS PARA TILAPIA-
DO-NILO, Oreochromis niloticus

Este capitulo apresenta a utilizacdo de farmacos naturais mentol e eugenol como
anestésicos, e os resultados obtidos para indugdo ao estagio de anestesia adequado para
facilitar o manejo de espécimes adultos de til&pia-do-Nilo.

2.1 INTRODUCAO

O objetivo da disseminacédo das tilapias pelo mundo, originalmente, foi a criacéo
de peixes para subsisténcia em paises em desenvolvimento, no entanto devido a sua facilidade
de reproducdo, rusticidade, tolerancia a ampla variacdo de qualidade de agua, salinidade e
temperatura além de boa aceitagdo no mercado (KHAW; PONZONI; DANTING, 2008). Este
grupo de peixes perde somente para as carpas em termos de producdo mundial (FAO, 2008).

Tilapia é a denominacdo comum de grande parte das espécies pertencentes a
familia Cichlidae, sdo oriundas da Africa, e distribuem-se originalmente do centro-sul da
Africa até o norte da Siria (POPMA; PHELPS, 1998). Sdo amplamente cultivadas em mais de
100 paises das regides tropical e subtropical (EL-SAYED; MANSOUR; EZZAT, 2005;
ROMANA-EGUIA et al., 2004) ocupando diversos nichos ecolégicos. Aproximadamente 22
espécies de tilapias sdo cultivadas comercialmente no mundo, destacando-se a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), a tilapia mossambica (O. mossambicus), a tilapia azul (O. aureus),
além de O. maccrochir, O. hornorum, O. galilaeus, Tilapia zillii e T. rendalli, como as
especies de maior preferéncia para o cultivo (EL-SAYED, 1999).

Pesquisas relacionadas ao cultivo de tilapia datam do inicio do século XIX,
guando despertaram o interesse devido sua adaptabilidade e caracteristicas ideais para a
piscicultura rural. A partir de 1924 o cultivo de tilapia se intensificou no Quénia, no entanto
foi na Malasia onde se obteve os melhores resultados e se iniciaram seu progressivo cultivo
(CASTILLO, 2001).

Em 1939, a tildpia O. mossambicus foi a primeira espécie a ser exportada e
introduzida, inicialmente na Indonésia e posteriormente, nas décadas de 1950 e 1960, em
varios outros paises, principalmente nas Américas (LOVSHIN, 1997). Porém, esta espécie
demonstrou baixo desempenho para utilizagdo na aquicultura, e o entusiasmo por esta cultura
como fonte de alimento diminuiu com o problema de superpopulagédo e reproducdo precoce
em viveiros (LAZARD; ROGNON, 1997; POPMA; PHELPS, 1998). Entretanto, no final dos
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anos 70, a espécie O. niloticus (Figura 1), oriunda do leste africano, demonstrou alto potencial
para a aquicultura, em varios sistemas de criagdo (LAZARD; ROGNON, 1997).

Figura 1 - Tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus.

A classificagdo taxondmica da tildpia-do-Nilo é a seguinte:
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Classe: Osteichthyes
Ordem: Perciformes
Familia: Cichlidae

Subfamilia: Pseudocrenilabrinae

Género: Oreochromis

Espécie: O. niloticus
Linnaeus, 1758

2.1.1 A aquicultura e a tilapicultura mundiais

A aquicultura mundial cresceu rapidamente nos ultimos cinquenta anos
contribuindo com o suprimento global de pescado, passando de 3,9% da produgéo total em
peso, em 1970 para aproximadamente 41% em 2011 (FAO, 2012). Esta atividade é um dos

sistemas de producdo de alimento que mais cresce no mundo, sendo a piscicultura de agua
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doce uma das mais promissoras, principalmente no que diz respeito ao cultivo de tilapia. De
acordo com a FAO (2012), a produgdo mundial de pescado em 2010 foi de 148,5 milhdes de
toneladas, sendo que a aquicultura correspondeu a 40,4% desse total, ou seja, 59,9 milhGes de
toneladas. Na década de 1980, 9% do pescado consumido eram provenientes da aquicultura e,
nas trés ultimas décadas (1980 a 2010), a producdo aquicola para consumo humano
incrementou aproximadamente 12 vezes, a uma taxa média anual de 8,8% (FAO, 2012;
FARIA et al., 2009).

O Brasil detétm 13% da agua doce do mundo além de um litoral de mais de
8.500 km. Este potencial justifica o crescimento da aquicultura brasileira, com uma média de
18,1% ao ano no periodo de 1990 a 2009 atingindo, em 2010, 479.398 toneladas
representando 38% da producao nacional do pescado naquele ano, desse total, 82% vém da
piscicultura em agua doce (MPA, 2012), sendo a tilapia responsavel por 155.450 toneladas
(Figura 2). A producgdo dessa espécie cresceu em media 17% ao ano, entre 2000 e 2010,
enquanto que a aquicultura cresceu, nesse mesmo periodo, em média 10% (KUBITZA et al.,
2012).

Figura 2 - Dados oficiais da producdo de tilapias no Brasil.
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Fonte: IBAMA até 2007; MPA a partir de 2008.

A producdo mundial de tilapia nos ultimos anos foi influenciada fortemente pela
rapida expansdo da espécie O. niloticus, cultivada na China, nas Filipinas, na Tailandia, na

Indonésia e no Egito (WAGNER et al., 2004). A China possui tradicdo milenar em



19

aquicultura e em 2008 produziu 45% da producdo mundial de tilapia (LIPING et al., 2012),
tendo incrementado a exploracdo desta atividade a partir da década de 1970.

No Brasil, a tilapia lidera a producédo total de pescado de adguas continentais com
um crescimento de 40% entre os anos de 2007 e 2009 (Tabela 1). Os cultivos de tilapia se
intensificaram particularmente no Nordeste e Sudeste do Brasil, tendo como fatores decisivos
em sua expansdo a produgdo massiva de alevinos sexualmente revertidos, a introdugdo de
linhagens com melhor qualidade genética, o cultivo em tanques-rede, a elaboracéo de racoes
de boa qualidade, a utilizacdo dos grandes reservatorios do pais e a elaboracdo de produtos
diferenciados como o filé (KUBITZA et al., 2012).

Tabela 1 - Principais espécies produzidas no Brasil (toneladas).

Espécies 2007 2009 Crescimento (%)
Tilapia 95.081 132.957 40
Carpa 36.631 60.695 66
Tambaqui 30.598 46.454 52
Tambacu 10.854 18.492 70
Pacu 12.397 18.171 47

Fonte: MPA (2010).

A regido Nordeste vem liderando o cultivo da espécie desde 2003, indicando
claramente uma tendéncia de crescimento ancorada nas suas condi¢Bes climaticas, na
disponibilidade de tecnologia de cultivo e em um mercado crescente de consumo da tilapia
em nivel regional e nacional (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008).

Em 2004 o Ceara consolidou sua lideranca como produtor de tilapia, aumentando
para 18.000 toneladas sua producdo, distanciando-se ainda mais do segundo produtor, ao
produzir 6.000 toneladas a mais que o Parana (IBAMA, 2007), e a expectativa para 2012 é
que a producdo alcance 30.000 toneladas, mantendo a taxa de expansdo dos Ultimos anos
(MAZZA, 2012). Este rapido crescimento fez com que os produtores sentissem a necessidade
de maior organizagdo da cadeia produtiva e, portanto, a realizagdo de mudangas em seus
varios elos, desde a producdo, passando pelo processamento, uso de tecnologias e aplicacéo

da biotecnologia para obtencdo de melhor resposta econémica e facilidade de manejo.
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2.1.2 Utilizac&o de anestésicos na aquicultura

Substancias anestésicas sao utilizadas na aquicultura e em trabalhos experimentais
para reduzir a atividade dos peixes durante o transporte, pesagem, extrusdao de gametas,
marcacdo, além de outras manipulacdes (GRUSH; NOAKES; MOCCIA, 2004; PIRHONEN;
SCHRECK, 2002; VIDAL et al., 2006). A escolha do anestésico geralmente depende de
consideracBes tais como: disponibilidade, custo-beneficio, facilidade de uso e possiveis
efeitos colaterais aos peixes, aos seres humanos e ao meio ambiente (CHO; HEATH, 2000;
MARKIN; MAYER, 1985).

O farmaco deve ser soluvel em agua. No entanto, alguns necessitam
primeiramente, ser dissolvidos em um solvente organico para reduzir seu carater hidrofobico
(PEREIRA-DA-SILVA et al., 2009). Em peixes, 0s anestésicos geralmente sdo ministrados
através de banhos de imersdo e entram no sistema circulatorio do animal através das
branquias e pele, bloqueando algumas a¢es reflexas (SUMMERFELT; SMITH, 1990 apud
DELBON, 2006). No entanto as branquias consistem na principal via de entrada e excre¢édo
de anestésicos e qualquer fator que afete a ventilacdo branquial como a temperatura, por
exemplo, pode comprometer a eficacia do anestésico e a eliminacdo dos residuos (DELBON,
2006; HIKASA et al., 1986). O tempo necessario para a total eliminacgdo residual depende do
tipo de droga utilizada, da espécie e da concentracdo, que pode ser de algumas horas a varias
semanas (ROSS; ROSS, 2008). Estes residuos podem, principalmente, afetar o sabor natural
do peixe, quando forem consumidos.

O anestésico ideal deve produzir anestesia em até trés minutos e recuperacdo em
menos de cinco, ndo apresentar toxicidade aos peixes durante o tratamento, ndo apresentar
problema de seguranca para mamiferos, deixar pouco residuo apos periodo de depuracéo de
uma hora ou menos, e ter custo acessivel (MARKING; MEYER, 1985; ROSS; ROSS, 2008).
Porém, alguns inconvenientes quanto ao uso destes produtos podem ser observados como a
perda de muco, irritacbes das branquias e danos na cornea (INOUE; SANTOS-NETO;
MORAES, 2003).

A eficacia das substancias anestésicas varia dentre e entre espécies e de acordo
com a influéncia de fatores bioticos e abidticos. Peixes com tamanho, idade e sexo diferentes
podem responder de forma contraria a uma concentracdo em particular. Estas respostas
também podem ser influenciadas por fatores tais como pH, salinidade, temperatura e nivel de
oxigénio dissolvido na 4gua (PARK et al., 2008; ZAHL et al., 2009). Diferentes anestésicos

exigem concentracdes diferentes para induzir ao estagio de anestesia desejado, justificando,
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assim, a necessidade da determinacdo de concentragdes adequadas para a espécie de interesse
de acordo com o procedimento a ser realizado.

Durante a inducdo anestésica, o0 peixe passa sequencialmente por alguns estagios
de anestesia. No entanto, ocorrem variacdes nas diferentes espécies, no tipo de anestésico
empregado e na dose aplicada. Alguns estagios comumente descritos ndo ocorrem no
processo anestésico de certos peixes. Roubach et al. (2005) descreveram cinco estagios de
inducdo anestésica quando utilizaram eugenol para anestesiar tambaqui Colossoma
macropomum enquanto que Weber et al. (2009) identificaram trés estagios durante a indugédo
de Solea senegalensis com diferentes anestésicos. Mundialmente, varios estudos ja foram
realizados com diferentes substancias anestésicas mostrando sua eficacia (IVERSEN et al.,
2003; KEENE et al., 1998; PARK et al., 2008; TSANTILAS et al., 2006), seus efeitos
fisiologicos (COOKE et al., 2004; COTTER; RODNICK, 2006; ORTUNO; ESTEBAN;
MESEGUER, 2002) e o processo de recuperacdo dos peixes (INOUE; SANTOS-NETO;
MORAES, 2003; VIDAL et al., 2007).

A anestesia de tilapia durante 0 manuseio € importante, uma vez que 0S raios
duros que formam a nadadeira dorsal desta espécie facilmente ocasionam ferimentos aos
operadores e aos outros peixes, caso ndo estejam anestesiados. Ainda, 0 mercado de carnes
para exportacdo pode no futuro solicitar praticas de manejo sem estresse ou com estresse
minimo (SIMOES; GOMES, 2009). Outro importante motivo para se desenvolver protocolos
de anestesia para esta e outras espécies de peixe € que 0s comités de ética em experimentacao
com animais estdo solicitando procedimentos que diminuam o estresse ou proporcionem

sofrimento minimo aos animais.

2.1.3 O mentol como anestésico

O mentol é um dleo essencial extraido de plantas do género Mentha (PATEL;
ISHIUJI; YOSIPOVITCH, 2007), com conhecida propriedade anestésica (RUPPERT;
BARNES, 1994) e anti-inflamatéria (LORENZO et al., 2002). De acordo com estudos
realizados pelo National Cancer Institute, 0 mentol ndo apresenta efeitos carcinogénicos
quando testado em ratos e camundongos (NCI, 1979). Gelal (2008) classifica este farmaco
como alcool terpeno monociclico, constituinte principal do 6éleo essencial da menta (Mentha
spp.), amplamente empregado na industria de cosméticos, farmacéuticos, de higiene pessoal
(GELAL, 2008; LORENZO et al., 2002).
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Os estudos sobre 0 uso de substancias naturais, como 0 mentol, para anestésico
em aquicultura tém origem na necessidade de se encontrar produtos alternativos eficazes em
substituicdo aos anestésicos sintéticos legalmente utilizados. Estas substancias naturais,
geralmente apresentam baixo custo e facil aquisicdo (ROUBACH et al., 2005).

O mentol tem sido testado com sucesso como anestésico para algumas espécies de
peixes tais como: tambaqui, Colossoma macropomum (FACANHA; GOMES, 2005); pacu,
Piaractus mesopotamicus (GONCALVES et al.,, 2008); dourado, Salminus brasiliensis
(PADUA et al., 2010) e robalo, Centropomus parallelus (SOUZA et al., 2012). Porém, as

pesquisas utilizando o mentol como anestésico para organismos aquéticos ainda sdo poucas.

2.1.4 Oleo de cravo (eugenol) como anestésico

O dleo de cravo é extraido do caule, das flores e das folhas das espécies Eugenia
caryophyllata e E. aromatica e tem como principio ativo o eugenol (4-alil-2-metoxifenol),
considerado seguro para humanos, animais e ambiente. O eugenol é utilizado como
flavorizante na industria alimenticia e como agente analgésico, antibacteriano, antifingico,
antiviral e anestésico local na odontologia (GRIFFITHS, 2000; KEENE et al., 1998; ROSS;
ROSS, 2008). De acordo com Yang et al. (2003), o eugenol provoca depressdo do sistema
nervoso central por meio da interagdo com neurotransmissores envolvidos na sensagéo de dor,
¢ agonista sobre o &cido gama-amino-butirico (GABA) e antagonista sobre o glutamato, que
atua sobre os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA).

O 6leo de cravo tem sido amplamente testado com sucesso como anestésico para
diversas espécies de peixes de agua doce (HAJEK; KLYSZEJKO; DZIAMAN, 2006;
OKAMOTO et al., 2008; ROUBACH et al., 2005; VIDAL et al., 2007) e marinhas (COOKE
et al., 2004; IVERSEN et al., 2003; PARK et al., 2008; PARK et al., 2009). Sua eficiéncia e
seguranca para anestesia estdo descritas na literatura para varias espécies de peixes, tanto para
0 manejo nas condi¢des de criacdo intensiva, quanto nas pesquisas em laboratério (DERIGGI
et al., 2006; GUENETTE et al., 2007; RIBAS et al., 2007).

O experimento descrito neste capitulo teve como objetivo geral o
desenvolvimento de protocolos de anestesia para adultos de tilapia-do-Nilo. Os objetivos
especificos foram determinar a concentracdo recomendada dos farmacos naturais mentol e

eugenol para anestesia de espécimes adultos de tilapia-do-Nilo.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Neste experimento foram testados dois anestésicos no periodo de dezembro de
2008 a marco de 2009, na Estacdo de Piscicultura Prof. Dr. Raimundo Saraiva da Costa,
pertencente ao Departamento de Engenharia de Pesca, da Universidade Federal do Cearé e no
Centro de Pesquisa em Aquicultura (CPA) do Departamento Nacional de Obras Contra as
Secas (Pentecoste, Ceara) onde os peixes foram adquiridos.

Foram utilizados 144 espécimes de tilapia-do-Nilo, O. niloticus, variedade
chitralada, nunca expostos a anestésico anteriormente. Os peixes foram divididos em dois
tratamentos: T1 — testes com mentol; e T2 — testes com eugenol. Para aclimatacdo dos
animais, foram utilizados tanques providos de aeracdo constante. Durante cinco dias 0s peixes
foram alimentados ad libitum duas vezes ao dia com racdo comercial com 28% de proteina
bruta. Todos os individuos obedeceram a um jejum de 24 horas antes da realizacdo dos
experimentos e foram avaliados diariamente quanto a atividade, aparéncia externa e

alimentacao.
2.2.1 Mentol

O peso médio dos individuos utilizados no T1 foi de 660,0 £ 91,5 g e a exposi¢do
ao anestésico foi conduzida em aquarios de vidro com 60 L de agua, sempre providos de
aeracdo constante, mantida através de pedra porosa acoplada a um soprador. A temperatura,
oxigénio e pH foram mantidos dentro dos pardmetros recomendados para a espécie de acordo
com Vinatea (1997). Foi utilizado o mentol (C1oH200) purissimo, em forma de cristal, da
marca Vetec®, que foi diluido em alcool etilico absoluto (99,9%) resultando em uma solugéo
estoque com concentraco de 100 mg mL™.

Para se determinar a acdo do mentol sobre a inducdo e a recuperacdo anestésicas
dos animais, seis concentragBes anestésicas (30, 60, 120, 180, 240 e 300 mg L™) foram
testadas. As concentragOes usadas foram estabelecidas a partir de resultados obtidos para
outras espécies (FACANHA; GOMES, 2005; GONCALVES et al.,, 2008). Para cada
subtratamento, doze peixes foram submetidos, individualmente, ao banho anestésico por 10
minutos. Durante a imersdo, foi registrado o tempo para atingir cada estagio de anestesia,
conforme descrito por Ross e Ross (2008) e mostrado na Tabela 2.

A auséncia de reacdo aos estimulos foi verificada pelo toque na lateral dos peixes

com um bastéo de vidro, e a perda do tdnus muscular foi considerada quando, ao ser retirado
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da &gua e colocado em posicao lateral, a cauda do peixe permanecia totalmente pendida para
baixo (VIDAL et al., 2008).

Tabela 2 - Estagios de anestesia em peixes.

Estagio Descricdo Resposta comportamental em peixes

I Sedacdo leve Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos, batimentos
operculares mais lentos; equilibrio normal.

I Sedacéo profunda Perda total da reatividade aos estimulos externos, exceto forte pressao; leve
queda do movimento opercular; equilibrio normal.

Il Narcose Perda parcial do tdnus muscular; natacdo erratica, aumento dos
movimentos operculares; reativos apenas a forte estimulo tatil ou vibracéo.

v Anestesia profunda Perda total de ténus muscular; perda total de equilibrio; batimento
opercular lento, porém regular.

\Y Anestesia cirdrgica Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo; movimentos operculares
lentos e irregulares; batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os
reflexos.

VI Colapso medular Parada da ventilagdo; parada cardiaca; morte eventual.

Fonte: ROSS; ROSS (2008).

Ao final dos 10 minutos, os peixes foram retirados do aquério de inducdo e
transferidos, individualmente, para caixas de fibra de vidro com capacidade para 360 L, com
circulacdo constante de agua.

O individuo foi considerado recuperado quando retomou totalmente seu equilibrio
e capacidade natatoria, de acordo com Vidal et al. (2008). Os tempos de inducdo aos
diferentes estagios de anestesia e de recuperacdo foram aferidos com auxilio de cronémetro

digital. Os peixes foram monitorados por 24 horas para observar a taxa de sobrevivéncia.
2.2.2 Eugenol

Para o T2, foram utilizados 72 espécimes com peso médio de 557,0 = 160 g. O
eugenol (Sigma®) foi diluido em alcool etilico absoluto (99,9%), resultando em uma solugéo
estoque com concentragdo de 1.000 mg mL™. Para a inducdo anestésica, foi utilizado um
aquario com volume util de 250 L, sendo utilizado 100 L de agua.

Foram realizados seis subtratamentos com concentrac¢Ges de 30, 60, 120, 180, 240
e 300 mg L, visando determinar a influéncia das diferentes concentragées de eugenol, na
indugdo anestésica e na posterior recuperagdo. Para cada concentragdo testada, foram imersos
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individualmente, 12 peixes. Durante a exposicdo de 10 minutos, foram observados os
diferentes estagios de anestesia (Figura 3), conforme os critérios propostos por Ross e Ross
(2008) descritos na Tabela 2. O tempo necessario para atingir cada estagio foi aferido com
auxilio de um cronémetro digital. Depois de anestesiados, 0s peixes foram removidos da
solucdo anestésica e transferidos para as caixas circulares de fibra (310 L), com renovagéao
constante de 4gua (150 L h™), para monitoramento da recuperacao.

O peixe foi considerado recuperado ao retornar ao seu equilibrio normal e com
sua natacdo ativa, sendo 0 tempo necessario para a recuperacdo novamente aferido. Apds o
experimento, todos os individuos foram monitorados por 24 horas para observar a taxa de

sobrevivéncia.

Figura 3 - Aspectos gerais de um individuo submetido a estagios de anestesia e recuperagdo. (a) Sedagdo leve.
(b) Sedacéo profunda. (c) Narcose. (d) Anestesia profunda. (e) Anestesia cirdrgica. (f) Recuperacao.

Fonte: Erivania Gomes Teixeira

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. As médias foram
analisadas por meio da Anéalise de Variancia Fator Unico (ANOVA unifatorial) e quando
encontradas diferencas significativas foi aplicado o teste de Tukey. Todas as analises foram
realizadas utilizando o programa BIOESTAT versao 5.0 em nivel de significancia de 5%.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peixes utilizados no experimento apresentaram atividade e aparéncia externa
normais indicando sanidade, ratificada pela auséncia de mortalidade durante o tempo de
aclimatacdo. Também néo foi observado nenhuma mortalidade ou efeito adverso dentro de
24 horas apds o procedimento experimental. Inoue, Santos-Neto e Moraes (2003), utilizando
Oleo de cravo como anestésico para juvenis de matrinxa (Brycon cephalus), também ndo
registraram mortalidade em periodo de observacao semelhante.

Durante a inducdo anestésica foi observada a passagem sequencial pelos diversos
estagios conferidos pelos seguintes padrdes comportamentais: redugdo dos movimentos,
batimento opercular lento, perda de reacdo a estimulos externos, natacdo erratica, perda do
tébnus muscular, auséncia total de reacdo e movimentos operculares lentos e irregulares. Vidal
et al. (2008), empregando eugenol para indugdo anestésica de tilapia, relataram que a
passagem gradativa pela sequéncia de estagios ndo foi evidenciada nas maiores concentragdes
testadas devido a velocidade de acdo do anestésico, enquanto Mylonas et al. (2005)
observaram a progressiva sequéncia dos estagios anestésicos alcancada por Dicentrarchus

labrax e Sparus aurata anestesiados com eugenol e 2-fenoxietanol.

2.3.1 Anestesia com mentol

Os resultados registrados para inducdo e recuperacdo de peixes submetidos a
anestesia por mentol, para os diferentes estagios sdo mostrados na Tabela 3. As menores
concentracdes de mentol (30, 60 e 120 mg L™) ndo induziram os individuos ao estagio de
anestesia profunda. A concentracdo de 30 mg L™ induziu a tildpia adulta somente ao estagio
de sedacéo leve, enquanto que as concentracdes de 60 e 120 mg L™ possibilitaram a indugo
até o estagio de narcose, sem diferenca estatisticamente significativa entre 0s tempos
(p > 0,05) . Iversen et al. (2003) ratificam que fatores bioldgicos tais como estagios de ciclo
de vida e idade, comprimento e peso, teor de lipidios e sanidade precisam ser considerados
durante a utilizacdo de anestésicos. Conforme Woody, Nelson e Ramstad (2002), espécimes
maiores necessitam de concentra¢Ges mais elevadas de anestésico para atingir a inducao.

Para as concentragbes de 30, 60 e 120 mg L™, a recuperacdo dos animais foi
imediata apds sua exposicao a dgua sem anestésico.

As maiores concentragdes (180, 240 e 300 mg L™) induziram ao estagio de

anestesia profunda, ideal para manejos rapidos e biometrias. N&o houve diferenca
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estatisticamente significativa entre os tempo para as duas ultimas concentragdes (p > 0,05),
que por sua vez diferiram da concentracio de 180 mg L™. As concentracdes de 240 e 300 mg
L™ também permitiram aos peixes alcancarem o estagio de anestesia cirdrgica. Conforme os
resultados alcancados neste trabalho, para manejos rapidos e biometrias, a concentracdo
recomendada para tilapia adulta é de 240 mg L™, pois a mesma permite a inducdo e
recuperacdo em tempos de 210,5 + 17,3 s e 328,6 + 32,0 s, respectivamente, obedecendo as
recomendacdes de Bell (1987 apud BERNIER; RANDALL, 1998 ), que afirma ser segura a
inducdo ao estagio de anestesia profunda em tempo de 240 s. Para tambaqui (C.
macropomum), Facanha e Gomes (2005) determinaram a concentracdo de mentol de 100 mg
L™ para sedac&o com finalidade de biometria. Conforme Hikasa et al. (1986), a resisténcia e a
tolerancia aos diferentes anestésicos variam de individuo para individuo e entre espécies. A
concentracdo anestésica determinada para uma espécie pode levar a resultados perigosos para
outra (TSANTILAS et al., 2006). Os mesmos autores afirmam que relagdo peso corpéreo/area
da superficie branquial esta diretamente relacionada a concentragcdo anestésica exigida. De
acordo com Ross e Ross (2008), existe uma relacdo inversa entre a taxa metabodlica e peso
corporeo. Portanto a determinacdo de dosagens recomendadas para cada espécie e classe de
comprimento é fundamental para procedimentos seguros durante a utilizacdo de uma

substancia anestésica.

Tabela 3 - Eventos comportamentais (em segundos) de adultos de tilapia-do-Nilo, expostos a diferentes
concentrages de mentol®,

Dose Evento comportamental (segundos)
(mg LY Estagio | Estagio Il Estagio 111 Estagio IV Estagio V Recuperacao
30 142,7 + 10,02 * * * * *
60 56,2+4,7° 1219+14/4% 2151+ 22,12 * * *
120 534+43° 1125+13,8" 1842+ 2142 * * *
180 36,1+£27°  750+59™ 120,8+123" 2919 + 38,6° * 246,6 + 13,0°
240 27,0+ 15° 52,2 + 3,3° 91,9+6,2° 2105+17,3° 384,1+239% 328,6+32,0°
300 21,2 +1,8° 39,9 + 3,2 63,7+45° 1513+12,2° 320,1+16,2° 2474+179°

*Estagio nao alcancado. ™ Médias seguidas pela mesma letra em coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p > 0,05).
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2.3.2 Anestesia com eugenol

Os dados referentes ao tempo de inducdo anestésica e de recuperacdo dos adultos
de tilapia-do-Nilo expostos a diferentes concentracfes de eugenol encontram-se na Tabela 4.
Segundo Park et al. (2009), a concentragdo 6tima de anestésico deve minimizar os impactos
negativos do manejo, reduzir o estresse nos peixes, produzir anestesia em periodo menor ou
igual a trés minutos e permitir uma recuperacdo em prazo maximo de 10 minutos. Para um
procedimento de manejo, 0 estagio mais adequado € o de anestesia profunda, pois neste
estagio o peixe fica completamente imdvel pela perda do ténus muscular e do equilibrio.
Seguindo as recomendagdes dos autores citados, a concentracdo ideal de eugenol, encontrada
no presente trabalho, para procedimentos de biometria para adultos de tilapia-do-Nilo foi de
120 mg L™

Tabela 4 - Eventos comportamentais (em segundos) de adultos de tildpia-do-Nilo expostos a diferentes
concentragdes de eugenol®.

Dose Evento comportamental (segundos)
(mg LY Estégio | Estégio Il Estégio 111 Estégio IV Estagio V Recuperacédo

30 60,8+59°  1742+16,7° 339,7+257° * * *

60 37420 759+ 3,6° 1156 +52° 206,3+155" 4212+264" 360,8 + 24,5
120 298+23"  60,6+47° 1026+56 186,2+209" 356,2+334" 3932+31,0"
180 29,9 1,7 571+18"  868+24" 1472+11,2" 302,5+281° 519,8+483"
240 244%0,7° 458+17"  746+27%  973£52°  1630£95° 357,1+23,6°
300 23,6 +2,0° 38,1+2,6° 53,8 + 2,5° 77,8 4,2 129,9+84°  652,5+61,0°

*Estagio nao alcancado. * Médias seguidas pela mesma letra em coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

Peixes expostos durante 10 minutos & concentracdo de 30 mg L™ atingiram
somente o estagio de narcose. Para os demais tratamentos, todos 0s estagios de anestesia
foram alcangados. Foi observado que os peixes somente necessitavam de recuperagdo apos
atingirem o estagio de anestesia profunda. Individuos anestesiados até o estagio de narcose
voltavam a nadar ativamente e mantinham seu equilibrio imediatamente apds a imersao no
aquario de recuperacao que continha agua sem solucéo anestesica.

A concentracdo de 60 mg L™ foi o tratamento que necessitou de maior tempo para
atingir o estagio desejado de anestesia profunda (206,3 s), contudo ndo houve diferenca em
relagdo & concentragdo de 120 mg L™ (p > 0,05). Usando esta mesma dosagem de eugenol,

Hisano et al. (2008) anestesiaram juvenis de dourado, Salminus brasiliensis, em 88 s. No
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presente trabalho, concentracdo de 300 mg L™ foi o tratamento que atingiu este estagio mais
rapidamente (77,8 s), ndo havendo diferenca com a concentracdo de 240 mg L™ (p > 0,05).
Resultado semelhante (67,5 s) foi encontrado por Park et al. (2008), quando anestesiaram
garoupas Epinephelus bruneus com peso médio de 105,3 + 11,43 g com eugenol na
concentracdo de 300 mg L™.

Os peixes submetidos as menores concentragBes levaram mais tempo para atingir
0s estagios anestésicos. Este comportamento também foi avaliado por Walsh e Pease (2002)
utilizando eugenol em enguias, Anguilla reinhardtii. Cunha e Rosa (2006) corroboraram esta
afirmativa em seus estudos quando anestesiaram sete diferentes espécies de peixes marinhos,
utilizando 0 mesmo anestésico.

Quanto ao tempo de recuperacdo, apenas a concentracdo de 300 mg L™ (652,5 s)
ultrapassou o tempo recomendado de 10 minutos, entretanto esta concentracdo ndo diferiu
estatisticamente da concentracdo de 180 mg L™ (p > 0,05). O menor tempo de recuperacéo foi
verificado para 240 mg L™ (357,1 s), no entanto, este tratamento n&o teve diferenca com as
concentraces de 60 e 120 mg L™ (p > 0,05).

Park et al. (2009), avaliando o efeito do dleo de cravo em rock bream
Oplegnathus fasciatus (139,5 £ 39,24 g de peso e 14,8 £ 1,66 cm de comprimento),
observaram diferenca estatistica para o tempo de recuperacdo nas concentragdes de 50, 75,
100, 125 e 150 mg L™

Os farmacos naturais utilizados no presente trabalho sdo de facil aquisi¢cdo no
mercado nacional, baixo custo e facil manejo. No entanto, baseado nos resultados e
observagdes comportamentais, 0 mais recomendado para anestesia profunda em adultos de
tilapia-do-Nilo é o eugenol. Esta indicacdo é ratificada por Sladky et al. (2001); Woody,
Nelson e Ramstad (2002) e Kildea, Allan e Kearney (2004) que afirmam ser o eugenol
completamente eliminado do tecido muscular e corrente sanguinea em tempo inferior a
48 horas apds 0 uso, 0 que garante a0 mesmo a condicdo de um composto orgéanico
considerado seguro, enquanto que para 0 mentol ndo constam informac6es sobre a existéncia
de residuos na musculatura, modificacbes do sabor e alteracBes fisioldgicas nos peixes

submetidos a procedimentos anestésicos utilizando esse produto (GONCALVES et al., 2008).
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2.4 CONCLUSOES

A utilizacdo do mentol como anestésico mostrou-se eficaz, e a concentracao
recomendada para anestesia profunda, ideal para manejos rapidos e biometrias, foi de
240 mg L™, enquanto que para o eugenol a concentracdo recomendada para 0s mesmos tipos
de procedimento foi de 120 mg L™. Na presente pesquisa, 0s resultados mostraram que o
mentol foi eficiente para anestesia de adultos de tilapia-do-Nilo, no entanto, com base em
observacGes comportamentais imediatamente apds a imersdo dos individuos, estes parecem
apresentar desconforto na presenca do produto, comportamento que ndo foi acentuado durante
a utilizacdo do eugenol sugerindo, portanto que este Gltimo é mais recomendado para a

especie.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DE SEMEN DE TILAPIA-DO-NILO,
Oreochromis niloticus USANDO ANALISE COMPUTADORIZADA

Neste capitulo estdo relatadas as caracteristicas gerais do sémen de tilapia-do-
Nilo, dados importantes para determinacdo de protocolos de refrigeracdo e congelacdo tais
como pH, osmolaridade e concentragdo. Também estdo registradas informagdes importantes
como tempo de motilidade e caracteres morfométricos que estdo diretamente relacionados a

qualidade do sémen e ao bom desempenho durante a fertilizacdo de ovocitos.

3.1 INTRODUCAO

A producdo global de tilapia vem crescendo nos Gltimos anos, com estimativas
para alcancgar cerca de 8,9 milhdes de toneladas até o ano de 2020 (TACON; METIAN,
2008). Este crescimento se deve em parte a0 aumento dos sistemas de cultivo o que exige
grandes quantidades de alevinos para suprir a demanda dos piscicultores (NG; WANG, 2011).
Apesar da alta producéo, as praticas de manejo podem reduzir a variabilidade genética dos
reprodutores, seja por falta de planejamento dos programas de sele¢do genética, seja pelo uso
reduzido de individuos na formacdo do plantel, o que consequentemente aumenta a
probabilidade de endocruzamentos (HILSDORF; DERGAM, 1999 apud MOREIRA et al.,
2007). De acordo com Carneiro (2007), o estabelecimento de um banco genético com sémen
criopreservado de peixes € uma alternativa eficiente para manter o tamanho da populacdo sem
a manutencdo de muitos reprodutores. Os gametas de varios machos conservados em um
banco genético podem ser utilizados para a fertilizacdo dos Ovulos de algumas fémeas,
reduzindo os riscos do endocruzamento (JORSTAD; NAEVDAL, 1996 apud CARNEIRO,
2007) e a perda de qualidade do material genético.

Para projetar protocolos de preservacdo de gametas, 0s estudos sobre as
propriedades do sémen sdo necessarios, pois 0s espermatozoides dependem principalmente do
substrato extracelular para atender suas necessidades energéticas (VASCONCELOS et al.,
2009). Cabe salientar, que a fungdo do plasma seminal é oferecer um ambiente adequado para
0 armazenamento dos espermatozoides dentro e fora dos testiculos (CIERESZKO;
GLOGOWSKI; DABROWSKI, 2000). Portanto a descricdo das caracteristicas fisico-
guimicas do sémen é um pré-requisito necessario para o desenvolvimento de diluentes e
crioprotetores para armazenamento dos espermatozoides em baixas temperaturas (SUQUET

et al., 1993). Caracteristicas como pH, temperatura e osmolaridade podem afetar a qualidade
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do esperma (ALAVI; COSSON, 2006) e comprometer os resultados esperados. Em
mamiferos, a avaliacdo de alteragdes morfologicas dos espermatozoides € considerada um
parametro importante para uma boa avaliacdo do sémen (HAFEZ; HAFEZ, 2000; VALE-
FILHO, 1980).

Também é importante saber que para se alcancar uma boa taxa de fertilizacdo é
necessaria uma avaliacdo dos gametas antes de sua utilizacdo, e o desenvolvimento de
métodos de andlise da qualidade do sémen representa um sério problema (TAATI et al.,
2010). Densidade do sémen, capacidade de fertilizacdo, composicdo do plasma seminal,
concentracdo espermaética, volume e tempo de motilidade s&o utilizados como parametros de
qualidade do sémen e servem de base para a diluicdo do material fecundante, além de medir a
capacidade de producdo de cada reprodutor (BILLARD et al., 1995; SALISBURY;
VANDEMARK, 1964 apud NINHAUS-SILVEIRA et al., 2002).

A concentracdo espermatica € um parametro quantitativo que relaciona o nimero
de espermatozoides em funcdo do volume seminal. Para a mensuragdo deste parametro,
diversas técnicas podem ser utilizadas, como a camara de Makler (TAITSON; GODINHO,
2003), camara hematimétrica de Neubauer (LUZ et al., 2001), hemocitdmetro,
espectrofotometria e citometria de fluxo (CHRISTENSEN; STENVANG; GODFREY, 2004;
HANSEN et al., 2002). A concentracdo espermatica varia entre as espécies de peixes, mas
geralmente costuma ser elevada quando comparada com mamiferos, chegando a ordem de
bilhdes de espermatozoides mL™ (BILLARD et al., 1995; CRUZ-CASALAS et al., 2005;
PEREZ et al., 2000).

VariagBes na pressdo osmdtica induzem a motilidade esperméatica em muitas
especies de peixe (SUQUET et al., 1994) e, ao contrario, alta osmolaridade inibe a atividade
espermatica em ciprinideos, como o Carassius auratus, a carpa-comum Cyprinus carpio
(MORISAWA, 1983) e os salmonideos (MORISAWA; SUZUKI, 1980; TURDAKOV, 1970
apud SHIMODA et al., 2007). Fatores como o0 pH ou ions presentes podem polarizar a
membrana celular e estimular a motilidade espermética dos peixes (MORISAWA, 1999). A
osmolaridade do diluente, quando iso-osmotica ao plasma seminal, suprime a motilidade
espermatica que, em peixes de dgua doce, tem inicio quando o sémen é exposto ao meio hipo-
osmético (TAKAI; MORISAWA, 1995 apud RURANGWA et al., 2004).

Vaérios estudos vém sendo realizados, sejam estes de interesse comercial ou para
fins de conservagdo, no sentido de se conhecer as propriedades do sémen de espécies de agua
doce como carpa, Cyprinus carpio (BOZKURT et al., 2009; EMRI et al., 1998), tambaqui,
Colossoma macropomum (FARIAS et al., 1999; MARIA et al., 2010; VIEIRA et al., 2011),
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bagre africano, Clarias macrocephalus (TAN FERMIN et al, 1999), suruvi,
Steindachneridion scripta (LUZ et al., 2001), jundia, Rhamdia quelen (FERREIRA et al.,
2001), pacu, Piaractus mesopotamicus (MARIA et al., 2004; VIVEIROS et al., 2011),
pirapitinga, Brycon nattereri (OLIVEIRA et al., 2007), dourado, Salminus maxillosus (SREIT
JR. et al., 2008) e curimbata, Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al., 2010). A determinacao
dessas propriedades possibilita o estabelecimento de protocolos de refrigeracdo do material
genético para utilizacdo em curto prazo.

Este capitulo teve como objetivo geral caracterizar o sémen de tilapia-do-Nilo, O.
niloticus, com auxilio do Computer Assisted Sperm Analysis (CASA). Os objetivos
especificos foram: estabelecer um método mais eficiente para coleta de sémen de tilpia,
determinar a médias de pH, osmolaridade e concentracdo bem como registrar informacoes

importantes como tempo de motilidade e caracteres morfométricos dos espermatozoides.
3.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado na Estacdo de Piscicultura Professor Dr.
Raimundo Saraiva da Costa pertencente ao Departamento de Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceara e no Laboratério de Biotecnologia da Reproducdo de Peixes
do Nucleo Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceard (LBRP-
NIB/UECE).

Tilapias adultas (n = 20) com peso médio de 723,5 + 120,3 g foram estocadas em
hapas instalados em tanque de 32 m? e alimentadas duas vezes ao dia com rac&o comercial

com 28% de proteina bruta.
3.2.1 Métodos de coleta

Em virtude da grande dificuldade para obtencdo de sémen de tilapia-do-Nilo livre
de contaminacgdo, foram testados dois métodos de coleta. Para execugdo dos testes foram
utilizados 20 peixes. Os animais foram capturados individualmente com auxilio de puca,
anestesiados com eugenol (Figura 4) e envolvidos em toalha umida para facilitar o manejo e

minimizar o estresse.
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Figura 4 - Tilapia em processo de inducédo anestésica com eugenol.

Fonte: Erivania Gomes Teixeira.

Para reduzir os riscos de contaminacéo, a papila urogenital foi limpa e seca com
toalha de papel e foram efetuadas suaves compressdes manuais sobre a parede celomética no
sentido antero-posterior. Os métodos de coletas foram: | - posicionando o tubo de micro
centrifuga na base da papila urogenital e Il - com auxilio de micropipeta graduada, coletando
diretamente na abertura da papila urogenital (Figura 5). Imediatamente ap6s a coleta, uma
aliquota do sémen foi depositada sobre ldmina de microscopia e observada ao microscopio de
luz, previamente focalizado em aumento de 400X. A taxa de motilidade foi determinada
subjetivamente, e as amostras com menos de 5% de espermatozoides mdveis foram

consideradas livres de contaminacéo.

Figura 5 — Coleta de sémen de tilapia, Oreochromis niloticus, em tubo de micro centrifuga (a). Coleta de sémen
utilizando micropipeta (b).

Fonte: Erivania Gomes Teixeira
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3.2.2 Caracterizagdo do sémen

Para a caracterizacdo do sémen, os animais foram capturados individualmente
com auxilio de puca, anestesiados com eugenol conforme metodologia supramencionada. A
coleta foi executada com auxilio de micropipeta seguindo os procedimentos descritos
anteriormente. As amostras foram observadas em microscopio de luz, previamente focalizado
em aumento de 400X para certificar a auséncia de contaminacéo.

As amostras que apresentaram taxas de motilidade acima de 5% foram
descartadas e aquelas consideradas livres de contaminacdo (por fezes, urina ou agua) foram
estocadas em tubos de micro centrifuga previamente identificados, com capacidade para 2 mL
e conservados sob refrigeracdo (4 - 6°C) em caixa isotérmica. O aspecto geral da amostra livre
de contaminacdo estd apresentado na Figura 6. Alguns parametros foram imediatamente
observados, na propria Estacdo de Piscicultura/UFC, enquanto outros foram determinados no
LBRP-NIB/UECE.

Figura 6 — Aspecto geral da amostra de sémen de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, livre de contaminag&o.

-

Fonte: Erivania Gomes Teixeira

As amostras foram conduzidas ao laboratorio e os parametros analisados sobre o
sémen de tilapia-do-Nilo foram:
a) Volume do sémen (uL): verificado com auxilio de micropipeta com volume variavel. As

amostras foram transferidas para um tubo de micro centrifuga e o volume foi registrado.
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b) Concentracdo espermaética (numero de espermatozoides por mL de sémen): amostras de
sémen (n = 20) foram diluidas em 1 mL de solugdo formol-citrato (3,94 g de citrato de sédio,
4 mL de formaldeido e 100 mL de agua destilada) na proporcdo de 1:40 (sémen:solucédo
formol citrato), utilizando-se uma pipeta de 25 pL. Uma aliquota de 10 pL foi transferida para
a cadmara hematimétrica de Neubauer e focalizada ao microscopio com aumento de 400X,
onde permaneceu em repouso por cinco minutos. A contagem dos espermatozoides foi feita
no quadrado de contagem C do gabarito da camara, nos cantos e no centro de cada reticulo
(Figura 7). A contagem que apresentou mais de 10% de diferenca entre os reticulos foi

descartada e refeita para a mesma amostra.

Figura 7 — Gabarito de uma camara de Neubauer (a). Esquema de contagem de espermatozoéides nos cantos e
centro da cdmara de Neubauer (b).

a b
A B A
b s
B ¢ B
A B A

Fonte: (a) VIEIRA (2000 apud LUCARINI; SILVA; BIANCHI, 2004) (b) Erivania Gomes Teixeira

A quantificagdo foi uniformizada estipulando-se que as células sobre os limites
inferior e direito dos quadrados ndo fossem contadas, evitando assim que uma mesma célula
fosse quantificada mais de uma vez. O nimero de espermatozoides foi determinado segundo a

formula seguinte (TIBA et al., 2009), e os resultados expressos em espermatozoides mL™.

CE =NxF, Onde:

CE = concentracdo de espermatozoides por mm?;
N = nimero de células contadas na cAmara de Neubauer;

Fc = fator de correcdo, que foi calculado como:

Em que:
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q = 5, razdo entre o numero total de quadrados da camara de Neubauer e o nimero de
quadrados de realizacdo da contagem (25/5);
fd = diluicdo da aliquota de sémen;

d =0,1 mm (profundidade da camara de Neubauer).

¢) pH do sémen: 100 pL de cada amostra de sémen fresco foram transferidos para tubo de
micro centrifuga e o pH foi medido em um pHmetro digital (Hanna HI 7004L,) provido de

microeletrodo.

d) Osmolaridade do liquido seminal (mOsm/kg): 18 amostras de sémen foram transportados
sob refrigeracdo (4 - 6°C) até o LBRP-NIB/UECE, onde aliquotas de 100 pL foram

submetidas a leitura da osmolaridade em osmémetro digital, modelo Roebling automatic.

e) Tempo de motilidade (minutos): uma aliquota de 2 uL de cada amostra (n = 16) foi
depositada sobre I&amina de microscopia e observada em microscopio Optico previamente
focalizado (400X). Posteriormente foi ativada mediante adi¢cdo de 20 pL de meio ativador,
agua destilada e o tempo da motilidade foi cronometrado do inicio da ativacdo até o momento

em que todas as células se tornaram imdveis.

f) Morfometria da cabeca do espermatozoide: uma fragéo do sémen coletado de cada animal
(n = 20) foi diluido individualmente na propor¢do de 1:50 em solucdo formol-salina 1%.
Foram realizados esfregacos de cada amostra que consistiu na deposicdo de 2 uL de sémen
em solucdo salina sobre lamina de microscopia e arrasto da amostra com uma segunda
lamina. Posteriormente, cada lamina foi corada com o kit Panético de Hemograma Instant-
Prov. Em seguida, a lamina foi deixada por dois minutos para secagem e, entdo, uma laminula
foi afixada sobre a ld&mina com verniz vitral. Finalmente a morfometria da cabeca de 100
espermatozoides por amostra foi registrada usando o software SCA (Sperm Class Analyser,
versdo 3.2.0). Os parametros avaliados referentes a cabeca do espermatozoide foram:
comprimento (C), largura (L), perimetro (P) e area (A). De posse desses dados o software
forneceu informacbes sobre o formato dos espermatozoides - elipticidade, rugosidade,

elongacdo e regularidade, as quais estdo dispostas na Tabela 5.



38

Tabela 5 — Formato da cabeca do espermatozoide analisado pelo Computer Assisted Semen Analysis
(CASA).

Formato da cabeca Calculo Significado dos valores
o C =1 - Redonda
Elipticidade —
L > 1 - Alongada
c L =0 — Néo elongada (redonda)
Elongacéo — > 0 — Elongada
g% C+L J
<0 - Plana
4tA =1 — N&o rugosa
Rugosidade 7'[2 J
P <1 - Rugosa
CL =1 — Elipse perfeita
Regularidade == . P . i .
4A <1 - Elipse imperfeita

Fonte: LEITE (2011).

C: comprimento; L: largura; P: perimetro; A: &rea; = = 3,1416.

Caracterizando-se como um trabalho descritivo, os resultados foram expressos

como média + desvio padrao, calculados no Microsoft Office Excel 2007.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Métodos de coleta

A fémea de tilapia apresenta trés orificios na regido urogenital (anus, abertura
urinaria e genital) diferentemente do macho que apresenta somente dois, anus e orificio
urogenital (Figura 8).

Esta caracteristica do macho dificulta a colheita de sémen da espécie, pois durante
o0 procedimento de coleta, geralmente ocorre a contaminacdo por urina, fezes, muco ou agua.
De acordo com Maria e Carneiro (2012), estes contaminantes podem ativar a motilidade
espermatica tornando o material impréprio para utilizagdo em processos de criopreservagao
(refrigeracdo ou congelacdo). A qualidade do sémen de peixes pode variar individualmente
nos diversos parametros (MOJICA, 2004), e estas variacdes podem ser influenciadas por
fatores como variabilidade genética, sazonalidade e método de coleta utilizado (RANA, 1995
apud BROMAGE; ROBERTS, 1995).

A coleta de sémen de peixes pode ser realizada em recipientes como placas de

Petri, tubos Falcon e seringas (YASUI, 2007). No caso particular da coleta de amostras de
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sémen de tilapias, a caracteristica de regido genital é um dos fatores que contribuem
grandemente para sua contaminagéo e dificuldade de obtengdo direta em recipientes como
tubos de ensaio, micro tubos ou outros normalmente utilizados para outras espéecies. Também
se deve levar em consideracdo o pequeno volume de sémen produzido pela espécie que,
dependendo do tipo de recipiente utilizado, pode ainda haver perdas durante o0s
procedimentos.

Figura 8 — Detalhes da regido urogenital de espécimes macho e fémea de tildpia-doNilo, Oreochromis niloticus.

L 7

Fonte: Carlos Riedel

No presente trabalho, nas coletas realizadas diretamente em tubos de micro
centrifugas (1) 70% das amostras se contaminavam, enquanto que com a utilizagdo de
micropipetas (I1), as amostras improprias para utilizacdo foram reduzidas para 40% (Tabela
6), comprovando a maior eficiéncia do uso de micropipeta (I1). Outra facilidade oferecida
pelo uso de micropipeta é a imediata determinacdo do volume coletado, corroborando com
Godinho, Amorim e Peixoto (2003) que afirmam que a utilizacdo de recipientes graduados
facilita a avaliagdo do volume no momento da coleta. Apesar da dificuldade de coleta
apresentada, principalmente por algumas espécies de agua doce, a literatura ndo dispde de
pesquisas voltadas para o desenvolvimento de métodos apropriados para colheita de sémen de
especies especificas. Para tilapia, Godinho, Amorim e Peixoto (2003) e Mataveli et al. (2007)
utilizaram seringas de 1 mL para coleta de sémen. O mesmo metodo foi utilizado para coleta
de sémen de piapara por Streit-Jr et al. (2008). Para tambaqui, Leite et al. (2011) e Vieira et
al. (2011) utilizaram tubos de polietileno graduados, enquanto que para piabinha foram
utilizados tubos de 5 mL (SHIMODA et al., 2007).
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Tabela 6 — Amostras de sémen de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, livres de contaminacéo de acordo com
0 método de coleta empregado. Amostra contaminada (X). Amostra ndo contaminada (O).

Amostras contaminadas (X) e livres de contaminacéo (O) Amostras ndo
Método de . :
por animal contaminadas
coleta
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (%)
Micro tubo X X O X X 0 X X X @) 30
Micropipeta O O O X X 0O o0 o X X 60

3.3.2 Caracterizagdo do sémen de tilapia

Existe uma grande variacdo entre as caracteristicas seminais das diversas espécies
de peixes, e 0 seu conhecimento é fundamental para a fertilizagdo artificial (MURGAS et al.,
2011), bem como para o estabelecimento de protocolos de conservacdo do sémen. Routray et
al. (2007) afirmam que a descricdo do fluido espermatico é realizada com base em
propriedades fisicas como volume, motilidade e concentracdo, além das caracteristicas
morfolégicas. Estas informacdes, somadas ao tempo de motilidade e a concentracdo
espermatica, sdo indicadores da qualidade do sémen no momento da fertilizacdo
(FELIZARDO et al., 2010). Os resultados obtidos neste trabalho para as caracteristicas fisico-

guimicas do sémen de tilapia-do-Nilo estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Estatistica descritiva das aracteristicas seminais (n = 20) de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus.

] Coeficiente
Desvio
Parametro Minimo Méaximo Média de variacdo
padrdo
(%)
Volume (uL) 110,0 720,0 4540 177,2 39,0
Concentracéo (x 10% spz mL™) 1,2 3,4 2,4 0,7 29,2
pH 7,3 8,6 7.9 0,3 3,8
Osmolaridade (mOsm/kg) 212,0 398,0 310,8 39,1 12,6
Tempo de motilidade (s) 501,0 1.112,0 712,4 194,1 21,2

No presente trabalho, o volume de sémen coletado apresentou grande variacéo
(39%) entre os especimes. De acordo com Godinho (2000), o volume de sémen de peixes
varia entre espécies e espécimes de acordo com idade, método e epoca de coleta. Esta
informacdo foi ratificada por Alavi et al. (2007), que também verificaram grande variacéo de

volume entre espécimes de Perca fluviatilis. O volume médio de sémen coletado de
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454,0 £ 177,2 pL foi semelhante ao encontrado por Matavelli et al. (2007) para a mesma
espécie, que foi de 0,4 mL, superior ao volume médio de 0,3 mL coletado por Chao et al.
(1987) em algumas espécies do género Oreochromis, entre as quais a tilapia-do-Nilo.

Quanto a concentracdo, o valor médio registrado no presente estudo foi de
2,4 x 10° espermatozoides mL™ de sémen, valor inferior aos valores médios encontrados para
a mesma espécie, 24,6 x 10° por Mataveli et al. (2007) e para Tilapia zillii, 7,7 x 10® por Chao
et al. (1987). De acordo com Nynca e Ciereszko (2009), o conhecimento da concentragédo de
espermatozoides permite o controle da reproducdo de peixes atraves do estabelecimento
adequado da relacdo de espermatozoide/6vécito. A determinagdo dessa relagdo propicia uma
melhor taxa de fecundacéo sem desperdicio de gametas.

O valor médio de pH igual a 7,9 + 0,3 encontrado para o sémen de tilapia-do-Nilo
nesta pesquisa ficou dentro da variacdo individual de 6,2 a 8,2, encontrada por Chao et al.
(1987) para sémen de Oreochromis sp. e proxima aos valores médios de 8,09 £0,26 (VIEIRA
et al., 2011) e de 8,0 = 0,1 (MARIA et al., 2010) determinados para sémen de tambaqui,
Colossoma macropomum hormonalmente induzido e ndo induzido, respectivamente.
Informacdes semelhantes foram encontradas por Tabares et al. (2005) que afirmam ser o pH
do sémen de peixes de adguas continentais variavel de 6,5 a 8,5.

A osmolaridade do sémen de peixes € em meédia igual a 300 mOsm/kg
(MORISAWA; SUSUKI, 1980), corroborando com os resultados desse trabalho que registrou
uma variacdo de 212 a 398 mOsm/kg. De acordo com Vieira et al. (2011), a variabilidade da
osmolaridade pode estar relacionada a caracteristica individual e espécie-especificas, uma vez
que esta variacdo também foi registrada para um tipo de caracideo (VIEIRA et al., 2011),
salmonideos e ciprinideos (ALAVI; COSSON, 2006).

A motilidade espermatica é induzida quando o espermatozoide entra em contato
com o ambiente aquoso durante a reproducdo natural ou com a solucdo ativadora durante a
reproducédo artificial (ALAVI; COSSON, 2006). A diferenca da osmolaridade do plasma
seminal em relagdo a do meio ambiente pode inibir ou ativar a motilidade espermatica.
Portanto, o conhecimento da osmolaridade do sémen de peixes é importante para a elaboracdo
de solugdes ativadoras e diluentes para conservacdo dos gametas. Alteragdo desse pardmetro
pode iniciar a motilidade espermatica que para muitas espécies é de poucos segundos. De
acordo com Carneiro (2007), a ativacdo do espermatozoide € irreversivel e o tempo de
motilidade é curto, depois do qual o espermatozoide perde sua capacidade de fertilizag&o, pois
suas reservas energéticas sdo esgotadas. Portanto, conhecer o tempo de motilidade do

espermatozoide da espécie pesquisada € fundamental para o sucesso do processo de
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fecundacdo ou de conservagdo dos gametas. No presente trabalho, o tempo de motilidade do
espermatozoide de tilapia variou de 501 a 1.112 s. Essa grande amplitude também foi
verificada para Rhamdia hilarii (KAVAMATO; FOGLI DA SILVEIRA, 1986), Leporinus
obtusidens (MURGAS et al., 1999) e Carassius gibelio (TAATI et al., 2010). Vale salientar
que o tempo de motilidade espermética em peixes de dgua doce pode variar entre espécies
(MURGAS et al., 2011) e entre espécimes de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos.

As células espermaticas de peixes variam em estrutura (JAMIESON, 1991),
refletindo sua histdria evolutiva de mais de 550 milhdes de anos (JANVIER, 1999). Segundo
Nagahama (1983 apud MURGAS et al., 2011), os espermatozoides podem ser
morfologicamente subdivididos em cabeca, peca intermediaria e cauda e, a caréncia do
acrossoma € compensada pela presenca da micropila, um orificio no cérion do ovo para a
penetracdo deste gameta (COSSON, 1999 apud ALAVI; COSSON, 2005). De acordo com
Downing-Meisner, Klaus ¢ O’Leary (2005), as dimensdes e formato do espermatozoide
podem diferir entre espécies e até mesmo entre individuos de uma mesma espécie
(THURSTON et al., 2001) refletindo no seu modo de fertilizacdo (NAGAHAMA, 1983 apud
MURGAS et al.,, 2011) e adequando-se a abertura da micrépila do ovdcito. Segundo
Tsakmakidis, Lymberopoulos e Khalifa (2010), a morfologia do espermatozoide é uma
caracteristica que pode ser usada para prever a capacidade de um macho para fertilizar um
6vulo. Assim, o conhecimento do padrdo dos parametros do gameta é importante, pois a
presenca de anomalias podera refletir na taxa de fertilizacdo, fator determinante para um
reprodutor de sucesso.

Alguns métodos sdo utilizados para examinar aspectos relacionados a morfologia
dos espermatozoides, principalmente as dimensdes e o formato da cabeca, dentre 0s quais se
destaca 0 CASA, por meio de seu programa conhecido como ASMA (Automated Sperm
Morphology Analysis), que embora tenha sido desenvolvido para estudos do sémen humano
(MONSERRAT et al., 1995), tem sido adaptado a outras espécies de mamiferos
(GRAVANCE et al., 1996), e vem sendo utilizado para estudos das dimensdes morfométricas
de algumas espécies de peixes como tambaqui, Colossoma macropomum (LEITE, 2011) e
pirapitinga, Piaractus brachypomus (MELO, 2010a), com precisdo e exatiddo aceitaveis
(VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002).

Os dados da analise morfometrica da cabeca do espermatozoide de tilapia-do-Nilo
antes e apos digitalizacdo no SCA estdo apresentados na Figura 9. De acordo com Melo
(2010a), a utilizacdo do sistema de analise da morfometria espermatica assistida por

computador (ASMA) busca superar o problema da subjetividade das técnicas de avaliacéo
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visual, pois é totalmente automatizado. Logo, possibilita maior precisdo, objetividade e
repetibilidade fornecendo resultados confidveis, inclusive quanto a morfometria. Marco-
Jiménez et al. (2008), em experimentos realizados com Diplodus puntazzo e Sparus aurata,
confirmam a eficiéncia do ASMA mostrando que as medidas morfométricas da cabeca dos
espermatozoides obtidas através desse sistema foram similares aquelas mensuracgdes obtidas

por microscopia eletronica de varredura.

Figura 9 - Analise morfométrica da cabega do espermatozdide. (a) Antes da digitalizagdo. (b) Apoés a
digitalizagdo no CASA.

Fonte: Erivania Gomes Teixeira

A Tabela 8 mostra os valores médios dos parametros morfométricos registrados
para a cabeca do espermatozoide de tilapia-do-Nilo. Nesse trabalho, o comprimento da cabeca
do espermatozoide variou de 2,6 a 2,73 um enquanto que a largura registrada apresentou
valor minimo de 2,42 ym e maximo de 2,53 um. A érea e 0 perimetro da cabeca do
espermatozoide apresentaram amplitude de variacéo de 0,45 pm? e 0,31 um, respectivamente,
com valores médios de 6,13 + 0,11 pm? e 8,64 + 0,07 pm, na mesma ordem. Conhecer o
padrdo das dimensdes morfométricas (Figura 10) dos espermatozoides de determinada espécie
pode colaborar para futuros estudos da qualidade seminal de planteis de reprodutores ou ainda
para selecdo de gametas com maior potencial fecundante a serem utilizados em programas de
melhoramento genético. De acordo com o0s resultados obtidos nessa pesquisa, O
espermatozoide de tilapia-do-Nilo é menor do que o de pirapitinga, cuja area e perimetro sao
de 7,72 + 0,53 um? e 10,06 + 0,44 um, respectivamente (MELO, 2010a) e inferior também as
dimensGes do espermatozoide de tambaqui, Colossoma macropomum que possui area media
de 7,59 + 0,3 um? e perimetro médio de 9,67 + 0,2 pm (LEITE, 2011). No entanto,
comparando com gameta masculino de enguia europeia, cujas dimensbes sdo de

5,36 + 0,06 um? e 14,68 + 0,13 pm, observa-se que o de tilapia tem maior area e menor



44

perimetro, por ter o espermatozoide da enguia maior elipicidade e maior elongacédo
(MARCO-JIMENEZ et al., 2006).

A cabeca do espermatozoide de tilapia apresentou valores semelhantes em
comprimento e largura (2,67 + 0,03 um e 2,48 + 0,03 um) gerando valores de elipicidade
proximo a um e elongacdo proximo a zero (0,04 + 0,01). Este resultado caracteriza a cabeca

do espermatozoide de tilapia-do-Nilo como tendo formato arredondado.

Tabela 8 — Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros morfométricos obtidos da cabeca dos
espermatozoides de tilapia-do-Nilo.

Varidveis morfométricas da cabeca do espermatozoide | Média (z desvio padrdo)
Comprimento (um) 2,67 £0,03
Largura (um) 2,48 + 0,03
Area (um?) 6,13+0,11
Perimetro (um) 8,64 + 0,07
Elipticidade 1,08 + 0,02
Rugosidade 1,03£0,01
Elongacéo 0,04 + 0,01
Regularidade 0,85+ 0,01

Figura 10 — Morfometria da cabeca do espermatozoide de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. (a)
Comprimento. (b) Largura (c) Perimetro (d) Area.

Fonte: Erivania Gomes Teixeira.

3.4 CONCLUSOES

A obtencdo do sémen de tilapia-do-Nilo livre de contaminantes, sem o sacrificio
do animal, foi dificultada por fatores intrinsecos e extrinsecos e 0 uso de micropipeta
graduada, ndo eliminou, mas reduziu os riscos de contaminacdo. Esse método, com

micropipeta, foi inedito para coleta de sémen de peixes.
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O volume de sémen coletado por animal foi inferior a 1 mL, o que geralmente
dificulta a realizacdo de pesquisas que necessitam de maior quantidade para sua execucao,
exigindo a formacéo de pools para obtencdo de maiores volumes.

A utilizacdo de microeletrodo para a determinacdo do pH do sémen de tilapia-do-
Nilo possibilitou 0 conhecimento preciso desse parametro individualmente, facilitando assim
o célculo exato do pH médio que, juntamente com a osmolaridade também determinada nesse
trabalho, forneceu maior confiabilidade no ajuste dessas variaveis para os diluidores e
criodiluentes que foram utilizados nos processos de conservacdo de gametas.

A concentragdo espermatica mostrou considerada variagdo entre 0s espécimes,
indicando que esse parametro pode ser influenciado por fatores inerentes ao organismo.

O espermatozoide de tilapia-do-Nilo apresentou tempo de motilidade espermatica
superior aos espermatozoides da grande maioria das espécies de peixes de dgua doce. Esse
fato sugere que a espécie possui maior tempo Util para fertilizacdo de ovdcitos.

O conhecimento das dimensdes e formato da cabeca do espermatozoide da tilapia-
do-Nilo possibilitard a utilizacdo dessa informacdo como parametro para selecdo de
reprodutores mais eficientes, desde que combinadas a outros parametros relevantes, por

exemplo, o tempo de motilidade e o volume de sémen produzido.
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CAPITULO 3 - REFRIGERACAO DE SEMEN DE TILAPIA-DO-NILO
UTILIZANDO ACP-104 COMO DILUENTE

Este capitulo descreve o uso de diferentes solucbes como agente diluente do
sémen de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, conservado em refrigeracdo (0 - 4°C),
verificando sua qualidade quanto a motilidade espermética em diferentes intervalos de tempo

e destacando o ACP-104 como potencial diluente para o sémen dessa espeécie.

4.1 INTRODUCAO

Em geral, 0s peixes, assim como outros animais, possuem testiculos em par, que
se originam do tecido mesoderma e estdo localizados na parte posterior da cavidade
abdominal, préximos aos rins e a bexiga natatéria. O sémen é composto de espermatozoide e
de plasma seminal, que contém carboidratos como fonte de energia, além de enzimas
(KOVACS, 1990).

Os espermatozoides de peixes de &gua doce sdo imoveis nas gbnadas onde o
plasma seminal possui osmolaridade de aproximadamente 300 mOsmol/kg e perdem essa
quiescéncia quando em contato com a agua ou outro meio hiposmotico. Portanto, durante a
preservacao espermatica, € importante primar por um meio com osmolaridade capaz de
assegurar a imobilidade das células a fim de preservar as reservas energéticas (MARIA et al.,
2004). Durante a reproducéo natural, a motilidade é induzida depois da libera¢do dos gametas
do trato genital do macho, dentro do ambiente aquoso onde se encontram componentes
favoraveis, principalmente ions (COSSON, 2004). O espermatozoide da tilapia assim como
de outras espécies de peixes ndo possui acrossoma, e a fecundacdo é realizada através de um
orificio conico chamado micrépila (Figura 11). O 6vulo ao entrar em contato com 0 meio
aquoso inicia seu processo de hidratacdo causando o fechamento da micrépila (MACHADO,;
RIGOLINO; TABATA, 2007). Portanto, o tempo de motilidade do espermatozoide deve ser
suficiente para atingir a micropila dentro do periodo em que esta permanece aberta.

Na maioria das espécies de peixes de agua doce, os espermatozoides apresentam
movimento inferior a 2 minutos e, em alguns casos, perdem a atividade em aproximadamente
20 segundos (KIME et al., 2001). O modo como o sémen é conservado pode afetar de forma
negativa o tempo de motilidade dos espermatozoides e, consequentemente, a qualidade do
material, refletindo na taxa de fertilizacdo. A refrigeracdo é uma das técnicas de conservagdo

de gametas que possibilita 0 armazenamento do sémen por um periodo de horas ou alguns
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dias (OLIVEIRA et al., 2007), dependendo da espécie, facilitando os processos de reproducéo

induzida e fertilizacdo em laboratério.

Figura 11 — Micropila do 6vulo de tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus.

Fonte: VALENTIN (2007).

4.1.1 Conservacdo de sémen em refrigeracéo

A refrigeracdo de sémen é uma técnica de fécil execucdo, na qual o material
coletado pode ser armazenado, puro ou diluido em solugdes adequadas, em temperaturas
variando entre 0 e 4°C. E um método de custo reduzido, que facilita a troca de material
genético entre laboratérios e permite aos piscicultores trabalharem com um plantel menor,
reduzindo, portanto, os gastos de manutencdo de reprodutores (CARNEIRO et al., 2006).
Segundo Franciscatto et al. (2002), a conservagao seminal em curto periodo de tempo permite
que o0 sémen esteja apto para a fecundacéo de ovocitos sem a presenga do macho, melhorando
a eficiéncia das reproducdes em cativeiro.

A estocagem do sémen puro em temperatura inferior a fisioldgica reduz a
atividade metabdlica dos espermatozoides, estendendo, portanto, sua viabilidade temporal
(SANCHES; CERQUEIRA, 2011); essa viabilidade pode ser incrementada quando o sémen é
adicionado de solugdes diluentes osmoticamente semelhantes (PENARANDA et al., 2010). A
diluicdo aumenta a disponibilidade de oxigénio para as celulas e também reduz a

concentracdo de proteinas do plasma seminal que podem se degenerar com o tempo,
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comprometendo a qualidade do sémen (BILLARD; COSSON, 1992; PADHI; MANDAL,
2000 apud YASUI, 2007). No entanto, o diluente utilizado, oscilacdo de temperatura e
oxigenacdo podem interferir na qualidade do sémen mantido em refrigeracao.

A busca constante pela otimizacdo de processos técnicos na preservacdo de
espermatozoides de peixes € condizente com o0s objetivos econdmicos e ecoldgicos
(MURGAS et al., 2004). Assim varios pesquisadores tém avaliado a viabilidade de sémen
refrigerado de algumas espécies em relacdo ao tempo de estocagem. As tilapias em geral
podem ter os espermatozoides conservados em refrigeracdo por até cinco dias (CHAO et al.,
1987). O sémen de pirapitinga, Brycon nattereri pode ser mantido em refrigeracéo por até sete
dias diluido em BTS® (OLIVEIRA et al., 2007), enquanto que o sémen de Gadus morhua
mantém sua motilidade espermatica por 40 dias quando armazenado em temperaturas de
refrigeracdo (DEGRAAF; BERLINSKY, 2004). Outras espécies como Clarias gariepinus
(MANSOUR; LAHNSTEINER; BERGER, 2004), Prochilodus lineatus (MARQUES;
GODINHO, 2004), Urechis unicintus (KANG et al., 2004), Lutjanus synagris e L. analis
(SANCHES; CERQUEIRA, 2010, 2011), também ja foram estudadas quanto ao tempo de

estocagem dos espermatozoides em temperaturas entre 0 e 4°C.

4.1.2 Solugdes diluentes

O choque térmico imposto pela refrigeracdo do sémen, quando realizado de forma
inadequada, reduz a taxa de motilidade interferindo, consequentemente na taxa de fertilizacédo
(BEZERRA, 2010). Para minimizar esses efeitos, sdo utilizados diluentes que consistem em
solucgdes de sais e/ou carboidratos. Sua composicdo pode ser simples ou complexa de acordo
com o interesse da diluicdo, se um simples diluente para aumentar o volume, ou se para
conservacdo sob refrigeracdo por um maior intervalo de tempo (ANDRADE et al., 2008;
MARIA, 2005).

Os diluentes evitam a acidificacdo do ambiente e protegem a célula do choque
térmico (CAVALCANTI, 1998 apud BARROS; TONIOLLI, 2011), e quanto maior a
similaridade entre o diluente e o liquido seminal menor o impacto negativo sobre a qualidade
do espermatozoide. Gomes e Cerqueira (2010) afirmam que assegurar 0 pH, a pressao
osmotica e a composicao ionica do diluente além das condicGes de estocagem do sémen,
reduz os efeitos indesejados sobre os espermatozoides de peixes. O diluiente deve ser capaz
de manter a imobilidade espermatica, ter estabilidade durante o armazenamento, ser estéril e

ter funcionalidade quando adicionado de crioprotetores (MARIA, 2005). As pesquisas sobre
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diluentes buscam manter a estabilidade fisico-quimica do plasma seminal durante o periodo
de refrigeracdo e obter uma alta taxa de motilidade espermética (TAN-FERMIN et al., 1999).
A Tabela 9 mostra uma variedade de diluentes pesquisadas nos ultimos anos.
Essas solucBes sdo compostas basicamente por sais e também podem ser utilizadas como
solugdes imobilizadoras para atenuar os efeitos da contaminagdo por urina, podendo,
inclusive, reimobilizar os espermatozoides natantes devido ao aumento da osmolaridade
(BILLARD; ZHANG, 2001 apud WATSON; HOLT, 2001; LINHART et al., 2005).

Tabela 9 — Diluentes utilizadas em peixes.

Solucdo diluidora Componentes Especie Referéncias

BTS (Beltsville

thawing solution) + BTS® 5% + KCI 0,16% Leporinus obtusidens MURGAS et al. (2002)
KClI
Solugdes diluidoras 350 mM glicose 30 mM Tris HORVATH;
a base de sais e 300 mM sacarose 30 mM Tris Cyprinus carpio MISKOLCZI; URBANYI
agucares 350 mM frutose 30 mM Tris (2003)
NaCl NaCl 1,2% Brycon insignis SHIMODA (2004)
; Calcio 0,02%; sodio 0,02%;
Agua de coco ) o )
magnésio 0,01%; potassio 0,32%; B. orbignyanus MARIA (2005)
Kero-coco® )
fésforo 0,01%; carboidratos 5%
Solucdo fisioldgica B. orbignyanus MARIA et al. (2006)
NaCl 154 mM _ .
de NaCl 0,9% Prochilodus lineatus ~ VIVEIROS et al. (2009a)
NaCl + NaHCO4 NaCl 200 mM; NaHCO3 32,38 mM Perca fluviatilis ALAVI et al. (2007)
NaCl (7,8gL™); Pelteobagrus
) 1 1 ) PAN et al. (2008)
Ringer KCI (0,2 g L™); CaCl, (0,21 g L™); fulvidraco
1 o ) DING et al. (2009)
NaHCO; (0,021 g L™). Siniperca chuatsi
CCSE (Common ) IRAWAN,;
NaCl, KCl, frutose, glicose, NaOH )
Carp Sperm C. carpio WUTHIPHANDCHAIA;
307 mOsmol/kg
Extender) NIMRAT (2010)
ACP-104 ACP-104 (300 mOsmol/kg) C. macropomum LEITE et al. (2011)
80% glicose, 12.7% citrato de
o sodio, 2.7% EDTA, 2.7% NaHCO;, B. orbignyanus NASCIMENTO et al.
BTS™ (Minitlb) )
1.5% KCI, 0.5% sulfato de P.lineatus (2012)
gentamicina

Associados aos diluentes, também podem ser utilizados alguns aditivos que
ajudam a manter a integridade das células, por exemplo, oxigénio (BENCIC et al., 2000) e
antibidticos (BILLARD; COSSON; NOVEIRI, 2004; MANSOUR; LAHNSTEINER;
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BERGER, 2004). Vale salientar que a ativacdo dos espermatozoides deve ser possivel com
adicdo de uma solugéo ativadora no momento de sua utilizagdo. Portanto, o desenvolvimento
de um diluente para uma espécie de peixe exige estudos que avaliem possiveis efeitos toxicos

e sua consequéncia sobre a qualidade do sémen (CARNEIRO, 2007).
4.1.3 Agua de coco em p6 — ACP®

O coqueiro (Cocos nucifera L.) foi introduzido na Regido Nordeste do Brasil
pelos portugueses onde € predominantemente cultivado em areas litoraneas (CUENCA et al.,
2002 apud ARAGAO, 2002), pode ser aproveitado integralmente com objetivos artesanais,
nutricionais, alimenticios, agroindustriais, medicinais e biotecnolégicos (CARVALHO et al.,
2006).

O coco atinge seu peso maximo com aproximadamente seis meses de idade,
mantendo-se constante por um ou dois meses. Posteriormente, ocorre um decréscimo
acentuado de peso devido a perda de adgua (BENASSI et al., 2007; GOMES, 1984 apud
BENASSI, 2007). O albdmen liquido comeca a se formar a partir dos dois meses apos a
inflorescéncia (RESENDE et al., 2002 apud BENASSI et al., 2007) e corresponde a 25% do
peso do fruto. A parte interna do fruto é composta por 95,5% de agua, 4% de carboidratos,
0,1% de gordura, 0,02% de célcio, 0,01% de fdsforo, 0,5% de ferro, além de aminoacidos,
vitamina C, vitaminas do complexo B e sais minerais (ARAGAO, 2000).

A 4gua de coco é um alimento rico em minerais, aminoacidos e possui
propriedades de reposicdo de eletrélitos perdidos durante os esforcos fisicos (PENHA, 1998
apud LIMA, 2008). Nas ultimas trés decadas a agua de coco vem sendo explorada na area de
biotecnologia da reprodugdo, pois apresenta caracteristicas que a classificam como um
potencial meio de conservagdo para gametas. Segundo Barros e Toniolli (2011), devido ao
seu potencial, a 4gua de coco foi testada como diluente de diversas formas (Tabela 10).

Diante dos resultados promissores da utilizacdo da agua de coco como diluente
para sémen de diversas espécies animais, muitos pesquisadores se empenharam na busca da
padronizacdo e da estabilizacdo do produto em forma de p6, foi entdo, elaborado o ACP® —
agua de coco em pd — (ACP Biotecnologia, Fortaleza, Ceara, Brasil), meio comercial de
conservacao que possui composicdo bioquimica semelhante a forma in natura, resultado
alcancado em 2002 (LEITE, 2011; SALGUEIRO; NUNES, 2012).
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Tabela 10 — Formas de utilizagdo de agua de coco na preservacdo de sémen de diversas espécies.

Agua de coco Descrigdo Espécie Referéncia
50% de agua de coco filtrada
In natura ) . Colossoma macropomum FARIAS et al. (1999)
+ 25% de agua destilada + .
(ACN) . o Suino TONIOLLI (1994)
25% citrato de sodio a 5%
Estabilizada envazada, esterilizada e i
] Suino BARROS (2010)
(ACE) refrigerada
Em gel )
em forma de gel Caprino SALES (1989)
(ACG)
LEITE etal. (2011)
) . Colossoma macropomum
Em po obtida por liofilizacdo em alto ] MELO (2010a)
] Piaractus brachypomus
(ACP) Vacuo ] SALGUEIRO; NUNES;
Caprino

OLIVEIRA (2002)

Para utilizacdo em peixes, 0 ACP® (Figura 12) foi ajustado de acordo com as
exigéncias verificadas, surgindo o ACP-104, produto especifico para a conservacao de sémen
de peixes. Varios estudos ja foram realizados com sucesso para espécies como: Brycon
orbignyanus (MURGAS; FRANCISCATTO; SANTOS, 2003), Colossoma macropomum
(LEITE, 2011; VIEIRA, 2010), Piaractus brachypomus (PESSOA, 2009; VELASQUEZ-
MEDINA, 2008) e Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al., 2010). Diante do exposto, Melo
et al. (2010b) afirmam ser o ACP-104 uma inovacdo tecnolégica como alternativa
mercadoldgica para subsidiar a reproducdo de peixes.

Figura 12 — Apresentacio do ACP — Agua de coco em po.

Fonte: MELO (2010a).
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O objetivo geral do trabalho descrito nesse capitulo foi avaliar a eficicia de
diferentes diluentes durante a refrigeracdo sobre a motilidade de espermatozoides de tilapia-
do-Nilo. Os objetivos especificos foram: testar o ACP-104 para o sémen de tilapia-do-Nilo
armazenado em refrigeracdo e verificar sua eficacia através da taxa de motilidade espermatica
e porcentagem de espermatozoides com velocidade média e rdpida, por meio do software
SCA (Sperm Class Analyzer).

4.2 MATERIAL E METODOS

A primeira parte do experimento, que consistiu na coleta de sémen e na selecéo
das amostras ndo contaminadas, foi realizada na Estacdo de Piscicultura Prof. Dr. Raimundo
Saraiva da Costa do Departamento de Engenharia de Pesca/UFC, onde os peixes foram
mantidos em hapas montados em tanque de alvenaria. Os animais foram alimentados duas
vezes ao dia com racdo comercial (28% PB). A segunda parte do trabalho que foi a avaliagdo
da taxa de motilidade dos espermatozoides em refrigeracdo, nos diferentes intervalos de
tempo foi executada no Laboratorio de Biotecnologia da Reproducdo de Peixes do Ndcleo
Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Cear4 (LBRP-NIB/UECE).

4.2.1 Diluentes e Ativadores
Foram testados quatro diluentes elaborados conforme o seguinte protocolo:

a) Glicose (350 mOsm/kg): 6,3 g glicose + 100 mL de &gua destilada com pH ajustado para

7,9. Célculo da quantidade de glicose (g) necessaria para o preparo de 1 litro da solucéo a 350

mOsm/Kkg :
180 mg glicose------=-========-=------ 1 mOsm/kg
Kommmmmm e e 350 mOsm/kg
X = 350mOsm/ kg x180mg _63.000mg L
1mOsm/kg
Para 100 mL de solucéo de glicose:
63.000 mg----------------- 1.000 mL
X 100 mL

X =6,300mg ou 6,39
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b) Ringer modificado para peixes (300 mOsm/kg): NaCl 6,5 g/L; KCI 3,0 g/L; NaHCO3 0,2
g/L; CaCl,.6H,0 0,3 g/L; pH 7,8 (RANA, 1995 apud BROMAGE; ROBERTS, 1995).

c) Sacarose (300 mOsm/kg): 10,26 g sacarose + 100 mL de agua destilada com pH ajustado
para 7,5. Célculo da quantidade de sacarose (g) necesséria para a preparacao de 1 litro da
solucdo a 300 mOsm/kg:

Para um litro de solucdo de sacarose:

342,29 mg sacarose---------=-=====-=-=---- 1 mOsm/kg
Kommmmm e e 300 mOsm/kg
X — 300mOsm/ kg x 342,29 mg _102.687mg L
1mOsm/kg

Para 100 mL de solucéo de sacarose:
102.687 mMQ--------====n=nmmmmmmnmm 1.000 mL

X =10.2687mgoul0,26g

d) ACP-104 (339 mOsm/kg): 6g de ACP-104 tamponado + 100 mL de agua destilada com pH
7,8.

A solucdo ativadora utilizada foi NaCl 25 mM: 0,146 g NaCl + 100 mL &gua
destilada. A osmolaridade das solucdes foi conferida por meio de osmodmetro digital,

(Roebling Automatic, Alemanha).

4.2.2 Coleta e Avaliacéo do sémen

Os peixes foram anestesiados com solucéo anestésica de eugenol na concentracéo
de 120 mg L™. Posteriormente os espécimes foram dispostos individualmente sobre a bancada
envolvidos em toalha imida, e a regido urogenital foi seca com papel toalha. Foram realizadas
massagens na regido pélvica, no sentido cranio-caudal, e a coleta do sémen expelido foi feita
com uma micropipeta volumétrica. Imediatamente apds a coleta, as amostras de sémen foram
avaliadas quanto a contaminacdo. Para constatar a auséncia de motilidade uma aliquota de

2 UL de sémen foi colocada sobre 1damina ao microscépio de luz previamente focalizado em
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400X. Amostras com mais de 5% de motilidade foram descartadas. As amostras livres de
contaminacdo foram utilizadas para formacdo de cinco pools compostos pela doagéo de
150 pL de sémen de trés peixes, totalizando 450 pL de sémen por pool. Durante 0s
procedimentos as amostras foram mantidas em micro tubos em caixa isotérmica com gelo
(aproximadamente 4°C). Posteriormente as amostras foram conduzidas ao NIB para dar

continuidade ao experimento.

4.2.3 Refrigeracdo do sémen

No LBRP-NIB, foram delineados cinco tratamentos com cinco repeti¢des: 150 puL
de sémen in natura de cada pool (TI). Para os demais tratamentos, cada pool de sémen foi
acrescentado dos diluidores: ACP-104 (TII), glicose (TIII), ringer (TIV) e sacarose (TV). A
proporcdo sémen/diluente foi de 1:4, constituindo 50 pL de sémen em 200 pL do diluente. Os
tubos de micro centrifuga com os tratamentos foram estocados em rack transparente,
contendo em cada “po¢o” um volume de 1,5 mL de agua destilada para evitar oscilagdo de
temperatura, e acondicionados em refrigeracdo a 4°C. A temperatura interna do refrigerador
foi monitorada por meio de um termémetro digital dotado de um sensor que foi inserido em

um dos pogos do rack.

4.2.4 Avaliacdo da taxa de motilidade espermatica

As avaliagcOes de cada unidade experimental foram realizadas imediatamente ap6s
a diluicdo (0 h), 24, 48 e 72 horas ap0s refrigeracdo a 4°C, mediante utilizagdo de um sistema
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), composto por um microscépio de contraste de
fase (NikonTM H550S, ECLIPSE 50i, Japdo) ligado a uma camera de video (Basler Vision
Technologies™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) que transmitiu as imagens ao computador
contendo o software Sperm Class Analyzer® (SCA® 2005 Microptic, SL versdo 3.2.0,
Barcelona, Espanha).

Para a andlise da motilidade, 5 uL da amostra foram colocados em camara de
Makler™ (Figura 13), com adicdo de 25 pL de solugdo de ativacdo (NaCl 25 mM). A camara
foi exposta ao sistema SCA (zoom de 400X, filtro verde, posicdo — pH1) e foi utilizado o
médulo de motilidade em SCA®. Os espermatozoides foram considerados iméveis quando a
VCL foi inferior a 10 pm s™. Também foi avaliada a porcentagem de espermatozoides com

velocidade rapida e média.
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Figura 13 — Camara de Makler para observagdo da motilidade do sémen refrigerado de tilapia-do-Nilo
Oreochromis niloticus.

Fonte: Erivania Gomes Teixeira

Os dados foram expressos em médias + desvio padrdo. As médias foram
analisadas pela Andlise de Variancia (ANOVA), e quando encontradas diferencas
significativas entre as médias foi aplicado o teste de Tukey. Todas as analises foram
realizadas utilizando o programa BIOESTAT versao 5.0 em nivel de significancia de 5%.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo de 1,5 mL de agua nos pocos do rack de estocagem do sémen diluido
em refrigeracdo impediu a variacao de temperatura durante os procedimentos de determinacao
da taxa de motilidade, evitando os danos ultraestruturais, bioguimicos e funcionais nos
espermatozoides, que segundo Salamon e Maxwell (1995) afetam negativamente a motilidade
espermatica.

As solucdes inibidoras da motilidade espermatica, cujas composic¢Oes fisico-
quimicas se assemelham a do plasma seminal, sdo utilizadas na diluicdo do sémen no
processo de refrigeracdo, com o proposito de aumentar o tempo Util do espermatozoide sem
alterar significativamente a qualidade seminal (PENARANDA et al., 2010). A diluicdo
também reduz a competicdo por espaco e oxigénio (SANCHES; OLIVEIRA,;
SERRALHEIRO, 2009) possibilitando condicdo para maior longevidade. Porém o sucesso do
diluente € incerto, exigindo estudos preliminares & sua utilizacdo. Diluentes com bons
resultados para uma espécie podem ser inadequados para outras. Esses fatores incentivam a
busca por novos diluidores adequados a espécie de interesse.
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No presente trabalho, ndo houve diferenca para a taxa de motilidade espermaética
imediatamente apos a diluicdo do sémen in natura quando comparado ao sémen nos diluentes
glicose, ringer e sacarose (p > 0,05). Para 0 ACP-104, a taxa de motilidade ndo apresentou
diferenca entre os demais diluentes, porém essa diferenca foi registrada quando comparada ao
sémen in natura (p < 0,05). Também foi possivel observar uma menor média de motilidade
espermatica para o sémen diluido em ACP-104, o que sugere um choque imediato sobre as
células mais frageis. Porém estudos mais aprofundados devem ser realizados para elucidar o
real motivo desse efeito provocado pelo ACP-104 sobre 0s espermatozoides.

Quando analisada 24 horas ap6s a refrigeracdo, a média da taxa de motilidade
espermatica do sémen in natura nao diferiu da média da motilidade do sémen em ACP-104
(Figura 14). Uma reducdo significativa foi observada para os demais diluentes em relacdo ao
sémen in natura. Nesta observacdo, os resultados sugerem que o ACP-104 possui maior
capacidade de manutencao espermatica.

A média da taxa de motilidade espermatica registrada 48 horas apos a estocagem
das amostras em refrigeracdo ndo apresentou diferenca entre os tratamentos com glicose
ringer e sacarose (p > 0,05). Também nao foi verificada diferenca estatistica entre 0 sémen in
natura e o diluido em ACP-104. Os registros da taxa de motilidade espermatica ap6s 72 horas
de estocagem em refrigeracdo (0 — 4°C) ratificam a capacidade do ACP-104 em manter a
qualidade dos espermatozoides durante esse periodo, tendo em vista que nessa observagdo a
taxa de motilidade do sémen diluido no supracitado diluente apresentou diferenca entre os
demais diluentes, com valores superiores, inclusive em relacdo ao sémen in natura (p < 0,05).

A solugdo de glicose a 5% € um dos diluentes mais utilizados na crioconservagao
de sémen de peixes, agindo como componente osmatico, fonte de energia e agente protetor
gracas ao seu elevado peso molecular (HOLT, 2000; SALMITO-VANDERLEY et al., 2012)
e oferecendo resultados satisfatdrios para uma variedade de espécies. No presente trabalho os
resultados mostraram que a taxa de motilidade espermatica registrada para o sémen de tilapia
diluido em glicose 350 mOsm/kg, logo apds a diluicédo foi de 80,1%, superior a motilidade de
73,33% obtida para o sémen de Brycon orbignyanus diluido em glicose 5% (MURGAS;
FRANCISCATTO; SANTOS, 2003). No entanto essa taxa obtida apresentou uma redugédo
significativa quando verificada 24 horas apés a diluigéo, atingindo 23,9% ap0ds 72 horas de

estocagem.
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Figura 14 — Taxa de motilidade de sémen de tilapia-do-Nilo Oreochromis miloticus, diluido e resfriado a 4°C nos
diferentes intervalos de tempo.

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

Taxa de motilidade (%)

20 -

0 24 48 72
Tempo (h)

Hinnatura WACP HGlicose ®mRinger  sacarose

Quanto aos resultados registrados para o sémen diluido em ringer, a Tabela 11
mostra que a taxa de motilidade espermatica sofreu uma reducdo significativa entre o tempo
zero e 24 horas apds a estocagem, mantendo a estabilidade por até 48 horas e novamente
sofrendo um decréscimo significativo 72 horas ap6s a diluigdo e estocagem em refrigeragao.
Portanto esses resultados indicam que apds 72 horas em temperatura de refrigeracdo, o sémen
de tilapia diluido em ringer apresentou baixa qualidade, provavelmente inviavel para
congelacao.

A sacarose, assim como a glicose, € um diluente testado na conservacdo de
espermatozoides, principalmente na criopreservacdo combinada com crioprotetores. Estudos
nesse sentido foram realizados para o sémen de Esox masquinongy (CIERESZKO et al.,
1999), de carpa comum (HORVATH:; MISKOLCZI; URBANYI, 2003) e de Paralichthys
orbignyanus (LANES, 2008).

Para o ACP-104, a taxa de motilidade diminuiu gradativamente no intervalo entre
a primeira (0 h) e a quarta observacdo (48 h), no entanto ndo apresentou diferenca
significativa. A motilidade registrada para 72 h ap6s a dilui¢do e refrigeracdo foi de 44,9%,
sem diferenca estatistica em relacdo as duas observacdes anteriores (Tabela 11).
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Tabela 11 - Motilidade (%; média + desvio padrdo) do sémen de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus diluido
em diferentes solugdes e armazenado a 0 - 4°C por até 72 horas.

Diluente 0 24 48 72
Sémen nao diluido 92,3+3,1*  69,1+14,6° 56,1 + 15,5° 27,3+9,3°
ACP-104 68,4 + 8,0° 59,9 + 9,6%° 55,8 + 10,2% 44,9 + 6,3°
Glicose 80,1+12,7%  43,3+4,8" 37,3+6,8° 23,9+5,8°
Ringer 79,1 + 13,2 432+ 5,8° 36,0 + 6,0° 20,6 + 4,9°
Sacarose 76,7+11,7% 382+129° 19,9 +£6,9° 11,9+6,7°

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem entre si significativamente (p < 0,05).

A motilidade espermatica logo apés a diluicdo em ACP-104 foi de 76,6%, esse
valor foi inferior ao encontrado por Oliveira (2012) para sémen de Colossoma macropomum
diluido em ACP-104 combinado com diferentes crioprotetores e refrigerado. Porém a taxa de
motilidade registrada apds 24 horas em refrigeracdo foi semelhante a observada pelo mesmo
autor para tambaqui, em tempo similar. Maria et al. (2006), usando agua de coco
industrializada como diluente para sémen de piracanjuba, obtiveram taxa de motilidade de
8%, 24 horas depois de submetido a baixas temperaturas. Os valores de motilidade registrados
para o sémen de tildpia diluido em ACP-104, 48 e 72 horas apds a refrigeragdo foram
superiores aos obtidos para tambaqui, no mesmo periodo de observacdo (OLIVEIRA, 2012).

Foi possivel verificar que as amostras refrigeradas in natura apresentaram maior
porcentagem média (78,4 + 5%) de espermatozoides com velocidade média e rapida, logo
ap6s a diluicdo (tempo zero). As amostras diluidas em glicose, ringer e sacarose,
apresentaram 68,40%, 70,74% e 68,36% de espermatozoides com velocidades médias e
rapidas, respectivamente. Nessa avaliacdo, o sémen diluido em ACP-104 apresentou menor
porcentagem (57,95%) de espermatozoides com velocidade média e rapida. Porém, 24 horas
depois da diluicdo do sémen e estocagem sob refrigeracdo, as amostras em ACP-104
apresentaram resultados superiores aos registrados para 0s demais diluentes ficando inferior
somente, quando comparadas ao sémen in natura (Figura 15).

A avaliacdo realizada 48 horas ap6s a diluigdo do sémen revelou que as amostras
em ACP-104 apresentaram maior porcentagem de espermatozoides com velocidade média e
rapida, superando inclusive o sémen estocado in natura. Observou-se também que entre 0s
intervalos de 48 e 72 horas, os demais tratamentos apresentaram uma porcentagem de
espermatozoides com velocidade média e rdpida inferior a 20% com excec¢do das amostras
diluidas em ACP-104, que apresentaram uma aparente constancia entre esses dois intervalos
de observacdo mantendo, portanto, a qualidade em relacdo a variavel considerada. Algumas

informagdes acerca das caracteristicas do sémen utilizado no momento da fertilizagdo de
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ovocitos sdo essenciais para o0 sucesso da reproducdo manipulada. Rurangwa et al. (2004) e
Viveiros et al. (2010) afirmam que o bom desempenho reprodutivo de peixes estd associado a
taxa de motilidade espermatica e a velocidade do espermatozoide. Esses dois parametros

podem estar relacionados a maior possibilidade do espermatozoide alcangar a micrépila do
ovacito.

Figura 15 - Espermatozoides de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus com velocidade rapida ou média nos
diferentes intervalos de tempo, submetidos a refrigeragéo (4°C).
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4.4 CONCLUSOES

Os resultados da taxa de motilidade espermatica do sémen de tilapia mantido em
refrigeragdo sugeriram que o ACP-104 imp0s um choque imediato sobre as células mais
frageis. Porem manteve a boa qualidade dos gametas por ate 72 horas ap6s a diluicdo e
refrigeracao.

A afirmagdo sobre a melhor qualidade do sémen diluido em ACP-104 foi
fortalecida pela maior porcentagem de espermatozoides com velocidade média e rapida apds
72 horas de estocagem a 4°C.

O ACP-104 pode colaborar para o desenvolvimento de técnicas de manutencéo e
conservacdo de espermatozoides de tilapia-do-Nilo, O. niloticus, e subsidiar o

estabelecimento de um programa de melhoramento genético da espécie na Rgido Nordeste do
Brasil.
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CAPITULO 4 - CRIOPRESERVACAO DO SEMEN DE TILAPIA-DO-NILO
UTILIZANDO ACP-104 ADICIONADO DE CRIOPROTETOR

Este capitulo relata a utilizacdo de diferentes diluentes adicionados de
crioprotetores para criopreservacdo do sémen de tilapia. Os resultados indicam que o
criodiluente a base de ACP-104 tem potencial para ser utilizado na conservacdo do sémen da

tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus.

5.1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre a preservacdo de sémen de peixe vem avancando desde a
década de 1950. Os primeiros trabalhos foram realizados por Barret (1951 apud MARQUES;
GODINHO, 2004), que verificou a viabilidade de células germinativas de salmonideo depois
da estocagem, e por Blaxter (1953 apud CARNEIRO, 2007), que procurou viabilizar o
cruzamento de duas variedades de arengue que desovam em diferentes épocas do ano.

O desenvolvimento de técnicas para o armazenamento de sémen de peixes pode
ser justificado tanto por razdes ambientais quanto econdmicas. As agressdes ambientais
promovidas nos Gltimos anos, principalmente a ambientes aquaticos, afetam diretamente as
populacOes de espécies de peixes nativos, que mesmo antes de entrarem para a lista daquelas
ameacadas de extincdo, algumas de suas caracteristicas genéticas podem ter sido alteradas ou
perdidas como estratégia de adaptacdo as condicdes ambientais alteradas (CARNEIRO,
2007). As estratégias de recuperacdo da ictiofauna de corpos d’adgua que passam por
modificagdes em consequéncia da deterioracdo genética podem ser grandemente auxiliadas
por sémen coletado em um periodo anterior e armazenado em baixas temperaturas (RANA,
1995 apud BROMAGE; ROBERTS, 1995).

Quanto a questdo econdmica que esta diretamente relacionada a aquicultura
existem muitas vantagens no uso de técnicas de conservacdo de sémen de peixes. O cultivo
intensivo e a propagagdo artificial requerem tecnologias proprias de manipulacdo dos
gametas, as quais incluem o armazenamento em curto prazo para facilitar a reproducédo
artificial ou mesmo para melhorar sua eficacia (KOVAKS, 1990).

Dentre os diversos beneficios da preservacdo do sémen, pode-se destacar a
exclusdo da assincronia reprodutiva entre fémeas e machos, conservacdo da variabilidade

genética em populacdes domesticadas e facilidade no estabelecimento de programas de
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melhoramento genético (CAROLSFELD et al., 2003; RIBEIRO; GODINHO, 2003;
SUQUET et al., 2000).

A preservacdo de gametas pode ser realizada em curto prazo, que consiste em
manter a viabilidade espermaética por um periodo de horas ou dias em temperatura de
refrigeracdo (SUQUET et al., 2000) e, em longo prazo, que envolve procedimentos de
armazenamento de espermatozoides em nitrogénio liquido, mantendo-se a viabilidade dos
gametas por tempo indefinido (MURGAS et al., 2007).

5.1.1 Criopreservagao

A criopreservacao de sémen consiste na preservacdo de gametas masculinos em
nitrogénio liquido, a temperatura de -196°C, por tempo indeterminado e sem prejuizos a sua
estrutura e fungdo. Durante esse processo alguns fatores como diluicdo, congelacdo e
descongelacdo exigem atencdo. A criopreservacao de sémen de peixes envolve 0s seguintes
procedimentos: (1) preparo dos criodiluentes; (2) coleta do sémen; (3) selecdo por
microscopia de amostras aptas; (4) adicdo de diluentes e crioprotetores; (5) envase; (6)
congelagdo em vapor de nitrogénio; (7) armazenamento em nitrogénio liquido; (8)
descongelacéo; e (9) utilizacdo do material descongelado. Segundo Lezcano (2001) e Melo
(2010a), durante o processo de congelacdo a célula espermatica passa por trés etapas. Na
primeira ha substituicdo de grande parte da agua intracelular por solucdo crioprotetora. Na
segunda ocorre regulacdo da osmolaridade em relacdo ao meio extracelular, podendo sofrer
impacto osmatico. Na terceira e Ultima etapa ocorre reducdo da temperatura, passando pelo
ponto de congelagdo dos meios liquidos, com risco da formacdo de cristais.

O sucesso da criopreservacao depende da eficicia da técnica aplicada em eliminar
a agua excedente do interior da célula espermética impedindo assim, a formacéo de cristais de
gelo intracelular (CARNEIRO, 2007; MARIA; CARNEIRO, 2012), que é um dos principais
problemas durante a criopreservacdo de sémen (MATEOUS-REX; AGUILLAR, 1996 apud
VIEIRA, 2010). A congelacdo em dry shipper (Figura 16), que um recipiente utilizado para
transporte em temperatura criogénica, foi utilizado com sucesso para o congelacdo de sémen
de piracanjuba (MURGAS; FRANCISCATO; SANTOS, 2003), de pirapitinga (MELO,
2010a; NASCIMENTO et al., 2010) e de curimba (VIVEIROS et al., 2008). No entanto

outros equipamentos podem ser utilizados para esta etapa do processo.
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Figura 16 — Equipamento para congelamento de sémen - Dry shipper.
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Fonte: MELO (2010a)

Vérias atividades podem ser otimizadas com o uso de sémen congelado, incluindo
sua obtencdo em tempos e locais diferentes e utilizagdo em programas de melhoramento
genético. A criopreservacdo de sémen tem alcancado grandes progressos na area da
aquicultura e tem sido estudada com diferentes protocolos em mais de 200 espécies de peixes
de &gua doce como: catfishs, Silurus glanis, Pangasius hypophthalmus e Clarias gariepinus
(KWANTONG; BART, 2009; LINHART et al., 2005; VIVEIROS; SO; KOMEN, 2000),
carpa, Labeo rohita (ROUTRAY et al., 2006) e truta, Salmo trutta caspius (SARVI et al.,
2006), e mais de 32 espécies marinhas como esturjdo, Acipenser sturio (KOPEIKA,
WILLIOT; GONCHAROQOV, 2000), Lutjanus campechanus (RILEY et al., 2004), salméo,
Oncorhynchus tshawytscha (ROSENGRAVE et al., 2008), e Lutjanus argentimaculatus
(VUTHIPHANDCHAI; CHOMPHUTHAWACH; NIMRAT, 2009).

Segundo Maria e Carneiro (2012), atualmente no Brasil, existem Vvarios
protocolos bem definidos para algumas espécies das familias Characidae, Prochilodontidae,
Anastomidae e Pimelodidade (CAROLSFELD et al., 2003; VIVEIROS, 2011; VIVEIROS;
GODINHO, 2009).

A congelacdo do sémen de peixe deve ser realizada mediante prévia diluicdo em
solugdes contendo diluentes e crioprotetores. Estas solugdes crioprotetoras devem evitar as

crioinjurias dos espermatozoides e a iniciacdo da motilidade.
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5.1.2 Solucgdes crioprotetoras e Taxa de congelagao

O sucesso da criopreservacao depende ndo somente da escolha certa dos
crioprotetores e diluentes, mas também do protocolo utilizado (MARIA, 2005). As
substancias adicionadas para exercer funcdo crioprotetora diretamente sobre a célula
espermatica sdo divididas em crioprotetores intracelulares e extracelulares. Os intracelulares
devem ser capazes de substituir parte da agua da célula reduzindo sua temperatura de
congelacdo interior e impedindo a formacdo interna de cristais de gelo (CARNEIRO et al.,
2007). Os crioprotetores extracelulares tém funcdo de impedir a formacao do gelo, protegendo
a membrana contra injdrias e de promover a desidratacdo celular (NEVES, 2008). O produto
mais conhecido e utilizado em sémen de peixe como crioprotetor intracelular é o
dimetilsulfoxido (DMSQO), entretanto outras substancias como a dimetilacetamida (DMA)
(RILEY et al., 2004), o glicerol (BAG et al.,, 2002; YANG et al., 2009) e o metanol
(MURGAS et al., 2007) também tém sido empregadas para algumas espécies (SUQUET et
al., 2000). Segundo Viveiros (2005), estes crioprotetores oferecem melhores resultados para
sémen de peixes, registrando boas taxas de motilidade pos-decongelacdo e percentuais de
fecundacdo satisfatorios. Miliorini (2006) verificou que a utilizagdo de DMSO como
crioprotetor para o sémen de curimba, Prochilodus lineatus, reduziu a ocorréncia de defeitos
na cauda do espermatozoide quando comparado com metanol como crioprotetor, e Cruz
(2001) registrou maior duracdo média de motilidade espermatica para o sémen da mesma
espécie utilizando criodiluidor a base de DMSO.

O DMA, embora menos utilizado como crioprotetor para sémen de peixes do que
0 DMSO apresenta resultados de sucesso para algumas espécies. Reza et al. (2001)
registraram maior porcentagem de espermatozoides rapidos quando utilizaram DMA como
criodiluidor de sémen de catfish, Sorubin cuspicaudus. Horvath e Urbanyi (2000) utilizaram
DMA como crioprotetor para sémen de catfish, Clarias gariepinus e obtiveram taxa de
fertilizacdo acima de 85%.

Para protecéo extracelular do espermatozoide, os produtos mais utilizados sao
glicose, sacarose, lactose, trealose e manitol (DENNISTON et al., 2000; NEVES, 2008).
Outro protetor comumente usado é a gema de ovo, que além de funcionar como fonte de
nutrientes, também tem acdo crioprotetora por conter acidos graxos e antioxidantes
(CAROLSFELD et al., 2003).

A Tabela 12 mostra uma variedade de produtos e combinagdes utilizadas em

solugdes crioprotetoras para algumas espécies de peixes. Segundo Kasai (1996) e Vajta
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(2000), a combinacdo de dois ou mais crioprotetores, bem como a utilizacdo de produtos
menos toxicos, sdo estratégias utilizadas para reduzir os danos as células. A eficiéncia dos
crioprotetores intracelulares pode ser maximizada quando combinados a outro de acao
extracelular (DENNISTON et al., 2000).

As taxas de diluicdo do sémen em criodiluente s&o amplamente pesquisadas e
variam entre espécies. Assim, Tian et al. (2008) utilizaram uma diluicdo de 1:2
(sémen:diluente) para halibut, Verasper variegatus; Viveiros et al. (2009a) utilizaram diluicéo
de 1:9 para curimba, Prochilodus lineatus; Vuthiphandchai, Chomphuthawach e Nimrat
(2009) utilizaram taxa de diluicdo de 1:1 para red snapper, Lutjanus argentimaculatus; e
Godinho, Amorim e Peixoto (2003) utilizaram dilui¢do de 1:9 para tilapia-do-Nilo.

Os crioprotetores e a taxa de congelacdo simultaneamente determinam os danos
causados aos espermatozoides devido a formacdo de cristais de gelo intracelular (MAZUR,
1977). Para que ocorra a congelacdo adequada dos espermatozoides, o tempo e a velocidade
de congelamento devem ser considerados. No caso de uma refrigeracdo muito répida, a 4gua
intracelular podera ser congelada antes que ocorra a desidratacdo completa, provocando assim
a morte da célula, no entanto se a congelacao for muito lenta pode ocorrer o choque osmético,
quando as células sdo desidratadas satisfatoriamente, mas a concentracdo de solutos se torna
muito alta, 0 que podera causar a remogéo da agua de ligagdo celular (KOVACS, 1990).

Tabela 12 — Criodiluentes usados para diferentes espécies de peixes.

Criodiluentes | Espécie | Referéncia

Glicose 5% + metanol + L GODINHO; AMORIM; PEIXOTO
Oreochromis niloticus
gema de ovo (2003)

HORVATH; MISKOLCZI:

Frutose + Tris + metanol Cyprinus carpio URBANYI (2003)
Glicose + metanol + Salmo trutta caspius SARVI et al. (2006)
gema de ovo
BTS®(Beltsville thawing
Solution) - metilglicol Brycon nattereri OLIVEIRA et al. (2007)
NaCl 200 mM + DMSO
Ringer + metanol Pelteobagrus fulvidraco PAN et al. (2008)
Glicose 5% + metilglicol Prochilodus lineatus VIVEIROS et al. (2009a)
Sacarose + DMSO C. carpio IRAWAN; VUTHIPHANDCHAI,

NIMRAT (2010)

ACP-104 + DMSO Colossoma macropomum LEITE et al. (2011)

MARTINEZ; TARAZONA-
Glicose 6% + DMSO Prochilodus magdalenae  MORALES; PARDO-CARRASCO
(2012)
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Taxas de congelacdo situadas entre —20°C/min e —40°C/min sdo consideradas
adequadas para a criopreservacdo de sémen de peixes. A temperatura do sémen deve ser
levada rapidamente até —50°C, porém entre —-50°C e —80°C a velocidade deve ser um pouco
mais lenta. Desse modo, o sémen pode ser transferido para nitrogénio liquido e a temperatura
levada a —-96°C (HARVEY; CAROLSFELD, 1993 apud MURGAS et al., 2007). Algumas
espécies apresentam alta taxa de motilidade espermética pos-descongelacdo quando
criopreservadas em combinac6es de diferentes taxas de congelacdo (SANSONE et al., 2002).
Por exemplo, Viveiros, So e Komen (2000) utilizaram uma taxa de congelacdo para o sémen
de catfish (Clarias gariepinus) de -5°C/min entre 5°C e —40°C, mantendo sob esta
temperatura por 5 min, depois imergindo em nitrogénio liquido (~196°C) e obtiveram taxas de
eclosdo dos ovos semelhantes as do sémen in natura. Yang et al. (2009) desenvolveram um
protocolo de criopreservacdo de sémen de Xiphophorus couchianus em que a taxa de
congelacao foi de —20°C/min entre 5°C e —80°C com imers&o imediata em nitrogénio liquido.

Varios protocolos foram desenvolvidos utilizando diferentes taxas e métodos de
congelacdo para diversas espécies de peixes como: Morone saxatilis (THIRUMALA et al.,
2006), Maccullochella peelii peelii (DALY et al., 2008), Siniperca chuatsi (DING et al.,
2009) e Carassius auratus (MORITZ; LABBE, 2008).

5.1.3. Toxicidade dos crioprotetores

Por serem gquimicamente tdxicos, os crioprotetores podem causar injdrias aos
espermatozoides, portanto devem ser utilizados em baixas concentracdes e a exposi¢cdo das
células ao produto deve ser breve, com rapidas taxas de refrigeracdo (VAJTA; HOLM;
KUWAYAMA, 1998). As substancias utilizadas como crioprotetores, quando toxicas
provocam lesdes na membrana celular. Essa reacdo foi verificada por Martinez, Tarazona-
Morales e Pardo-Carrasco (2012), utilizando 15% de DMSO como crioprotetor para 0 sémen
de Prochilodus magdalenae. Portanto a concentracao de crioprotetor a ser utilizada durante os
procedimentos de congelacdo € limitada pela sua toxicidade. Segundo Martino, Pollard e
Leibo (1996), a refrigeracdo rapida possibilita a reducdo dos danos celulares uma vez que
passa rapidamente pela zona de perigo situada entre +15°C e —5°C. Diante disso, 0
desenvolvimento de uma solugdo crioprotetora exige testes para estabelecimento das
concentragcOes adequadas do protetor, podendo variar entre espécies. Propor¢des inadequadas
podem causar alta toxicidade prejudicando a integridade e funcionalidade do espermatozoide
(MARIA; CARNEIRO, 2012).
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Dentre os crioprotetores mais utilizados, 0 metanol possui a maior capacidade de
penetracdo na célula, no entanto também apresenta maior toxicidade exceto para o sémen de
tilapia-do-Nilo (HARVEY; CAROLSFELD, 1993 apud MURGAS et al., 2007). J4 0 DMSO
possui baixa toxicidade e é considerado eficiente em proteger o espermatozoide dos efeitos
negativos da refrigeracdo (PELETEIRO; CHEREGUINI; CAL, 1996 apud SANCHES;
OLIVEIRA; SERRALHEIRO, 2009). De acordo com Chao e Liao (2001), o DMSO é um dos
crioprotetores mais utilizados em congelacao espermatica.

De acordo com Kasai (1996), uma das caracteristicas de um agente crioprotetor
eficiente é a baixa toxicidade com répida capacidade de penetragdo reduzindo o tempo de
exposicao da célula ao crioprotetor durante a passagem pela temperatura critica, prevenindo

assim as injarias osmoticas.

5.1.4 Descongelagdo

A congelacdo do sémen consiste na perda de agua e na desidratacdo das células,
enguanto que durante a descongelacdo a célula é reidratada, através do influxo de gua para
seu interior (HOLT, 2000). Grande parte das células suporta a descongelacdo rapida
necessaria para evitar a recristalizacdo, quando os pequenos cristais se reinem e formam
cristais maiores que danificam a célula (LEUNG, 1991 apud YANG; TIERSCH, 2009).

Palhetas com sémen congelado sdo retiradas do botijdo de nitrogénio liquido e
imersas em banho térmico por curto intervalo de tempo. Geralmente, excelentes resultados
sdo obtidos em descongelacdo em temperaturas variando de 50°C a 60°C. Porém, o uso de
temperaturas mais elevadas pode causar superaquecimento, que € letal aos espermatozoides
(MARIA, 2005). O aquecimento da palheta deve ser realizado em tempo suficiente para
iniciar a descongelacdo do contetdo e, naturalmente, a temperatura da palheta permanecera
em elevacdo completando o processo de descongelacdo apos sua retirada da agua aquecida
(CAROLSFELD; HARVEY, 1999 apud VIVEIROS et al., 2009b).

A temperatura e o tempo de imersdo para a descongelagdo do sémen estocado em
palhetas de 0,5 mL é amplamente discutida por diversos autores. Godinho, Amorim e Peixoto
(2003) descongelaram o sémen de tilapia-do-Nilo a 30°C por seis segundos; Riley et al.
(2004) desconglaram sémen de Lutjanus campechanus a 40°C por sete segundos; Murgas et
al. (2007) descongelaram o sémen de Prochilodus lineatus a 60°C por oito segundos e Yang e
Tiersch (2009) descongelaram sémen de Xiphophorus sp. a 40°C por cinco segundos.
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5.1.5 Utilizacdo da anélise computadorizada para avalia¢do espermatica

A qualidade do sémen esta diretamente relacionada a taxa de motilidade e a
velocidade do espermatozoide. Esta avaliacdo antes realizada subjetivamente pode ser
realizada de forma mais segura através de métodos automatizados de avaliagdo da motilidade
seminal que fornecem respostas seguras. A Anélise de Sémen Auxiliada por Computador -
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) é um sistema aplicado para captacdo de imagens,
digitalizacdo e analise sucessivas de amostras seminais, fornecendo informacGes precisas da
movimentacdo de cada célula, e de subpopulacdes de células espermaticas (AMANN; KATZ,
2004), podendo analisar objetivamente a porcentagem de espermatozoides méveis (Figura 17)
e seus parametros de velocidade além de caracteristicas como morfometria do
espermatozoide. Este método tem sido amplamente utilizado para examinar a qualidade do
sémen de aves e mamiferos, sendo sua aplicacdo mais recente em estudos com peixes
(RURANGWA et al., 2001).

Figura 17 — Imagem captada do monitor do sistema CASA no momento da analise de motilidade espermatica.
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Fonte: Erivania Gomes Teixeira

Segundo Verstegen, Iguer-Ouada e Onclin (2002), o CASA fornece, além da taxa
de motilidade espermatica, informacdes relacionadas a velocidade e a trajetéria do
espermatozoide (Figura 18). As informacdes fornecidas sobre a velocidade séo: velocidade
curvilinear (VCL - um/s), velocidade linear progressiva (VSL - um/s) e velocidade média da
trajetéria (VAP - um/s).
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Figura 18 - Velocidades medidas pelo sistema CASA. VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear
progressiva; VAP = velocidade média da trajetoria.
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Fonte: LEITE (2011).

Para o0 sémen de peixes 0 CASA foi utilizado em estudos de espécies como Gadus
morhua (BABIAK et al.,, 2012), Colossoma macropomum (LEITE, 2011), Piaractus
brachypomus (MELO, 2010a) e Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al., 2010).

Esse capitulo teve como objetivo geral avaliar diferentes solugdes crioprotetoras
como agentes protetores do sémen de tilapia-do-Nilo durante a criopreservacdo. Os objetivos
especificos foram: verificar a eficacia do ACP-104 adicionado de diferentes crioprotetores
para 0 sémen de tilapia-do-Nilo por meio da taxa de motilidade e determinar pardmetros de

velocidade do espermatozoide pos-descongelacdo da referida espécie.
5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento teve inicio na Estacdo de Piscicultura Prof. Dr. Raimundo Saraiva
da Costa do Departamento de Engenharia de Pesca/UFC, onde foi realizada a coleta de sémen
e a selecdo das amostras aptas a utilizacdo. A segunda parte do trabalho foi executada no
Laboratério de Biotecnologia da Reproducdo de Peixes do Nducleo Integrado de
Biotecnologia/UECE.

O plantel de reprodutores foi mantido em tanque de alvenaria de 30 m? e
alimentado duas vezes ao dia com ragdo comercial (28% PB). As varidveis limnologicas

foram monitoradas e mantidas dentro dos parametros recomendados para a espécie.
5.2.1 Coleta das amostras e Formacao dos pools
Os peixes com peso médio de 7605 + 1225 g foram anestesiados

individualmente em solucdo de eugenol & concentragdo de 120 mg L™, pesados e

encaminhados ao procedimento de colheita. Para a coleta dos gametas a papila genital foi
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enxuta, em seguida foi feita uma massagem abdominal no sentido cranio-caudal e o sémen foi
coletado por meio de micropipeta automatica e transferido para tubos de micro centrifuga.

A selecdo das amostras aptas a criopreservacao foi realizada pela constatacdo da
auséncia de motilidade. Para a selecdo, uma aliquota de 2 pL de sémen foi colocada sobre
lamina previamente focalizada ao microscopio de focalizado em 400X. As amostras livres de
contaminacdo foram utilizadas para formacdo de cinco pools compostos pela doagdo das
mesmas quantidades de sémen de quatro peixes totalizando 1,4 mL. Durante o0s
procedimentos as amostras foram mantidas em caixa isotérmica com gelo (aproximadamente
4°C).

5.2.2 Criodiluentes e Solucéo ativadora

Foram testados oito meios criodiluentes resultantes da combinagdo de quatro
diluentes e dois crioprotetores. Os diluidores utilizados foram glicose 350 mOsm/kg (pH 7,9),
meio de conservacdo para sémen de peixes a base de agua de coco em pd (ACP-104,
Biotecnologia, Fortaleza, Ceara, Brazil; 300 mOsmo/kg; pH 7,8), ringer modificado para peixes
(NaCl 6,5g/L; KCI 3,0 g/L; NaHCOs 0,2 g/L; CaCl2.6H20 0,3 g/L; 300 mOsm/kg; pH 7,8;) e
sacarose 300 mOsm/kg; pH 7,5). Cada solugdo diluente foi acrescidade 10% de DMSO
(dimetilsulféxido) ou DMA (dimetilacetamida).

A solucdo ativadora utilizada foi NaCl 25 mM (0,146 g NaCl + 100 mL &gua
destilada). A osmolaridade das solugdes foi conferida por meio de osmoémetro digital

(Roebling automatic, Alemana).

5.2.3 Diluicgéo, Envase e Congelagdo

Em tubos de ensaio com tampa rosqueavel, cada pool de sémen foi dividido e
diluido nas solucdes criodiluentes na proporcao de 10% de sémen em 90% do meio (diluicdo
1:9).

Palhetas (IMV, France) transparentes estéreis com capacidade para 0,5 mL
(Figura 19), previamente identificadas, foram mantidas em refrigeracdo até o momento do
envase. Para cada tratamento foram utilizadas trés palhetas preenchidas por sucgdo da

amostra.
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Figura 19 - Palhetas transparentes de 0,5 mL utilizadas para criopreservacdo de sémen de tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus.

Fonte: Erivania Gomes Teixeira

Apdbs o envase, as palhetas foram seladas em alcool polivinilico, dispostas em
globetes e estocadas em racks previamente identificadas. As racks foram imediatamente
depositadas em canister e levadas ao dry shiper (-160°C, Chengdu Golden, Phoemix Liquid
Nitrogen Container Ltda) para congelacdo em vapor de nitrogénio liquido por 30 min. Apoés
esse periodo, as amostras de cada tratamento foram transferidas para botijao com nitrogénio

liquido onde permaneceram imersas (-196°C) por 30 dias.

5.2.4 Descongelacédo e Avaliacéao

A descongelacdo das amostras foi realizada 30 dias apds o armazenamento em
botijdo criogénico. Cada palheta foi retirada do botijdo, imediatamente exposta ao banho de
imerséo térmico a temperatura de 30°C por seis segundos, conforme metodologia descrita por
Godinho, Amorim e Peixoto (2003). O conteudo foi liberado em placa de Petri e
imediatamente, 5 pL da amostra foram depositados em camara de Makler® com adicéo de
25 L de solucéo ativadora (NaCl 25 mM) para analise da taxa de motilidade e velocidade do
espermatozoide por meio do médulo de motilidade do software SCA (Sperm Class Analyzer
versdo 3.2.0, Microptic, Barcelona, Espanha; zoom 400X, filtro verde, posi¢cdo pH1). Os
parametros de velocidade avaliados foram: velocidade curvilinear (VCL, um/s), velocidade
linear progressiva (VSL, um/s) e velocidade média da trajetéria (VAP pm/s) (n > 800
espermatozoides/amostra).

Os dados foram analisados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) e quando

encontradas diferencas significativas entre as médias foi aplicado o teste de Tukey. Todas as
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andlises foram realizadas utilizando o programa BIOESTAT versdo 5.0 em nivel de
significancia de 5%.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 13 mostra os resultados para a taxa de motilidade espermatica pos-
descongelacéo para os diferentes criodiluentes.

Table 13 — Motilidade (%; média + desvio padrdo) de espermatozoides pos-descongelagdo de tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus usando quatro diluentes associados a dois crioprotetores através da avaliacdo objetiva.

_ Motilidade (%)
Diluentes
DMSO DMA
Glicose 234 + 6,3 15,3 + 3,7%°
ACP-104 33,3+6,6™ 22,9 +7,0°°
Ringer 18,3 + 2,0™ 12,3 + 4,4
Sacarose 225+33™M 14,0 + 6,852

Letras maitsculas distintas representam diferenca significativa entre colunas (crioprotetores) e letras mindsculas
distintas representam diferenca significativa entre linhas (diluentes) (p < 0,05).

Para os quatro diluentes testados, a taxa de motilidade espermatica do sémen de
tilapia criopreservado com DMSO foi sempre superior ao sémen criopreservado em DMA
(p < 0,05). Quando o DMA foi avaliado como crioprotetor, ndo foi observada diferenca entre
0 sémen criopreservado em glicose, ringer e sacarose (p > 0,05). A motilidade nesses
diluentes sd@o inferiores aos registrados por Godinho, Amorim e Peixoto (2003), quando
testaram diferentes concentracdes de metanol como crioprotetor para sémen de tilapia-do-Nilo
e obtiveram taxa de motilidade espermatica de 46,3 £ 15,1%. Para sémen de tambaqui, C.
macropomum, Menezes et al. (2008) registraram motilidade espermatica menor que 5%
quando testaram glicose acrescida de DMA.

No presente estudo, embora 0 DMA tenha oferecido baixa taxa de motilidade
espermatica, dentre os diluentes testados, 0 ACP-104 apresentou resultado significativamente
superior quando comparado aos demais. Este resultado pode estar relacionado, entre outros
fatores, ao IAA (acido 3-indol-acético) presente na 4gua de coco e que possui agao protetora
sobre os espermatozoides, mantendo normal sua morfologia (TONIOLLI; MEDEIROS;
FIGUEIREDO, 1999), protegendo-o, provavelmente da toxicidade do DMA. De acordo com
Nunes, Combarnous e Priscila (1994 apud BISPO, 2009), quando o IAA foi adicionado a
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diluentes usuais do sémen de diferentes espécies, houve incremento da motilidade
espermaética, da taxa de fertilidade, além de permitir sua conservagdo por um periodo maior.

Ao contrario do DMA, o DMSO é utilizado com sucesso em diversas espécies de
peixes, portanto considerado como melhor crioprotetor (MENEZES et al., 2008) e de acordo
com Chao e Liao (2001) é um crioprotetor universal. No presente trabalho, quando o DMSO
foi avaliado como crioprotetor, ndo houve diferenca significativa entre os diluentes glicose,
rnger e sacarose. A taxa de motilidade espermatica para o sémen congelado em glicose +
DMSO foi de 23,4 £ 6,3%. Esse resultado foi superior ao obtido pela combinacdo de glicose e
etilenoglico (5,1 + 4,9%), porém inferior a glicose 5% combinada ao DMSO (35,0 £ 12,9%),
registrados por Godinho, Amorim e Peixoto (2003), quando testaram a criopreservacdo do
sémen de tilapia-do-Nilo. Entretanto, vale salientar que a taxa de motilidade espermatica
determinada pelos autores em questdo foi verificada subjetivamente, enquanto que no
presente trabalho, os resultados provavelmente oferecem maior exatiddo por terem sido
determinados objetivamente.

Nesse estudo a baixa taxa de motilidade observada com o crioprotetor DMSO
combinado ao diluente ringer (18,3 + 2,0%) também foi relatada para o sémen de tambaqui
por Leite (2011), utilizando criodiluente a base de ringer.

O sémen congelado em ACP-104 acrescido de DMSO apresentou taxa de
motilidade superior aos demais criodiluentes (33,3 + 6,6%; p < 0,05). Este resultado foi
superior aos 20,3 + 1,7% registrados por Leite et al. (2011) para o sémen de tambaqui e aos
21,13 + 2,6 % para 0 sémen de pirapitinga, Piaractus brachypomus (PESSOA, 2009),
congelados com o mesmo criodiluente. No entanto, Vieira (2010) obteve taxa de motilidade
acima de 45% para o sémen de Colossoma macropomum, utilizando o mesmo criodiluente.

Os resultados verificados neste trabalho mostraram que o ACP-104 possui grande
potencialidade para utilizacdo como diluente na criopreservacdo de sémen de tilapia-do-Nilo.

O ACP-104 também foi testado com sucesso para espécies de peixes como
Brycon orbignyanus (RURANGWA et al., 2001), Leporinus obtusiden (VIVEIROS et al.,
2008), Piaractus brachypomum (MELO, 2010a) e Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al.,
2010).

Outra informacdo importante € a velocidade do espermatozoide que, associada a
taxa de motilidade, pode ser utilizada como indicador da qualidade do sémen. Segundo Vieira
(2010), os parametros mais importantes de velocidade sdo a velocidade curvilinear (VCL) e a
velocidade linear progressiva (VSL), enquanto que a velocidade média da trajetoria (VAP)

ndo traz respostas para o sémen de peixes.
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Esse trabalho mostra resultados pioneiros sobre as velocidades do espermatozoide
de tildpia, caracteristica importante por estar diretamente relacionada a capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide. VCL, VSL e VAP, para 0o sémen pds-descongelacédo
apresentaram resultados inferiores somente para sacarose + DMA quando comparado aos
tratamentos que tiveram como diluentes o ACP-104. Foi verificado também que VSL e VAP
foram superiores com glicose + DMSO comparadas a sacarose + DMA (p < 0,05). Os demais

tratamentos ndo diferiram estatisticamente (Tabela 14).

Tabela 14 — Pardmetros de velocidade do espermatozoide de tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, pos-
descongelagdo.

Velocidade DMSO DMA
(nm/s) Glicose ACP-104 Ringer Sacarose Glicose ACP-104 Ringer Sacarose
VCL 282+23%  31,8+4,8 27,3+24®  29,0+1,8®  30,2+4,6® 31,743,8° 30,449,9%  246+35"
VSL 20,1#8,3*  19,3+3,6° 17,9+44%  163+1,7®  14,6+4,3"  20,0#4,7% 16,4474®  12,0437°
VAP 23,748,6° 235+34° 19,8+43®  20,3+14®  184+43® 252+64%° 20,5+7,5®  15,6%3,9°

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem entre si significativamente (p < 0,05).

As médias de VCL e VSL, principalmente para o sémen congelado em meio
contendo ACP-104 e glicose, foram semelhantes aos encontrados por Leite (2011) para o
sémen de Colossoma macropomum e inferiores aos verificados a por Nascimento et al. (2010)
para Piaractus brachypomus.

Viveiros et al. (2011) afirmam que existe alta correlacdo entre a taxa de
fertilizacdo e a velocidade, principalmente VCL. Vale salientar que caracteristicas de
velocidade do espermatozoide podem variar entre espécies e diante do pioneirismo desse

trabalho, ndo existe dado de comparacéo para a tilapia-do-Nilo.

5.4 CONCLUSOES

A utilizagdo do criodiluente & base de ACP-104 forneceu melhores resultados de
motilidade espermatica, mostrando que a &gua de coco em pd é uma tecnologia promissora na
criopreservacao de gametas masculinos de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus.

Os parametros de velocidade do espermatozoide de tilapia-do-Nilo pos-
descongelacéo, registrados pela primeira vez nesse estudo, somados a taxa de motilidade
espermatica, podem ser utilizados como indicador da eficacia do criodiluente e da qualidade

dos gametas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A tilapia-do-Nilo, embora seja uma espécie exdtica, atualmente € o peixe mais
cultivado no Brasil, com destaque principalmente para a Regido Nordeste e, em especial, para
o0 Estado do Ceara que é o maior produtor da espécie no Pais. Esse crescimento teve como
consequéncia uma maior organizacdo da cadeia produtiva para obtencdo de melhor resposta
econdémica. No entanto, por se tratar de uma espécie exotica, e diante das dificuldades de
introducdo de novas linhagens e novos planteis, 0s riscos de perda na qualidade genética sao
reais. Esses riscos sdo reduzidos com a implantacdo de programas de melhoramento genético
e formacdo de bancos de sémen criopreservados.

A criopreservacdo de sémen de peixes exige pesquisas antecipadas sobre as
caracteristicas do liquido seminal para desenvolvimento de diluentes e criodiluentes
adequados para a espécie de interesse.

Essa tese forneceu informacdes inéditas sobre o sémen de tilapia-do-Nilo que
podem subsidiar o desenvolvimento de bancos de sémen para programas de melhoramento
genético. Nas pesquisas realizadas ao longo desse trabalho, foram reveladas as caracteristicas
seminais da tilapia fornecendo parametros como osmolaridade do liquido seminal, que tem
fundamental importancia para elaboracdo e ajuste do criodiluente adequado; tempo de
motilidade espermaética, que em tilapia-do-Nilo revelou-se superior ao das demais espécies de
agua doce estudadas; e morfometria da cabeca do espermatozoide, informacao que podera ser
utilizada como indicador da eficacia do bom diluente e criodiluente para a espécie. Também
com ineditismo, o ACP-104 foi utilizado como diluente na refrigeracdo e congelacdo do
sémen de tildpia-do-Nilo e se revelou um diluente promissor para a conservacdo de
espermatozoides da espécie com potencial para subsidiar a implantacdo de um programa de

melhoramento genético na regido Nordeste do Brasil.
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