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RESUMO

Esta tese de doutorado apresenta um estudo sobre a utilizacdo de dois bioprodutos, o
primeiro a base de extrato liquido da palma forrageira gigante (Opuntia ficus indica)
liofilizado e o segundo a dgua de coco em pd ACP-104, como diluente de sémen de curimata
comum (Prochilodus brevis). Este estudo foi motivado pela escassez de informagdes sobre o
sémen da espécie, dos bioprodutos testados e pela necessidade de desenvolver um protocolo
de resfriamento e criopreservagdo utilizando s€émen de curimatd comum associados aos
bioprodutos a base de palma forrageira e ACP-104. A tese esta apresentada em trés capitulos.
O primeiro capitulo trata de um artigo de revisdo contendo as biotécnicas empregadas na
conservagdo de gametas. Nele relatam-se as técnicas de resfriamento, congelacdo e
descongelagdo de s€men e avaliagdo morfologica e computadorizada de espermatozoides de
curimatd comum (P. brevis). O segundo capitulo objetiva a criopreservagdo e analise
morfoldgica dos espermatozoides de curimatd comum (P. brevis) diluidos em solugdes a base
de extrato de palma forrageira gigante (O. ficus) liofilizado, ACP® (4gua de coco em po) e
solugdo de glicose a 5%. Neste experimento foi utilizado o programa computacional CASA
(Computer-Assisted Sperm Analyser) para analisar as propriedades de trajetoria e velocidade
dos espermatozoides para cada solug¢do estudada. Esta pesquisa teve como objetivo principal
avaliar os efeitos da criopreservagdo do sémen de curimatd comum (P.brevis), utilizando
como diluente o extrato de palma forrageira gigante (O. ficus) liofilizado (EPFL). A
metodologia empregada na criopreservacdo do sémen de curimata, utilizando os diluentes
ELPF 30%; ELPF 50%, ACP-104 e Glicose 5%, permitiu a obtencdo de taxas de motilidade
poOs-descongelamento superiores a 60%. O melhor meio de congelagdo seminal de P. brevis,
nas condicdes testadas ¢ o que utiliza a associagdo do ACP-104 com o DMSO 10%. A
metodologia empregada na criopreservacao do sémen de curimata (P. brevis), utilizando os
diluentes ELPF 30%; ELPF 50%, ACP-104 e Glicose a 5%, foram adequadas, permitindo a
obtencdo de taxas de motilidade pds-descongelamento superiores a 60%. Os resultados
expressivos foram aqueles obtidos quando se utilizou a associagdo do ACP-104 ¢ DMSO
10%. Os demais tratamentos podem ser considerados num programa de reprodu¢do assistida,
j& que apresentaram desempenho dentro dos padrdes de utilizagdo de sémen criopreservados
na espécie Prochilodus brevis.

Palavras-chaves: Diluentes vegetais, sémen, Prochilodus brevis.



ABSTRACT

This thesis presents a study on the use of two bioproducts, the first base of liquid
extract of giant cactus pear (Opuntia ficus indica) lyophilized and the second the coconut
powder ACP-104 as diluent semen common curimata (Prochilodus brevis). This study was
motivated by the scarcity of information about the semen of species of tested bioproducts and
the need to develop a protocol for cooling and cryopreservation of semen using common
curimata associated with bioproducts based on cactus pear and ACP-104. The thesis is
presented in three chapters. The first chapter is a review article containing biotechnologies
employed in the preservation of gametes. Report him to the techniques of cooling, freezing
and thawing of semen and morphological and computerized assessment of sperm of common
curimata (P. brevis). The second chapter aims to morphological analysis and cryopreservation
of sperm of common curimata (P. brevis) diluted in solutions based on extracts of giant cactus
pear (O. ficus) lyophilized, ACP® (coconut milk powder) and glucose solution 5%. In this
experiment the computer program CASA (Computer-Assisted Sperm Analyser) was used to
analyze the properties of trajectory and speed of sperm for each solution studied. This
research aimed to evaluate the effects of cryopreservation of semen from common curimata
(P.brevis), using as diluent extract giant cactus pear (O. ficus) lyophilized (EPFL). The
methodology used in sperm cryopreservation of curimata using the diluents ELPF 30%; ELPF
50%, ACP-104 and 5% dextrose, afforded the rate of post-thaw motility higher than 60%. The
best way of semen freezing P. brevis, the tested conditions is what uses the association of
ACP-104 with 10% DMSO. The methodology used in sperm cryopreservation of curimata (P.
brevis) using diluents ELPF 30%; ELPF 50%, ACP-104 and 5% glucose were suitable,
capable of producing rates higher post-thaw motility 60%. The significant results were those
obtained when using the combination of ACP-104 and 10% DMSO. The other treatments may
be considered an assisted reproductive program, as presented within the performance

standards for the use of cryopreserved semen in species Prochilodus brevis.

Key-words: vegetables diluents, semen, Prochilodus brevis.
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1. INTRODUCAO

Peixes de aguas continentais da familia Prochilodontidae tem apresentado
um potencial para aquicultura no Brasil. Esta familia de peixes enddgenos apresenta
larga distribuicdo geogréafica em toda a América do Sul, sendo encontrada na Bacia
amazonica, na maioria das Bacias do Nordeste brasileiro, do Parand, do Paraguai, do

Uruguai, no Sudeste brasileiro, nas Guianas e¢ na Patagonia Argentina.

Espécies do género Prochilodus sdo de grande importdncia comercial em
todas as regides do Brasil, em especial no Nordeste brasileiro, devido a possibilidade de
adaptagao em diferentes ambientes aquaticos, grande facilidade de fecundagao artificial,
alta precocidade e prolificidade, regime alimentar e principalmente pela sua grande

aceitacdo pelos habitantes. (IHERING & AZEVEDO, 1934).

A espécie curimatd comum (Prochilodus brevis) (Fig. 1) anteriormente
classificada como (Prochilodus cearensis), ¢ também conhecida como curimba,
curimatd, gurimata ou curinbatd e ¢ nativa das bacias hidrograficas dos Estados do
Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui. Este peixe ¢ muito utilizado para alimentagdo
humana nestes Estados, proporcionando grande potencial aquicola para a espécie, uma

vez que a mesma ¢ adaptada as condi¢des climaticas locais (ROSA et al, 2005).

Figura 1- Exemplar de curimatd comum (Prochilodus brevis)

No entanto, a agressdo sofrida pelos ambientes aquaticos, provocada por
acoes antrdpicas constantes, tem afetado diretamente os estoques pesqueiros de espécies

nativas como a curimata, havendo a necessidade de estudos de dindmica populacional
1



para o desenvolvimento de técnicas de preservacdo da espécie. Neste sentido, a
criopreservacao seminal figura como importante feramenta nas instalagdes de

piscicultura (SILVA et al, 2009).

Nas pisciculturas comerciais, a criopreservacdo seminal tem sido utilizada
para aumentar a variabilidade genética dos reprodutores possibilitando a melhoria de
caracteristicas reprodutivas e difusdo de material genético, além de diminuir custos com
a manutencao dos machos. Para a congelagdo do s€émen ser efetiva ha necessidade de
adi¢do de agentes crioprotetores e meios diluentes. Dentre esses ultimos, estdo as
solugdes de sais ou carboidratos, que adicionados ao sémen, mantém a viabilidade

espermatica durante a reducao da temperatura (WATSON, 2000).

O extrato de palma forrageira gigante (Opuntia ficus indica) ¢ um dos
diluentes com possibilidades de cumprir tais caracteristicas, como um bioproduto capaz
de conservar o material genético de peixes, podendo ser empregado em programas de

reproducao e melhoramento genético (CAJADO et al, 1999).

A palma forrageira gigante € uma cactacea comumente encontrada no sertao
cearense € tem como caracteristica um alto teor de carboidratos, agua e minerais
encontrados em seus cladddios, eclementos necessarios conservagao dos

espermatozoides de peixes (Fig. 2) (SANTOS & GONDIM, 2004).

Figura 2: Palma forrageira gigante (Opuntia ficus indica)



Vérios diluentes tem sido o propodsito de resfrigeracdo e congelacao de
diversas espécies, incluindo os peixes (VELASCO-SANTAMARIA et al, 2006). A
utilizagdo do extrato liquido da palma forrageira gigante como diluente de sémen foi
realizada pela primeira vez por (CAJADO et al, 1999), quando foi constatada a sua
adequacdo nas praticas de criopreservagdao de s€émen em caprinos. A dgua de coco em
p6 ACP-104, também tem sido utilizado como diluente para congelagdo de sémen de

peixes (VIVEIROS et al, 2010).

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da criopreservagao do
sémen de curimatd comum (P.brevis), utilizando como diluentes o extrato de palma
forrageira (O. ficus) liofilizado (EPFL) e adcionado do meio de conservagdo de sémen

de peixes 4gua de coco em pd (ACP®-104).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A palma forrageira gigante (Opuntia ficus indica)

A palma forrageira ¢ uma espécie nativa das regides aridas da América
Central, principalmente do México. Esta planta foi introduzida no semiarido nordestino
no final do século XIX, com o intuito de producdo de corante, porém somente apds a
seca que ocorreu em 1932, a palma surgiu como opcao de plantio como alternativa

alimentar para o gado (SANTOS & GONDIM, 2004).

Historicamente, a palma (O. ficus) foi introduzida por mais de uma vez no
Brasil, desde o final do século XVIII (SIMOES et al, 2005). Andrade, (1990) relata
que no ano de 1905, a palma forrageira ja havia sido introduzida na cidade de Juazeiro
do Norte, Ceard. A palma forrageira ¢ conhecida na regido do Cariri nordestino por
“palma santa” por ter sido supostamente introduzida pelo paroco de Juazeiro do Norte-
CE, Padre Cicero Romao Batista. O primeiro grande incentivo para difusdo da palma
forrageira no Nordeste brasileiro foi em 1932 pelo Ministério da Viagao e Obras
Publicas, com implantacdo de campos de palma do Piaui até Bahia, com mudas trazidas
das cidades de Caruaru e Custdédia em Pernambuco e Monteiro na Paraiba (DUQUE,

1980).

Segundo (Ramos et al, 2011) a palma forrageira gigante ¢ a cactacea com
maior potencial de exploragdo no Nordeste brasileiro, constituindo-se em importante
recurso forrageiro nos periodos de estiagem, devido ao seu elevado potencial para a

producao de fitomassa nas condigdes ambientais do semiarido.

Nas tltimas trés décadas a palma forrageira se tornou importante
ingrediente na dieta de animais do semidrido nordestino, notadamente, nos municipios
que compdem as “bacias” leiteiras dos Estados de Pernambuco, Alagoas, Paraiba e
Sergipe. Além do tipo de fisiologia apresentada pela palma, esta forrageira dispensa a
realizagdo de processos como ensilagem e fenagdo, em face da manutencao do seu valor

nutricional com o avango da idade, comportamento este, diferente da maioria das
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forrageiras que diminuem a qualidade com o avango da idade. Rica em calcio e
potéssio, alto valor energético e da digestibilidade da matéria seca (SANTOS et al,

2011).

Considerando que sao originarias do México, as palmas sdo cultivadas em
ambos os hemisférios e em todos os continentes, exceto na Antartida (MOBHAMMER;
STINTZING; CARLE, 2006). O interesse pelas cactaceas, principalmente a palma,
cresceu consideravelmente em funcdo do importante papel que ela parece ter no
desenvolvimento de sistemas agricolas sustentaveis em zonas aridas e semiaridas. Isso
se deve ao seu grau de resisténcia a seca e temperaturas elevadas, a sua adaptabilidade a
solos pouco férteis e de alta salinidade, e a sua excelente produtividade. As paredes
celulares destes vegetais sdo a fonte renovavel mais abundante de carboidratos
fermentdveis na terra, e dentre os principais carboidratos t€ém-se a sacarose, a frutose e a
glicose presentes na mucilagem que ¢ o principal reservatério de carbono fixado na

natureza (JEYARAMAN et al, 2010).

A palma forrageira (O. ficus) ¢ considerada uma excelente fonte de energia,
sendo rica em carboidratos ndo fibrosos (WANDERLEY et al/, 2002), nutrientes
digestiveis totais e pectina e devido a alto teor de mucilagem e carboidratos a palma
forrageira ¢ passivel de ser utilizada como diluente de sémen de peixes, visto que a
presenga de carboidratos em diluentes naturais favorece uma maior sobrevivéncia

espermatica (MELO et al, 2003).

A possibilidade de uso do extrato liquido da palma forrageira como diluente
para a criopreservagdo do sémen foi testada por CAJADO et al, (1999) utilizando

solucdo a base de extrato liquido de palma forrageira (O. ficus), para sémen caprino.

2.1.1 Potencialidades biotecnolégicas da palma forrageira gigante (Opuntia ficus

indica)

A familia das cacticeas compreende quase 850 espécies no continente
americano, ¢ uma das familias botanicas que possui poucos estudos cientificos,

principalmente na area biotecnoldgica. Devido a notavel variabilidade genética,
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mostrando uma elevada adaptabilidade ecoldgica e podendo ser encontrado em locais de
praticamente todas as condi¢des climaticas. Considerando que sdo originarios do
México, sao cultivadas em ambos os hemisférios e em todos os continentes, exceto na

Antartida (MOBHAMMER; STINTZING; CARLE, 2006).

O interesse pelas cacticeas, principalmente a palma, cresceu
consideravelmente em fun¢do do importante papel que ela parece ter no
desenvolvimento de sistemas agricolas sustentaveis em zonas aridas e semi-aridas. Isso
se deve ao seu grau de resistencia a seca e temperaturas elevadas, a sua adaptabilidade a
solos pouco férteis e de alta salinidade, a sua excelente produtividade (MENEZES et al,
2005). As paredes celulares destes vegetais sdo a fonte mais abundante renovavel de
acucares fermentaveis na Terra e ¢ o principal reservatorio de carbono fixado na

natureza (JEYARAMAN et al, 2010).

Ravikumar et al, (2011) purificaram e caracterizaram uma nova Xxilose
isomerase extremamente termoestavel a partir de O. vulgaris. A ocorréncia de enzimas
termoestaveis em plantas como Opuntia ¢ considerada como uma necessidade para a
adaptacao das plantas as condigdes de vida no clima arido. A xilose isomerase ¢ uma
enzima que catalisa reversivelmente a xilose em xilulose. Esta enzima ¢ utilizada
industrialmente para produzir frutose, a partir de glicose. A xilose isomerase ¢
amplamente utilizada na producdo industrial de xarope de milho rico em frutose e etanol

a partir de hemiceluloses.

A palma forrageira (Opuntia ficus indica) ¢ considerada uma excelente
fonte de energia, sendo rica em carboidratos ndo fibrosos (Wanderley et al, 2002),
nutrientes digestiveis totais e pectina (MELO et al, 2003). Este alto teor de pectina da
palma forrageira faz com que ela possa ser explorada como substrato barato para a

producao de enzimas, principalmente as pectinoliticas.

Maciel et al, (2011) avaliaram a producao de poligalacturonases (endo-PG e
exo0-PG), pectina liase (PL) e pectinesterase (PE) produzida Aspergillus niger
URM4645 por fermentacdo em estado solido utilizando a palma forrageira como
substrato/suporte. A viabilidade da producao de endo-PG, exo-PG e PL, utilizando A4.

niger URM4645 e a palma forrageira como substrato em fermentacao em estado solido,



foi demonstrada pelos resultados apresentados pelos autores. Estas enzimas produzidas
por via microbioldgica sdo de propriedades favoraveis para o uso na industria de

alimentos no processamento de sucos de frutas.

A palma forrageira ¢ um alimento suculento, rico em agua e mucilagem,
com significativos teores de minerais, principalmente calcio (Ca), potassio (K) e
magnésio (Mg) (Andrade et al/, 2002), sendo nos ultimos anos uma das principais
forrageiras cultivadas na regido semi-arida do Nordeste. Esta regido se caracteriza pela
baixa oferta de forragem, em fun¢do da irregularidade das chuvas, do manejo e
aproveitamento inadequado das pastagens, o que alicerca a utilizagdo da palma
forrageira que, devido as suas caracteristicas morfofisiologicas, tolera bem as estiagens,
podendo em alguns casos suprir parte das necessidades de dgua dos animais, além de

muitas vezes ser o unico alimento disponivel na época seca.

A palma forrageira (Opuntia ficus indica) ¢ uma cactacea de extrema
importancia para alimenta¢do animal na regido semidrida, uma vez que, no periodo de
escassez de agua torna-se essencial nos sistemas de producdo animal. Destaca-se
também por ela ser uma excelente fonte de energia, pois, apresenta altos valores de

nutrientes digestiveis totais (MELO et al, 2003).

2.2. A curimata comum (Phochilodus brevis)

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Teleostei
Ordem: Characiformes
Familia: Prochilodontidae
Género: Prochilodus
Espécie: Phochilodus brevis

(STEINDACHNER, 1874, apud FISHBASE, 2013).
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2.2.1 Aspectos gerais da espécie

O Prochilodus brevis (STEINDACHNER, 1874, apud FISHBASE, 2013) ¢
uma espécie pertencente a ordem Characiforme, familia Prochilodontidae, e ¢
encontrada nas bacias hidrograficas nordestinas, principalmente nas cearenses e

encontra-se disseminada em grande parte da regido sudeste do Brasil (DOURADO,

1981).

De acordo com Fontenele (1982), a espécie tem grande aceitacdo no
mercado da regido nordeste, devido a sua precocidade e prolificidade, ocupando lugar
de destaque na aquicultura continental cearense, especialmente, especialmente durante a
época chuvosa e renovagdo das dguas onde o fendmeno da piracema ocorre. Grande

parte dos animais sdo capturados e retirados os dvulos para consumo humano.

Conforme Nascimento et al, (2006), esta espécie apresenta como
caracteristicas anatdémicas, o corpo fusiforme e comprido, coberto proporcionalmente
por escamas grandes e rugosas. Possui ainda placa prédorsal biespinhosa com um sulco
mediano ventral que desce das nadadeiras ventrais até o anus. A boca ¢ pequena em
posicdo terminal com labios carnosos moderadamente desenvolvidos, formando disco
oral quando protraidos. Contém pequenos dentes funcionais e dispostos em duas fileiras

em cada maxila (CASTRO, 1991).

Ainda conforme Castro (1991) a linha lateral apresenta de 41 a 48 escamas e
a transversal de 7 a 9 acima e de 6 a 8 abaixo. O numero total de raios das nadadeiras ¢:
Pélvicas 14-16, Ventrais 9, Dorsais 12-14 e Anais 12-14. Esta espécie possui regime
alimentar iliofago alimentando-se preferencialmente de lodo, algas, perifiton e detritos
organicos, habitando, portanto, as regides mais profundas dos rios, acudes e viveiros
(LEITE et. al, 1988). Quanto a forma do estdmago, este se apresenta na forma de "U",
possuindo duas regides, a primeira regido possui parede mais espessa, muscular, que
conforme algum autor trata-se da regido pildrica, bastante desenvolvida, atuando como
uma moela na maceragdo dos alimentos; e outra regiio de parede mais delgada. E
caracteristica de espécies detritivoras a presenca de um intestino longo, o que permite

um transito mais lento do alimento, acarretando no aumento da absor¢ao de nutrientes.



Tal particularidade relaciona-se a categoria trofica da espécie, sendo os detritivoros os

que possuem maior comprimento intestinal (COSTA et al, 2013).

Segundo Chaves e Vazzoler (1984), estruturas macro e microscopicas dos
orgados do tubo digestivo apresentam estreita relagdo com a natureza do alimento e o
modo como ele ¢ ingerido. Estudos acerca da biologia alimentar de varias espécies de
peixes continentais vém recebendo atengdo especial devido & sua importancia no que se
refere a conservacdo de ambientes aquaticos. Esses estudos sdo de fundamental
importancia para que seja compreendida toda a dinamica ecologica dos ambientes

aquaticos (LEAL et. al., 2003).

2.2.2 Reproducio natural e induzida de Prochilodus brevis.

A curimatd comum (P. brevis) ¢ considerada espécie reofilica, migradora
percorrendo longos trechos dos rios até alcancar suas areas de desova. Durante este
percurso completam o desenvolvimento gonadal culminando na liberagdo de grande
quantidade de oocitos. A fémea Prochilodus sp possui quatro estagios de
desenvolvimento gonadal. Os exemplares atingem a primeira maturagao sexual aos dois
anos de idade. Durante o processo de acasalamento os machos nadam junto as fémeas
pressionando lateralmente os flancos da fémea e emitindo roncos caracteristicos da
familia (VAZZOLER, 1996), a fémea entao libera os ovos (que sao flutuantes e cor de
cinza, tornando-se translucidos apos hidratacdo - apresentando didmetro médio de 1,6
mm) sem cuidado parental, podendo produzir de 200 a 2 milhdes dependendo do peso
da mesma. A primeira maturacao sexual pode ocorrer a partir de 200 g de peso

corporeo, comumente na época das chuvas (BRITSKI et al, 1986).

O desenvolvimento embriondrio ocorre entre duas a seis horas em
temperatura média de 24,8 °C. As larvas de curimatd comum eclodem num intervalo de
25h20min apo6s a fecundagdo, a temperatura média de 24,8 °C, medindo
aproximadamente 4,13 mm e seu saco vitelino ¢ relativamente grande e os olhos pouco
pigmentados. A pigmentacdo completa dos olhos ocorre quando a larva atinge
aproximadamente de 5,33mm do comprimento padrao (CP). O olho ¢ grande, a cabega ¢

pequena e o corpo moderado (CASTRO, 1991).



A curimata comum ¢ vulneravel as mudancgas climaticas, a saber: alteragdoes do
ambiente de desova, aumento na temperatura, alteragdes no regime de chuvas,
correntezas e agdes antropicas tal como a constru¢des de barragens e aumento da
poluicdo aquatica. Desta forma, acarreta disfungdes reprodutivas, reduzindo as
populagdes naturais; ja nas populagdes em cativeiro, a ovulacdo e a desova s6 ocorrem
apos processo de indu¢do hormonal. Deste modo, medidas conservacionaistas como a
hipofisacdo (técnica de reproducdo artificial de peixes capaz de induzir a desova em
fémeas e fluidificacdo e liberagdo de sémen nos machos), vém contribuindo de maneira
eficaz para a conservagdo da espécic (WOYNAROVICH, 1986). A P. brevis assim
como a Prochilodus lineatus sao utilizadas em propagagdo artificial, pois oferecem
grandes vantagens a piscicultura, devido a rusticidade e a elevada taxa de crescimento
(MURGAS et al, 2007). Esta técnica constitui uma excelente alternativa para evitar

uma possivel extingao da espécie.

O procedimento de hipofisacdo consiste na captura dos reprodutores, seguidos
da identificagdo de machos e fémeas, pesagem dos animais, preparo do extrato
hipofisario com calculo da dose total de hormdnio a ser aplicada. A técnica de
hipofisacdo induz e facilita a coleta dos gametas dos peixes além de aumentar a

fluidificacao seminal (WOYNAROVICH, 1986).
2.2.3. Fatores ambientais na reproducio e desenvolvimento de Prochilodus sp.

As mudangas climaticas estdo ficando evidentes a cada ano, ¢ as estagdes do
ano estdo perdendo cada vez mais suas caracteristicas marcantes, devido as acdes
descontroladas do homem sobre a natureza, como, por exemplo, a intensificacdo do
efeito estufa, chuvas acidas, o desmatamento e¢ a destruicdo da camada de ozoOnio

(WALTHER, et al, 2002).

As mudancas climatologicas podem resultar no adiantamento ou no
retardamento da maturagdo final e ou liberacdo dos gametas em diferentes periodos da

reproducdo, como ja relatado para o Prochilodus lineatus, (SILVA et al, 2009).

Para as espécies de piracema, como as do género Prochilodus, a época
chuvosa tem um efeito significativo sobre a reproducdo refletindo diretamente na

maturacao gonadal de espécimes nativas em ambiente natural.
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Alguns aspectos referentes a biologia reprodutiva basica das espécies t€ém
sido considerados particularmente importantes, como o tamanho minimo para a
reproducdo e as caracteristicas do local de desova (PEREIRA et al, 2007). O
conhecimento sobre o desempenho reprodutivo de diversas espécies de peixes, ao longo
do periodo reprodutivo, ¢ escasso, comprovando a necessidade de reflexdo sobre a

obtencao dessa informacao.

Para Simpauba (1994), as atividades fisiologicas dos peixes, como a
reprodugdo e a alimentagdo, estdo intimamente ligadas a temperatura do meio. Os
peixes ajustam sua temperatura corporal de acordo com a temperatura da agua. Cada
espécie tem uma temperatura na qual melhor se adapta e se desenvolve, sendo essa
temperatura chamada de temperatura 6tima. As acima ou abaixo do 6timo influenciam
de forma a reduzir seu crescimento. Em caso de temperaturas extremas, observa-se

aumento na taxa de mortalidade.

A temperatura do meio aquatico interfere nos processos quimicos dos
peixes, pois, de uma maneira geral, as velocidades das reagcdes quimicas dobram ou
triplicam para cada 10 °C de aumento na temperatura. Isso significa que os organismos
aquaticos usarao dois ou trés vezes mais oxigénio dissolvido a 30 °C do que a 20 °C.
Assim, os tratamentos quimicos e os fertilizantes (adubos) dissolvem-se mais
rapidamente (decomposicdo de matéria organica), colaborando para o aumento do

consumo de oxigénio (SILVA et al, 2006).

O metabolismo dos peixes ¢ maior a medida que aumenta a temperatura. Os
peixes de aguas tropicais geralmente vivem bem com temperaturas entre 20 e 28 °C e
seu apetite maximo serdo entre 24-28 °C; entre 20-24 °C, eles se alimentam bem, mas
abaixo desse patamar o apetite decresce rapidamente e acima de 28 °C perdem-no
totalmente, podendo ocorrer mortalidade em temperaturas superiores a 32 °C

(WATANABE et al, 2007).

Mudangas climatologicas podem resultar no adiantamento ou no
retardamento da maturagdo final e ou liberacdo dos gametas em diferentes periodos da

reprodugdo, como ja relatado para o Phochilodus lineatus (SILVA et al, 2006).
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O desenvolvimento de técnicas de congelacdo e resfriagdo de sémen cumpre
notadamente papel de vital importadncia no controle reprodutivo, contribuindo assim
para o maior rendimento reprodutivo, minimizando a dependéncia dos fatores

ambientais (MARQUES & GODINHO, 2004).
2.3 A refrigeracao e a congelaciao de sémen de peixes

O uso de gelo para a resfrigeracdo do sémen de peixes ¢ uma pratica antiga
descrita por diversos autores (BARRET, 1951; BILLARD & LEGENDRE, 1982;
KAVAMOTO et al, 1987). Segundo Harvey e Carolsfeld (1993), o s€émen de peixe
pode ser armazenado a 5 °C por periodos de poucos dias a varias semanas e a melhor
estratégia ¢ armazena-lo a fresco, (sem dilui¢do) e sem mudangas significantes na sua
qualidade, suavizando os custos em rela¢do ao seu transporte. Os primeiros registros de
resfrigeracdo de sémen de peixes foram oriundos de salmonideos armazenados em
caixas térmicas de madeira com gelo em temperaturas variando entre 2 a 8 °C pelo

periodo de algumas horas a dias (BARRET, 1951).

Marques e Godinho (2004) preconizam a utilizacdo de solucdo diluente no
processo de resfrigeracdo, pois a diluicdo diminui a competicdo dos espermatozoides
por oxigénio e espago fisico. Além disso, os mesmos autores, afirmam que a
preservagdo do sémen em curto prazo ¢ um método menos estressante para prolongar a
viabilidade dos espermatozoides, sendo este método considerado mais eficiente e

econdmico que a manutencao de um banco in vivo.

A técnica de congelacao de gametas ¢ fundamentada no uso de nitrogénio
liquido, podendo ser preservados por um periodo de vérios anos. O primeiro trabalho de
congelacdo de sémen de peixes foi realizado por Blaxter em 1953 e viabilizou o
cruzamento de duas espécies de arenque que desovavam em ¢€pocas diferentes do ano.
Com isso, originou-se um grande numero de protocolos tanto para espécie de dgua doce

como marinhas (SUQUET et al, 2000).

A etapa de congelacdo inicia-se com a adi¢ao do criodiluente ao sémen, em
seguida o envasamento em palhetas ou criotubos ¢ a submissdo a diminui¢ao de
temperatura, que pode ser realizada por diferentes métodos, até serem finalmente

mergulhadas e armazenadas em nitrogénio liquido. Esta visao geral, desde a coleta até a
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congelacdo propriamente dita, do protocolo de criopreservagao de s€émen de peixe ¢
uma reunido dos mais diversos protocolos comumente utilizados, mas a comparacao
entre eles ¢ muito dificil devido a diversidade de parametros envolvidos (CABRITA et

al, 2008; VIVEIROS et al, 2005).
2.3.1. Diluentes e crioprotetores

Os diluentes sdao solugdes salinas ou de carboidratos, adicionadas a sémen,
cuja funcdo ¢ manter a viabilidade da célula espermatica durante a reducdo da
temperatura. Para um bom diluente, a isotonicidade ¢ uma das condi¢cdes minimas
requeridas, para que nao haja ativacdo prévia da motilidade dos espermatozoides,
seguida da estabilidade, para que suas caracteristicas fisico-quimicas niao sejam
alteradas quando em contato com o sémen; a condutividade térmica elevada, permitindo
que a temperatura do meio seja transmitida de forma rapida para o espermatozoide; a
esterilidade, onde o meio ndo deve conter microrganismos nocivos as células
espermaticas e ser ainda carreador de crioprotetores para o processo de congelagdo

(LEGENDRE & BILLARD, 1980).

Os diluentes sdo substancias que além de aumentar o volume total do
sémen, facilitam a sua divisdo em doses inseminantes € proporcionam um meio
favoravel a sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro (DERIVAUX, 1980). A
diferenga existente entre os diluentes estd na sua composicdo e esta depende das
caracteristicas seminais de cada espécie animal e da tecnologia seminal empregada

(HOPKINS et al, 1991).

Diluentes desenvolvidos para sémen de mamiferos tém sido utilizados com
sucesso para sémen de peixes, tal como o BTS (Beltsville Thawing. Solution®), Glicose
e ACP®-104, (MURGAS et al, 2002). Existem, porém, fatores limitantes que podem
contribuir para a diminuicdo da sobrevivéncia espermatica em um curto periodo de
armazenamento, tais como, qualidade do diluente (SALMITO-VANDERELY, 2012), a
contamina¢do seminal por microrganismos (ISAU, 2006), a taxa de dilui¢do, as
condigdes de armazenamento e a quantidade de oxigénio disponivel (JENKINS-

KEERAN et al, 2001).
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O efeito da presenca ou auséncia de oxigénio nos ambientes de estocagem
do sémen sobre a motilidade foi investigado por alguns autores (Christensen e Tiersch,
1996), ndo observando diferencas nas motilidades espermaticas entre os diversos
recipientes analisados. (BENCIC et al, 2000; BILLARD, 2004; JENKINS-KEERAN et
al, 2001).

Ao avaliar o efeito de um ambiente rico em oxigénio, trabalhos realizados
por Jenkins-Keeran et al, (2001) e Billard (2004) destacaram a alta correlagdo existente
entre a disponibilidade de oxigénio e a alta taxa de motilidade. Marques e Godinho
(2004) trabalhando com seis espécies de Characiformes conseguiram manter a
viabilidade espermatica do s€émen por 20 horas quando mantido a 4 °C em ambiente
rico ou ndo em oxigénio. Sanches e Cerqueira (2011) trabalhando com cioba (Lutjanus
analis), também ndo encontraram diferengas na viabilidade espermdtica em sémen

refrigerado rico em oxigénio.

Os crioprotetores sdo substancias capazes de proteger as células dos efeitos
de baixas temperaturas, pois possuem alta capacidade de penetracdo na célula, além de
um alto calor especifico, reduzindo assim, injarias a membrana celular espermatica
(BABIAK et al, 1997). Enquanto que os crioprotetores extracelulares protegem e
estabilizam a membrana celular, os crioprotetores permeantes ou intracelulares
removem, por acdo da osmose, a agua do interior da célula reduzindo assim o ponto de
congelagdo e impedindo a formacao dos cristais de gelo (AMANN et al, 2004). Em
alguns casos, os crioprotetores sdo adicionados para auxiliar na preservacao dos
gametas em temperaturas levemente abaixo de 0 °C, baixando o ponto de congelagao
e mantendo os fluidos em estado liquido (STOSS et al, 1978). Segundo Viveiros
(2005), para congelacdo do sémen de peixes, os crioprotetores que oferecem os
melhores resultados de conservacdo sao o glicerol, o DMSO, a dimetilacetamida

(DMA), o metilglicol e o metanol.
2.3.2 Diluentes de origem vegetal

A diluicdo ¢é o fator determinante na caracterizagcdo da motilidade
espermatica, sendo a concentracdo e o volume do diluente os principais

desencadeadores da ativacao do sémen (MARQUES, 2001); entretanto, para obter a
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motilidade simultinea de aproximadamente, 100% dos espermatozoides ¢ necessaria
uma diluicdo relativamente alta (1:1000), pois em baixas diluigdes poucos

espermatozoides sdo ativados (BILLARD & COSSON, 1992).

Para a congelacio do sémen ha necessidade de adicdo de agentes
crioprotetores e diluentes, sendo esses ultimos, solugdes de sais ou carboidratos, que
adicionados ao sémen, mantém a viabilidade espermdtica durante a reducdo da
temperatura. A composicdo do diluente ¢ um dos fatores que afetam a propor¢do de

espermatozoides vivos apds a congelagdao-descongelagao (WATSON, 2000).

Extratos vegetais ainda sdo pouco utilizados como base para diluentes de
criopreservacdo do sémen de peixes (CARVALHO et al, 2002; VIVEIROS et al,
2009a), dentre estes destaca-se o ACP®-104, que ¢ um diluente desenvolvido com a
finalidade de padronizar e estabilizar o da dgua de coco na forma em po, nao perdendo
suas caracteristicas fisico-quimicas. Este diluente pode representar uma alternativa para

a difusdo de varias biotecnologias (NUNES et a/, 20006).

A técnica de diluicdo do sémen de peixes para fertilizagdo artificial ou
conservagao dos espermatozoides vem apresentando resultados favoraveis, propiciando
ao sémen de peixes maior vitalidade e tempo de conservacdo melhorando,
consequentemente, aspectos da fecundagdo, contribuindo positivamente para a

diversificacao dos estoques nativos bem com em cativeiro (FARIAS et al, 1999).

2.3.3 Resfrigeracio seminal

A refrigeragdo seminal figura como importante ferramenta na solu¢ao de
problemas em unidades de reprodugdo de peixes, a saber: facilidade de manejo, pois
dispensa a presenca do macho no momento da fertilizagdo, como também promove a
troca de material genético entre fazendas produtoras de pescado auxiliando nos

programas de preservagio de espécies ameacadas de extingdo (ISAU, 2006).

O resfrigeragdo mantem a viabilidade espermatica, reduz a atividade
metabolica e a ativacdo espontanea por um breve periodo de tempo, enquanto que a

congelacdo permite este armazenamento por tempo indefinido (BILLARD et al, 2004).
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A técnica de resfrigeracao ¢ conhecida por sua extrema facilidade sendo um
método menos estressante que prolonga a viabilidade dos espermatozoides em
temperaturas ao redor de 4 °C (DILAURO et al, 1994) por horas ou dias. Esta
importante técnica pode ser utilizada na reprodugdo de peixes, porém existem poucos
trabalhos que utilizam a refrigeragcdo como método de conservacao seminal em espécies
nativas, isto devido, principalmente, ao curto periodo de armazenamento, apesar dessa

metodologia apresentar resultados bastante promissores (MARIA, 2005).

Os possiveis fatores que determinam o sucesso do resfriamento de sémen
sdo: a diminuicao da temperatura, a troca de gases com o meio € a reducdao do
desenvolvimento bacteriano (STOSS et al, 1978). Desta forma, a refrigeracao do sémen
¢ possivel, observando-se apenas cuidados relativos a contaminagdo microbiana, pois,
estas diminuem a motilidade e a viabilidade espermatica (Rurangwa et al/, 2004). Outro
fator que pode ser associado a diminui¢do da viabilidade espermatica ¢ a taxa de
dilui¢do, o diluente utilizado e o meio rico ou ndo de oxigénio, porém os resultados

variam de espécie para espécie (SANCHES & CERQUEIRA, 2011).

Durante a refrigeracao seminal o diluente ird minimizar a concorréncia dos
espermatozoides por espago (com reducdo da densidade) ajudando a controlar o
crescimento bacteriano e reduzindo assim as taxas metabdlicas das células espermaticas
(CAROSFELD; HARVEY, 1999). O diluente utilizado deverd, ainda, possuir a
capacidade de estabilizar a osmolaridade, mantendo assim as células espermaticas

imoveis e ainda fornecendo energia para os espermatozoides (MARIA et al, 2004).

Normalmente, no processo de resfrigeracdo seminal ndo ha adi¢do de
crioprotetor. Trabalhos que avaliaram o efeito de alguns crioprotetores na motilidade
espermatica, durante o tempo de resfrigeracdo, ndo encontraram vantagens no acréscimo
de um crioprotetor interno para a preservagao do sémen a 4 °C (MARIA, 2005). Porém,
outros autores (MURGAS et al, 2002) observaram aumento na viabilidade espermatica
por um periodo de dias mais prolongados, quando ocorreu a adi¢do de crioprotetores ao

diluente.
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2.4. Analise da motilidade espermatica

Um sémen de boa qualidade deve apresentar-se imovel apés a coleta sem
uso de solucdo ativadora e apresentar motilidade individual >80% quando diluido em
solucdo ativadora e observado subjetivamente ao microscopio 6tico. Em geral, estes
parametros juntamente com a duracdo da motilidade sdo adotados para a selegao prévia
das amostras a serem utilizadas nos experimentos de fertilizagdo artificial e
criopreservacdo. O fato do sémen apresentar-se imovel durante a coleta sem ativagao ¢
um fendmeno fisioldgico natural relacionado aos teledsteos de fertilizagdo externa

(BILLARD, 1995).

Nos peixes que habitam aguas doces a ativagao s ocorre apds liberagao dos
espermatozoides na dgua ou em meio hipoosmético, enquanto nos peixes marinhos a
ativacdo ocorre em solug¢do hipertonica acima da osmolaridade do plasma seminal

(BILLARD & COSSON, 1992).

Em geral a duracdo da motilidade ndo ultrapassa os dois minutos na maioria
das espécies. A técnica de andlise seminal ¢ baseada numa escala subjetiva da
motilidade que varia de zero a 100%, observada através de microscopio Optico entre
lamina e laminula (FRIBOURG, 1966). Desta forma, os parametros de motilidade estao
susceptiveis ao erro humano (LLEO, 2003), devido a fatores como a experiéncia dos
técnicos (HIDALGO et al, 2005) e as diferencas na implementagdo de padrdes para a
avaliacdo tal como o tipo de ativador e a taxa de diluicdo utilizada. Todavia, a técnica de
analise convencional ainda ¢ utilizada pela maioria dos laboratorios, embora haja
consciéncia de que devido a elevada subjetividade, pode apresentar resultados diferentes

para uma mesma amostra entre laboratorios e entre observadores.

2.5. Analise do sémen auxiliada pelo computador (CASA)

Ao se constatar a ampla variedade das avaliagdes manuais nos parametros
seminais dos espermatozoides, pesquisadores se empenharam na investigagao de formas
de automatizacdo do processo de analise espermatica mediante sistemas

computadorizados (LLEO, 2003).
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Os espermatozoides de peixes apresentam subpopulacdes de
espermatozoides moéveis com diferentes velocidades que sdo classificados
objetivamente como rapidos, médios, lentos e estiticos baseado na qualidade da
velocidade (CABRITA et al, 2001; MARTINEZ et al, 2008). Contudo, subjetivamente,
o olho humano ¢ incapaz de identificar ¢ mensurar estas diferengas ao microscopio

otico.

A andlise do sémen auxiliada pelo computador (CASA) foi realizada pela
primeira vez por Dott e Foster (1979) onde foi utilizada em centros andrologicos
humanos e veterindrios para avaliar a qualidade espermadtica antes da inseminacao

artificial e correlacionar morfologia, motilidade e fertilidade.

A andlise baseia-se na digitalizacdo da trajetoria das cabecas dos
espermatozoides e onde a velocidade curvolinear (VCL) € uma projecao bidimensional
da trajetoria do espermatozoide, sendo esta velocidade medida pela distancia percorrida
pelo espermatozoide ao longo de um caminho circular e ¢ calculada pela soma das
distancias ao longo da trajetoria e dividida pelo tempo que levou para a célula

espermatica percorrer este percurso.

A velocidade linear progressiva (VSL) ¢ a trajetéria percorrida pelo
espermatozoide entre o ponto inicial e o ponto final do percurso, dividido pelo tempo

em que o mesmo levou para sair de um ponto ao outro em linha reta.

A velocidade média do percurso (VAP) ¢ a velocidade média percorrida

pelos espermatozoides entre dois pontos.

Contudo, nem todos os laboratérios dispdoem de recursos financeiros
suficientes para implementagdo da analise objetiva computadorizada da motilidade

espermatica conhecida como CASA.

2.6. Analise morfologica dos espermatozoides

Técnicas convencionais de avaliacdo tém sido utilizadas para avaliagdo
subjetiva dos pardmetros seminais como a motilidade, morfologia, volume e

concentragdo do sémen (VERSTEGEN et al/, 2002). H4 muitos anos a morfologia
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espermatica tem sido avaliada de forma subjetiva utilizando a observagdo visual ao
microscopio, o que deu origem a variagdes entre os resultados obtidos por diferentes

técnicos e laboratorios (OMBELET et al, 1997).

Estudos anteriores tém descrito a ultraestrutura de espermatozoides de
peixes e examinado sua morfologia através da microscopia eletronica de varredura e
microscopia eletronica de transmissdo (TADDEI et al, 2001). Embora a microscopia
eletronica seja uma ferramenta para avaliacdo das estruturas morfologicas por fornecer
informacdes detalhadas, seu uso ndo ¢ pratico, pois nao permite uma rapida avaliacdo de
um grande namero de espermatozoides. Além disso, a microscopia eletronica requer

reagentes e equipamentos mais caros € um maior tempo ¢ necessario para realizagdo das

analises (MARCO-JIMENEZ et al, 2008).

Assim, a busca por métodos que tenham acuricia, objetividade e
repetibilidade na avaliagdo da fertilidade espermatica continua sendo o objetivo de
diversos estudos. A introducdo do sistema de andlise da morfometria espermatica
assistida por computador (ASMA) tentou superar o problema da subjetividade dos
métodos de avaliagdo visual, pois ¢ totalmente automatizado. Essa técnica de analise
tem facilitado & padronizacio da avaliagdo da morfologia seminal (MARCO-JIMENEZ
et al, 2006a).

A avaliagdo das dimensdes e conformagdo geral dos espermatozoides se faz
necessaria, pois, ja foi demonstrado que uma pobre morfologia seminal ¢ um indicador
importante da diminuicao da fertilidade em caprinos (CHANDLER et a/, 1988), equinos
(VOSS et al, 1981), bovinos (SEKONI & GUSTAFSSON, 1987) e humanos
(KRUGER et al, 1988) e ainda em peixes por Vieira (2010) e Linhares (2012).

A andlise da morfometria espermatica assistida por computador foi
desenvolvida inicialmente para avaliagao do sémen humano (DE MONSERRAT et al,
1995) e tem sido progressivamente adaptada a outras espécies mamiferas (GRAVANCE
et al, 1996) demonstrando niveis altos de precisdo e confianca (VERTEGEN et al,
2002).

Em peixes, o ASMA tem sido utilizado para descrever mudangas na forma

dos espermatozoides da enguia europeia causada pela indugdo hormonal da espermiagao
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(ASTURIANO et al, 2006) e observados efeitos da taxa de dilui¢do, crioprotetores
utilizados e suplementagdo do meio de criopreservagio (MARCO-JIMENEZ et al,
2006b), uma vez que crioprotetores e protocolos de criopreservagdo sdo conhecidos por

causar danos a morfologia dos espermatozoides (BILLARD, 1983).
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3. JUSTIFICATIVAS

A curimatd comum, Prochilodus brevis ¢ uma espécie muito apreciada e
ocorre nos estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte. As agressdes sofridas pelo
ambiente, as alteragdes climaticas, demanda sazonal de évulos e a pesca predatéria vem

afetando diretamente o equilibrio populacional dessa espécie.

Dentre as estratégias de recuperacdo das espécies, a preservacdo do sémen
de peixes utilizando diluentes sob baixas temperaturas poderd contribuir para a

recuperagao das populagdes naturais de curimata.

Assim, desenvolver protocolos de criopreservacdo adequados a espécie
podera representar uma excelente alternativa para a conservagdo do sémen de

Prochilodus brevis.

Neste contexto, o extrato liofilizado de palma forrageira (Opuntia ficus
indica), ¢ a 4gua de coco em pd (ACP-104), por sua riqueza em agua e sais minerais e
baixo custo poderdo ser potenciais ferramentas na conservacao de materiais genéticos
de alto padrdo, podendo também ser utilizado na formacdo de um banco de

germoplasma com o s€émen de curimata comum P. brevis.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

Sao eficientes o extrato liofilizado da palma forrageira gigante (Opuntia
ficus indica) e a agua de coco em pd (ACP-104) como diluentes para a congelacao do
sémen de curimatd comum (Prochilodus brevis) mantendo as qualidades seminais
semelhantes ao sémen fresco, podendo se constituir em uma alternativa tecnologica para

a constituicdo de um banco de germoplasma para a Regido Nordeste.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da criopreservacdo do sémen de curimatd comum
(P.brevis), utilizando como diluentes o extrato de palma forrageira (O. ficus) liofilizado
(EPFL) e adcionado do meio de conservagdo de s€émen de peixes agua de coco em po

(ACP®-104).

5.2. Objetivos especificos

5.2.1 Reunir informagdes sobre as Biotécnicas utilizadas.

5.2.2 Avaliar os diluentes Extrato Liofilizado de Palma Forrageira (ELPF), nas
concentragdes 30 e 50%, comparando aos diluentes Agua de Coco em P6 (ACP-104) e

Glicose 5 %, utilizando o s€émen de curimata comum (P. brevis).

5.2.3 Avaliar os pardmetros cinéticos do sémen de curimatd, através de andlise
computadorizada da motilidade espermatica (CASA), apds descongelacao a 60 °C por 8
segundos e ativacao com NaCl 100 mOsm.

5.2.4 Testar o diluente a base de 4gua de coco em pd (ACP) em combinag¢do com

o ELPF para geracao de patente bioldgica.
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6. CAPITULO 1

Biotécnicas da reproduciio de peixes aplicadas a conservacio do sémen de
Prochilodus sp.

Reproductive biotechnologies of fish applied to semen conservation of Prochilodus

sp.

CAJADO, Francisco José Lopesl*; MORAES-FILHO, Manoel Odorico de';
ALMEIDA, Priscila Silvaz; CARREIRO, Carlos Ridel Port03; LEITE, Jordana
Sampaioz; CARVALHO, Maria Audélia Marques de 2, SALMITO-VANDERLEY,

Carminda Sandra Brito”.
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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi reunir e discutir informagdes gerais e caracteristicas
referentes aos peixes pertencentes ao género Prochilodus e a utilizacdo de
biotécnologias aplicdveis a sua reproducdo. A hipofisacdo ¢ a principal biotécnicas
utilizadas em peixes de piracema, pois facilita a fluidificacdo do sémen e
consequentemente os trabalhos de fertilizagdo in vitro, para que haja uma maior
produtividade de alevinos. Outras biotécnicas identificadas foram a conservagao de
gametas, que envolve a refrigeracdo de sémen de peixes a temperatura entre 3 a 5° C,
técnica que tem por objetivo prolongar o tempo de vida dos espermatozoides para ser
utilizado em poucos dias; e a congelacdo de espermatozoides em temperaturas de -196
°C, que pode ser utilizado apos longos periodos. Em ambas as técnicas de congelacio
quanto a refrigeracdo hd a necessidade da utilizagdo de diluentes de sémen e de
crioprotetores, que sdo solugdes que mantém a viabilidade espermatica durante o tempo
e a reducdo da temperatura, oferecendo melhores resultados para a conservacdo de
sémen de peixes. Outras técnicas comumente utilizadas e também abordadas neste
estudo foram analise morfoldgica dos espermatozoides, usada para verificar possiveis
danos as células espermaticas e a analise computadorizada do sémen de peixes que visa

facilitar a padronizacdo da avaliacdo da morfologia seminal.

Palavras chaves: Biotécnicas, s€émen, Prochilodus sp.
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ABSTRACT

The aim of this study was to gather and discuss general information and features related
to fish belonging to the genus Prochilodus and the use of biotechnology applicable to
their reproduction. The hypophysation is the main biotechnologies used in fish
spawning because it facilitates the thinning of semen and therefore the work of IVF. So,
there is a greater productivity of fries. Other biotechnical identified were the
maintenance of gametes, which involves chilling fish roes temperature 3 to 5 °C, a
technique which aims to prolong the lifetime of sperm to be used within a few days; and
freezing of sperm at temperatures of -196 °C, which can be used after long periods. In
both freezing techniques as there is a need for cooling used of semen diluents and
cryoprotectants that are solutions that maintain sperm viability over time, and reducing
the temperature, providing the best results for the preservation of fish sperm. Other
commonly used and also addressed in this study were technical morphological analysis
of sperm, used to verify possible sperm cells damages and computer analysis of fish’s

semen, to make possible the standardization of assessment of seminal morphology.

Key words: Biotechnologies, sperm, Prochilodus sp.
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INTRODUCAO

As biotecnologias aplicadas a reprodu¢do de peixes, descritas nessa revisao,
reinem um conjunto de técnicas que tém contribuido significativamente para a pesquisa
e produgdo piscicola fornecendo subsidios para a conservagdo de espécies e
melhoramento genético. Dentre as espécies de peixes nativos continentais com
potencial para o cultivo, destacam-se as do género Prochilodus (conhecidos em todo
Brasil como curimatd, curimbati, curimba), estando seus representantes entre as
espécies mais importantes da pesca continental nos rios sul-americanos (LIZAMA &
AMBROSIO, 2002).

Espécies de peixes do género Prochilodus estao presentes nas bacias hidrograficas
do leste, sudeste, sul e, sobretudo, no nordeste do Brasil. Existem também espécies nas
bacias de rios como o Amazonas ¢ em outros localizados nas Guianas, Colombia,
Venezuela, Paraguai e nordeste da Argentina (FROESE & PAULY, 2011).

As biotecnologias da conservacdo de gametas, notadamente de sémen, consistem
nas técnicas de resfrigeracdo e congelacdo. Estas técnicas sdo amplamente utilizadas
com o auxilio de solu¢des diluentes (SALMITO-VANDERLEY et al, 2012), que
proporcionam um melhor aproveitamento do sémen e de solugdes crioprotetoras, que
sdo capazes de manter os gametas congelados por longos periodos, proporcionando
assim sua utilizacdo em diferentes épocas do ano ou ainda em fertilizagdes programadas
em regides distintas (VIVEIROS et al, 2010).

A analise da morfologia e a andlise computadorizada dos espermatozoides de
peixes sdo Biotécnicas de avaliagdo seminal comumente realizadas com o objetivo de
verificar a qualidade dos gametas, pois a viabilidade dos espermatozoides diminui em

razdo das possiveis injurias sofridas durante os procedimentos de resfrigeracao,
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congelagdo, adicdo de diluentes ou crioprotetores. Tais danos podem causar defeitos
morfoldgicos na cabega dos espermatozoides ou defeitos em peca intermedidria e
flagelo (STREIT JR et al, 2007).

A analise computadorizada do sémen pode ser utilizada para verificar diversos
parametros espermaticos, incluindo o percentual de espermatozoides moveis totais, sua
velocidade em termos rapidos, médios, lentos, média do percurso ou curvilinear, além
da frequéncia de batimento cruzado e amplitude do deslocamento lateral de sua cabeca
(AMANN & KATZ, 2004).

O objetivo geral deste trabalho foi reunir e discutir informagdes referentes as
biotécnicas de reprodug¢do de peixes aplicaveis ao género Prochilodus, a saber:
utilizagdo de extratos hipofisarios para maturacao de gametas; hipofisacao; refrigeracao
e congelacdio de sémen utilizando solugdes diluentes e crioprotetores e analise

computadorizada de sémen.
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DESENVOLVIMENTO

A propagacdo artificial de peixes requer o uso de biotécnicas reprodutivas, entre
as se destacam a inducdo hormonal da reproducdo e a criopreservagdo seminal e a
avalicdo da qualidade gamética.

A indug@o hormonal ¢ uma técnica de reproducdo a qual utiliza a aplicagdo de
horménios reprodutivos em peixes de importancia econdmica, favorecendo assim a
maturagdo das células gaméticas, com influéncia direta na fluidificacdo e liberagdo de
sémen nos machos (MURGAS et al, 2007; VIEIRA et al, 2010). Determinados
espécimes necessitam ainda de condigdes particulares para o desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias importantes para a reproduc¢ao, tais como: enchentes,
correntezas, fatores climaticos e tipos variados de substratos para desova (MARTE,
1990).

Algumas espécies de peixes reofilicos, dos quais os Prochilodus fazem parte,
relinem caracteristicas de interesse econoOmico para a aquicultura, porém nao possuem a
habilidade de reproducdo em condigdes de cativeiro. Por este fato, a biotecnologia da
propagag¢do artificial, por meio de doses injetaveis de extrato hipofisario nas regides
intramusculares ou na cavidade celomadtica torna-se uma ferramenta essencial para
obtencao de sémen e desovas (ZANIBONI FILHO & WEINGARTNER, 2007).

Dentre as espécies de peixes nativos utilizados com a reproducdo induzida,
podemos citar a curimba (P. lineatus), que oferece grandes vantagens a piscicultura
devido a rusticidade e a elevada taxa de crescimento (MURGAS et al, 2007).

O procedimento de inducdo hormonal inicia-se com a captura dos reprodutores,
seguida da identificagdo de machos e fémeas, pesagem e preparo do extrato hipofisario

com célculo da dose total de hormdnio a ser aplicada. A técnica de hipofisagdo além de
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induzir e facilitar a coleta dos gametas dos peixes € preconizada para programas de
melhoramento genético ou de fertilizagdo in vitro WOYNAROVICH, (1986).

A refrigeracdo seminal ¢ uma biotécnica que consiste na manutengdo de sémen
refrigerado em temperaturas entre 3 a 5 °C com o tempo de refrigeracdo variando entre
poucas horas até varios dias, sendo ainda considerada a melhor técnica armazenamento
a fresco ndo havendo mudangas significantes na qualidade (RAVINDER et a/, 1997). Ja
a biotécnica de congelacdo consiste na preservagdo dos gametas em temperaturas
inferiores as da refrigeracio (BALDISSEROTTO, 2002). Embora atualmente as
tecnologias de refrigeracdo e congelacdo do sémen sejam bastante difundidas em
mamiferos e aves, os trabalhos com sémen de peixes ainda sdo reduzidos, em razio,
provavelmente, do grande niimero de espécies e do recente crescimento das atividades
de aquicultura.

Na refrigeracdo seminal, ¢ preconizado o uso de solucdo diluente, pois a diluigdo
diminui a competicdo dos espermatozoides por oxigénio (O;) e espago fisico
(MARQUES & GODINHO, 2004), ajudando no controle do crescimento bacteriano e
reduzindo a taxa metabolica das células espermaticas (CAROSFELD & HARVEY,
1999). Para o sucesso do diluente utilizado, ¢ importante que o mesmo estabilize a
osmolaridade do meio e que mantenha as células espermaticas imoveis, viaveis e ainda
forneca energia para os espermatozoides (MARIA et al, 2004; LEITE et al, 2011).

MARQUES & GODINHO (2004) relatam que a preservacdo do s€émen em curto
prazo, como na refrigeracdo de gametas, tem-se mostrado um método menos estressante
para prolongar a viabilidade dos espermatozoides. Sendo este mais eficiente do que
manter os peixes capturados em tanques de manutengdo, garantindo assim, aplicagdes

para propagacdes artificiais de estoques de descendentes naturais.
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Os diluentes sdo substincias que além de aumentar do volume total do sémen,
facilitam a sua divisdo em doses inseminantes proporcionando um meio favoravel a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro e tornando inviavel a sua congelagdo in
natura devido aos danos causados nos espermatozoides (PICKETT et al, 1987). A
diferenga existente entre os diluentes estd na sua composi¢do e esta depende das
caracteristicas seminais de cada espécie animal e da tecnologia seminal empregada
(MARIA et al, 2006a).A solugdo de glicose ¢ um diluente simples, comumente utilizado
na conservagdo das células espermatica nas espécies Characiformes (VIVEIROS &
GODINHO, 2009a).

Diluentes desenvolvidos para sémen de mamiferos tém sido utilizados com
sucesso para preservar s€émen de peixes, como exemplo o BTS (Beltsville Thawing
Solution®) (MURGAS et al, 2002) e o ACP®-104 para criopreservacdo de sémen de
tambaqui (Colossoma macropomum) adcionado de gema de ovo (LEITE et al, 2011).
Miliorini et al, (2004), observaram que o diluente BTS foi eficiente para o sémen de
curimba (P. lineatus), mantendo a boa qualidade do mesmo. Franciscatto et al (2002),
obtiveram apos 168 h de refrigeracdo de espermatozoides moveis em curimba (P.
lineatus) quando a solugdo de BTS estava associado ao Iodeto de Potassio.

Nessa técnica de preservagdo de s€émen, o uso de gelo, uma pratica antiga, tem-se
demostrado ser eficiente (BARRET, 1951; BILLARD & LEGENDRE, 1982;
KAVAMOTO et al, 1987) e em alguns casos, os crioprotetores DMSO e etilenoglicol,
sdo adicionados para auxiliar na preservacdo dos gametas em temperaturas levemente
abaixo de 0 °C, baixando o ponto de congelagdo e mantendo os fluidos em estado
liquido (STOSS et al, 1978). Entretanto, normalmente, no processo de refrigeracdo
seminal ndo héd adicdo de crioprotetores. De fato, MARIA, (2006b), ndo encontrou

vantagens no acréscimo de um crioprotetor interno para a preservacao do sémen a 4 °C.
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No entanto, para a congelacdo do sémen ha necessidade de adi¢do de agentes
crioprotetores e diluentes, sendo esses ultimos, solu¢des de sais ou carboidratos, que
adicionados ao sémen, mantém a viabilidade espermdtica durante a reducdo da
temperatura e os crioprotetores que oferecem melhores resultados para a conservagao
seminal de peixes sdo, segundo VIVEIROS et al, (2011), glicerol, DMSO,
dimetilacetamida (DMA), metilglicol e metanol.

A congelag¢do de sémen ¢ uma boa alternativa para a melhoria da reproducao de
peixes em cativeiro, tendo em vista que seus beneficios sdo variados, dentre eles:
sincronizac¢do na disponibilidade de sémen; facilidade no transporte e prevengdo contra
envelhecimento dos gametas. Além disso, esta técnica conserva da variabilidade
genética e elimina os custos com a manutencdo (alimentacdo e estocagem) dos
reprodutores machos (SUQUET et al, 2000). Porém, Watson et al, (2000) salientaram
que a composi¢do do diluente ¢ um dos fatores que afeta a propor¢do de
espermatozoides vivos apos a congelacao/descongelacao.

A etapa de congelagdo ¢ iniciada com a adicdo do criodiluente a0 sémen, em
seguida o envasamento em palhetas ou criotubos e a submissdo a diminuicdo de
temperatura, que pode ser realizada por diferentes métodos, até serem finalmente
mergulhados e armazenado em nitrogénio liquido. Esta visdo geral, desde a coleta até a
congelagdo propriamente dita, do protocolo de criopreservagdo de s€émen de peixe €
uma reunido dos mais diversos protocolos comumente utilizados, mas a comparacao
entre eles ¢ muito dificil devido a diversidade de parametros envolvidos (CABRITA et
al, 2010; VIVEIROS et al, 2005).

Muitos fatores podem influenciar uma criopreservacao bem sucedida, tais como: a
composicao do diluente; a concentracdo de células ou taxa de dilui¢do; a composi¢do do

agente crioprotetor e sua concentracdo no meio; o tempo e temperatura de equilibrio; a
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natureza da curva de refrigeragdo; a natureza da curva de descongelacdo e a composi¢ao
do meio de descongelagdo especifico (MURGAS et al, 2007).

Tanto para a refrigeracdo quanto para congelacdo seminal, como condi¢do minima
requerida para um diluente deve incluir a isotonicidade, evitando, uma ativagdo prévia
da motilidade dos espermatozoides; a estabilidade, para que suas caracteristicas fisico-
quimicas ndo sejam alteradas com o contato com o sémen; a condutividade térmica
elevada, permitindo que a temperatura do meio seja transmitida de forma rapida para o
espermatozoide; a esterilidade, onde o meio ndo deve conter microrganismos nocivos as
células espermaticas e ser ainda carreador de crioprotetores para o processo de
congelacao (LEGENDRE & BILLARD, 1980).

Moraes et al, (2004) relataram a importancia da adi¢do de crioprotetores internos,
facilitando assim a visualiza¢do dos efeitos toxicos do crioprotetor por um periodo mais
longo permitindo com isso a manipulagdo do sémen.

Murgas et al, (2007), trabalhando com criopreservacdo de s€émen de P. lineatus,
preconizaram o uso de diluente BTS na concentracdo de 4,5% e que o mesmo deve ser
enriquecido com crioprotetores intracelulares como o metanol ou DMSO em
concentragdes finais de 10%.

O sucesso das biotécnicas de criopreservacdo seminal, seja na refrigeragdo ou
congelacdo, depende da qualidade inicial do s€émen, portanto para a avaliacdo e uso dos
protocolos faz-se necessario a utilizagdo de técnicas de avaliagdo seminal. As mais
convencionais que tém sido utilizadas s3o a avaliagdo subjetiva da motilidade
espermatica, da morfologia, do volume e da concentragdo do sémen (VERSTEGEN et
al, 2002). H& muitos anos a morfologia espermatica tem sido avaliada de forma
subjetiva utilizando a observagdo visual ao microscopio, o que deu origem a variagdes

entre os resultados obtidos por diferentes técnicos e laboratorios (OMBELET et al,
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1997). Segundo Murgas et al, (2007), a curimba Prochilodus lineatus produz um
volume de sémen de 0,8 a 3,8 ml. Conforme Silva et al, (2009) a duragao média da
motilidade do sémen in natura de P. lineatus ndo apresentou diferenga significativa
(p>0,05) entre os anos e periodos estudados, com variagdo de 51 a 61segundos.

Estudos anteriores descreveram a ultraestrutura de espermatozoides de peixes e
examinado sua morfologia através da microscopia eletronica de varredura e microscopia
eletronica de transmissdao (TADDEI et al, 2001). Embora a microscopia eletronica seja
uma ferramenta para avaliagdo das estruturas morfologicas por fornecer informagdes
detalhadas, seu uso ndo ¢ pratico, pois ndo permite uma rapida avaliagdo de um grande
nimero de espermatozoides. Além disso, a microscopia eletronica requer reagentes e
equipamentos mais caros € um maior tempo ¢ necessario para realizagdo das andlises
(MARCO-JIMENEZ et al, 2008). Assim, a busca por métodos que tenham acurécia,
objetividade e repetibilidade na avaliagdo da fertilidade espermatica continua sendo o
objetivo de diversos estudos.

A avaliacdo das dimensdes e conformacdo geral dos espermatozoides se faz
necessaria, pois, ja foi demonstrado que uma pobre morfologia seminal ¢ um indicador
importante da diminuicdo da fertilidade em caprinos (CHANDLER et a/, 1988), equinos
(VOSS et al, 1981), bovinos (SEKONI & GUSTAFSSON, 1987) ¢ humanos
(KRUGER et al, 1988) e em peixes (LEITE et al, 2011).

A técnica de analise seminal convencional ¢ imprecisa, devido a subjetividade da
avaliag¢do, que ¢ baseada na observacao através de microscopio optico. Desta forma, os
pardmetros de motilidade e morfologia estdo susceptiveis ao erro humano e sua
imprecisdo nos resultados deve-se a fatores como: utilizacdo de diferentes métodos de

coloracdo e experiéncia dos técnicos (HIDALGO et al, 2005).
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Todavia, a técnica de andlise convencional tem sido utilizada pela maioria dos
laboratérios, embora haja consciéncia de que devido a elevada subjetividade, pode
apresentar resultados diferentes para uma mesma amostra entre laboratorios e até
mesmo entre observadores. Assim, ao se constatar a ampla variedade das avaliagdes
manuais nos parametros seminais dos espermatozoides, pesquisadores se empenharam
na investigagdo de formas de automatizacdo do processo de andlise espermatica
mediante sistemas computadorizados.

A andlise do sémen auxiliada pelo computador ou Computer Assisted Sperm
Analyser (CASA) foi realizada pela primeira vez por DOTT & FOSTER (1979) onde
foi utilizada em centros androlégicos humanos e veterinarios para avaliar a qualidade
espermadtica antes da inseminacdo artificial e correlacionar morfologia, motilidade e
fertilidade.

A introducdo do sistema de andlise da morfometria espermética assistida por
computador (ASMA) tentou superar o problema da subjetividade dos métodos de
avaliacdo visual, pois ¢ totalmente automatizado. Essa técnica de andlise tem facilitado
a padronizacio da avaliagio da morfologia seminal (MARCO-JIMENEZ et al, 2006a).

A andlise da morfometria espermatica assistida por computador foi desenvolvida
inicialmente para avaliagdo do sémen humano (DE MONSERRAT et al, 1995) e tem
sido progressivamente adaptada a outras espécies mamiferas (GRAVANCE et a/, 1996)
demonstrando niveis altos de precisao e confianca (VERSTEGEN et a/, 2002).

Em peixes, 0 ASMA tem sido utilizado para descrever mudancas na forma dos
espermatozoides da enguia europeia causada pela indugdo hormonal da espermiagdo
(ASTURIANO et al, 2006) e observados efeitos da taxa de dilui¢do, crioprotetores

utilizados e suplementagdo do meio de criopreservagio (MARCO-JIMENEZ et al,
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2006b), uma vez que crioprotetores e protocolos de criopreservagdo sdo conhecidos por

causar danos a morfologia dos espermatozoides (BILLARD, 1983).
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CONCLUSOES

As biotécnicas da reprodugdo aplicadas a conservagdo do s€émen de Prochilodus
sp sdo de fundamental importancia para a realizacdo de pesquisas que visem auxiliar na
reproducdo de peixes reofilicos e conservacdo de gametas, contribuindo assim para o
incremento da produtividade em pisciculturas publicas e privadas brasileiras e

auxiliando nos programas de melhoramento genético.
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7. CAPITULO 2

Criopreservaciao do sémen de curimata comum (Prochilodus brevis) em agua de
coco em

p6 ACP®-104.

Cryopreservation of sperm of common curimata (Prochilodus brevis) in coconut

water powder ACP® -104.
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RESUMO

O estudo teve por objetivo avaliar a eficiéncia do diluente 4gua de coco em pd (ACP®-
104), para a criopreservacdo do sémen de curimatd comum (Prochilodus brevis),
comparando seus resultados com o diluente glicose a 5%. O sémen foi coletado e
formado quatro pools a cada quatro amostras advindas de machos diferentes. Cada poo!/
foi aliquotado, sendo as amostras diluidas nos dois diluentes e adicionados de DMSO a
10%, na proporcao de 1:9 (sémen:diluente). O s€men foi envasado em palhetas de 0,5ml
e mantido a temperatura de equilibrio (22 °C) durante 10 minutos em raques de
aluminio e congeladas imediatamente em vapores de nitrogénio, (-170 °C) em Dry
Shiper (Taylor Wharton, USA). Apos 24 horas as palhetas foram transferidas para
botijao criogénico (-196 °C). A descongelagdo ocorreu apds 20 dias de estocagem, em
banho de imersao a 60 °C por 8 segundos. A andlise estatistica da motilidade
espermatica avaliada pelo sistema CASA ap6s descongelamento revelou que o ACP®-
104 apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao diluente glicose
(76.80+2,54; 66.21+3,98, respectivamente). Em relagdo ao efeito dos diluentes sobre as
anormalidades espermaticas nao houve diferenca significativa entre os tratamentos,
sendo observado aproximadamente 2% de anormalidades espermaticas em ambos.
Conclui-se que 0 ACP®-104 foi mais eficiente que a glicose na criopreservacio seminal

de P. brevis.

Palavras-Chave: ACP®-104, Prochilodus brevis, congelagao de s€émen; diluidor.
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the efficiency of water diluent powdered coconut ACP ® -
104 for sperm cryopreservation of common curimata (Prochilodus brevis) and compare
their results with the diluent 5% glucose. Semen was collected and formed four pool
every four samples arising from different males. Each "pool" was aliquoted, and the
samples were diluted two solutions in DMSO and added to 10% at a ratio of 1:9
(semen: diluent). The semen was packaged in 0.5 ml straws and kept at stable
temperature (22 °C) for 10 minutes in aluminum racks and immediately frozen in
nitrogen vapor (-170 °C) in Dry Shiper (Taylor Wharton, USA). After 24 hours, the
straws were transferred to cryogenic cylinder (-196 °C). Thawing occurred after 20 days
of storage in an immersion bath at 60 °C for 8 seconds. Statistical analysis of sperm
motility assessed by CASA system after thawing revealed that the ACP ® -104 showed
a significant difference (p <0.05) compared to the diluent glucose (76.80 £+ 2.54, 66.21 +
3.98, respectively). Regarding to effect of extenders on sperm abnormalities, there was
no significant difference between treatments. It was observed approximately 2% of
sperm abnormalities in both. In conclusion, ACP-104 was more effective than glucose

to cryopreservation of P. brevis semen.

Key words: ACP ® -104, Prochilodus brevis, semen freezing, extender.
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INTRODUCAO

A curimatd comum, Prochilodus brevis (Steindanchner, 1874), cujo nome
cientifico anterior era (P. cearensis), ¢ um peixe da familia Prochilodontidae, enddgeno
dos Estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte, que se destaca pelo alto potencial
para aquicultura na regido Nordeste do Brasil. Porém esta espécie tem sofrido agressdes
antropicas ao seu habitat, como poluicdo das aguas, pesca predatoria e em especial a
construcdo de barragens, que impedem a piracema e consequentemente afetam a
reproducdo, reduzindo o tamanho das populagdes naturais de P. brevis (ROSA et al,
2005).

Diante disto, uma alternativa importante a ser utilizada para refazer os estoques
naturais e em cativeiro, assim como para direcionar a variabilidade genética, tem sido o
uso do sémen criopreservado, uma biotécnica bastante difundida em outras espécies
ameagadas de extingio ou de alta importancia comercial (ORFAO et al, 2010).

A diluicdo seminal ¢ um dos passos para elaboracdo de protocolos de
criopreservacdo e constitui um dos fatores que interferem diretamente no sucesso da
criopreservacao de sémen de peixes, pois a composi¢ao do diluente afeta diretamente a
qualidade do sémen pds-descongelamento, porém esta etapa ¢ fundamental para nutrir e
proteger os espermatozoides dos danos contra o frio, melhorar a utilizacdo dos
reprodutores e aumentar o nimero de fémeas que serdo fertilizadas artificialmente
(MANSOUR et al, 2006).

Uma das inovacgdes mais recentes da biotecnologia do sémen de peixe € a
utilizagdo de agua de coco em pd modificada para sémen de peixe (ACP-104) como
meio diluente seminal (SALMITO-VANDERLEY et al, 2012). Este ¢ um meio natural

e estéril composto por sais, proteinas, aglicares, vitaminas, gorduras neutras, além de
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indutores da divis@o celular e diversos eletrolitos, podendo exercer uma acdo benéfica
sobre a conservagao celular (NUNES E SALGUEIRO, 2006).

A agua de coco em p6 (ACP-104) adaptada para a criopreservagdo de sémen de
peixes ja foi testado anteriormente com sucesso em varias espécies como Brycon
orbignyanus, Prochilodus lineatus, Leporinus obtusidens (VIVEIROS et al, 2010),
Piaractus brachypomus (VELASQUEZ-MEDINA, 2008) e Colossoma macropomum
(LEITE et al, 2011). Portanto a ACP®-104 tornando-se mais uma inovagio tecnologica
como alternativa mercadoldgica para a area de reproducdo artificial de peixes (MELO et
al, 2010). Contudo, nao ha estudos sobre a conservacao do sémen de prochilodus brevis
em ACP-104.

Para a criopreservacdo do sémen de Characiformes, notadamente de espécies do
género Prochilodus, o crioprotetor interno mais utilizado tem sido o dimetilsulféxido
(DMSO) (GODINHO & VIVEIROS, 2011; MILLIORINI et al, 2004). Entretanto, sdo
inexistentes registros sobre o uso do DMSO para a criopreservacdo do sémen de P.
brevis. Assim, desenvolver protocolos de criopreservacdo adequados a espécie podera
representar uma excelente alternativa para a conservagao do sémen de P. brevis, e de seu
material genético.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o diluente 4gua de coco em po
modificado para peixes (ACP®-104) para a criopreservacdo do sémen de curimata
comum, comparando seus resultados aos do diluente glicose a 5%, que ¢ o mais

utilizado para a criopreservacao do sémen de Prochilodus sp.
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MATERIAL E METODOS

Para execucdo do presente estudo foram utilizados peixes do plantel do Centro de
Pesquisa em Aquicultura Rodolpho Von Ihering (CPAq) pertencente ao Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), localizado no municipio de Pentecoste,
Ceara.

Um lote contendo vinte peixes foi cedido pelo Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas, e transportados para o Laboratoério de Biotecnologia da Reproducao de
Peixes (LBRP) do Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual
do Ceard, situado a (3°52°18”) de latitude Sul e (38°27°28”) de longitude Oeste. Os
animais foram estocados em tanques de aproximadamente 7000 litros e mantidos com
fluxo continuo de 4gua com sistema de recirculagdo e filtracao.

O plantel de reprodutores foi formado por machos adultos com idade superior a
trés anos, e aptos a participar do processo reprodutivo. Os exemplares foram
previamente selecionados com base na emissdo de sémen, apdés uma suave pressiao
abdominal e em seguida foram transferidos para tanques de manejo de 1000 litros, a fim
de receberem tratamento de indug¢do hormonal. Para minimizar o estresse da
manipulacdo, os peixes foram sedados através da exposi¢do a solugdo anestésica
contendo o6leo de cravo (Eugenol) diluido em 4lcool absoluto na proporcdo de
(1:10:10.000) (eugenol:alcool:agua) e submetidos ao processo de hipofisacdo.

Os peixes receberam injecdes de extrato hipofisario de carpa (EHC) em dose
tnica (Img.kg" de peso vivo), aplicado na base da nadadeira peitoral. Dezoito horas
apos a indugdo hormonal a coleta de sémen foi iniciada, sendo a papila urogenital
enxuta com papel toalha e apds leve massagem abdominal o sémen foi coletado em

tubos de polietileno graduados e conservados sobre gelo em caixas isotérmicas.
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Imediatamente apds este procedimento, as amostras seminais de cada animal
foram avaliadas de forma subjetiva em microscépio 6tico (400X). Para isto o sémen foi
diluido na propor¢ao 1:100 com &gua in natura oriunda dos tanques de estocagem.
Como critério de selecdo, foram utilizadas apenas amostras seminais com auséncia de
motilidade e aquelas que apresentavam motilidade espermadtica igual ou superior a 90%
apoOs ativacdo. As amostras selecionadas foram homogeneizadas para a formagdo de
quatro pools de sémen, onde cada pool foi composto pelo sémen de quatro machos.

Para avaliacdo das caracteristicas o s€émen foi avaliado quanto a cor (branco,
amarelo ou rosado), quanta a osmolaridade (mOsm kg'l) mensurada através de
osmometro digital de refrigeracdo Peltier (Roebling, Alemanha) e quanto ao pH através
de fita medidora de pH (Merck Darmstadt, Alemanha). Para a avaliagdo da
concentragdo espermatica (espermatozoides.mL'l) foi utilizada a cAmara hematimétrica
de Neubauer, onde cada pool foi diluido na proporcao de 1:4000 (sémen:fixador) em
solugdo citrato-formol a 4%.

Para a criopreservagdo do sémen foi realizada uma diluigdo na proporgao de 1:9
(semen: diluidor) nas duas solu¢des diluentes: ACP-104 (pH 8,0 ; 330 mOsmol) e
Glicose 5% (pH 8,0; 330 mOsmol). Antes da diluicdo, em cada diluente foi
acrescentado 10% de DMSO, formando assim o meio diluidor.

As amostras diluidas foram acondicionadas em palhetas francesas de 0.5 mL
(RMV, Franga), e vedadas com dalcool polivinilico. As palhetas envasadas foram
mantidas a temperatura de 22 °C durante 10 minutos (tempo de equilibrio), em raques
de aluminio, e em seguida transferidas para Dry shipper (-170°C) (Taylor-Wharton,
CX100; EUA). Apds 15 minutos, as palhetas foram transferidas para um botijao de

estocagem a -196°C.
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Todo o trabalho de congelacdo foi realizado no LBRP/NIB, da Universidade
Estadual do Ceara (UECE), Fortaleza, Ceara, Brasil.

Para analise objetiva do sémen descongelado, as palhetas foram levadas ao banho
de imersdo térmica, a 60 °C por 8 segundos e em seguida dois microlitros (2 pL) do
sémen foram depositados em cimara hematimétrica de Makler™ e adicionados 100uL
de solucdo ativadora (NaCl 50mM). O sémen foi entdo analisado através do sistema
computadorizado de analise seminal CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer), em
aumentos de (400X, filtro verde e posicdo -pHI) e avaliada por meio do software
SCA® (Sperm Class Analyzer™ Madrid, Espanha) versio 5.3.

Usando imagens digitalizadas das células espermaticas, foram verificadas a
motilidade total (MOT) e a velocidade curvilinear (VCL, pm.s™), que ¢ a velocidade da
trajetoria real dos espermatozoides (VERSTEGEN et al, 2002), a velocidade em linha
reta (VSL, pm.s™) e a velocidade média no percurso (VAP, pm.s™), utilizando as
configuragdes originais do programa para o sémen de peixes.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de ética para uso de animais da
Universidade Estadual do Ceard (UECE) sob o numero de protocolo: 12639924-7.

Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado.
Foi realizada uma analise descritiva dos dados para a obten¢do das médias e desvios em
funcdo dos efeitos. As varidveis que ndo atendiam as condi¢des de normalidade foram
transformadas pelo arco seno, somente para efeito de andlise. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia para se verificar o efeito de coleta e do tratamento,
bem como da interacdo entre ambos. Para os efeitos significativos, as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey e Duncan (para a morfologia) com 5% de probabilidade
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de erro. As andlises foram realizadas empregando-se o programa estatistico SAS v.8

(2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os exemplares adultos de curimatd comum, P. brevis, utilizados no experimento,
responderam positivamente a indu¢do hormonal, liberando sémen mediante leve
massagem abdominal. O sémen dos animais apresentou coloragdo esbranquicada e
aspecto  leitoso. A  concentragdo espermatica média foi de 2,94x10"
espermatozoides.mL”. O pH variou de 7,8 a 8,5 com média de 8,1+ 0,19 ¢ a
osmolaridade média foi de 286,66+0,7 mOsmol.Kg'. Os resultados de concentragio
espermatica apresentados neste trabalho foram semelhantes aos apresentados por
ROMAGOSA et al, (2010) que obtiveram 2,95x10'’ espermatozoides.ml™ para o sémen
de P. lineatus.

Os dados de motilidade e velocidade espermadtica, obtidos pelo sistema CASA,

apods o descongelamento estdo descritos nas tabelas 1 e 2.

Tabela 01. Médias e erro-padrdo dos pardmetros de motilidade dos espermatozoides de
curimatd comum (Prochilodus brevis) em funcdo dos tratamentos ACP-104 e Glicose 5%,

avaliados pelo sistema de analise computadorizada da motilidade espermatica (SCA).

Tratamentos Motilidade total Sptzs Sptzs Sptzs
MOT (%) RAP (%) MED (%) LEN (%)
ACP-104 76,80 +2,54* 3,89+0,81" 27,38+ 2,69 46,67 + 1,54°
Glicose 5% 66,21+3,98°  2,80+0,67° 1826 +3,05° 43,38 +3,10°

ACP-104 (pH 8,0 ; 330 mOsmol) + DMSO na concentragdo de 10%; Glicose 5% (pH 8,0; 330 mOsmol)
+ DMSO na concentracdo de 10%; sptzs: espermatozoides;, MOT: % motilidade total; RAP: % de
espermatozoides rapidos progressivos; MED: % de espermatozdides com velocidade média; LEN: % de
espermatozoides lentos), considerando-se a configuracdo padrdo do SCA. Valores reais (ndo

transformados). Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna diferiram significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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A andlise estatistica da motilidade espermatica revelou que o ACP-104 apresentou
diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao diluente glicose (76,80+2,54;
66,21+3,98, respectivamente).

A motilidade espermatica ¢ o critério mais utilizado para se avaliar a qualidade
seminal, porém, com o advento de métodos computadorizados de avaliagao (CASA), a
motilidade espermatica e outros aspectos do movimento espermatico, que ndo podiam
ser avaliados subjetivamente, tais como a separagdo em diferentes grupos de
espermatozoides moveis e a afericdo da velocidade espermatica passaram a ser
analisados, dando assim maior precisdo as avaliagdes e correlacionando-as com
capacidade fertilizante do sémen (VERSTEGEN et al/, 2002; VIVEIROS et al, 2010).

No sémen de peixes, as subpopulacdes de espermatozoides moveis (rapidos,
médios e lentos) mudam rapidamente em relagcdo ao tempo de ativagdo uma vez que a
duracdo da motilidade ¢ muito curta, ndo ultrapassando na maioria das vezes o tempo de
dois minutos (BILLARD et al, 1995). Isto reflete diretamente na velocidade
espermdtica e consequentemente no manejo do sémen para fertilizagdo artificial
(VIVEIROS et al, 2010). Contudo, os valores de motilidade total, encontrados para os
espermatozoides de P. brevis foram superiores aos estudos de Orfao et al, (2010) que
obteve (25 £16), com sémen P. lineatus criopreservado em glicose a 5% associado ao
crioprotetor DMSO a 10% e ativado com NaCl, e ao de Martinez et al, (2008)
congelando o sémen de P. magdalenea em glicose a 5,5% adicionado de 10% de
DMSO, o qual obtiveram 54% de espermatozoides moveis apds criopreservacdo em
Dry shipper.

Dentre varios fatores, a motilidade espermatica pode ser influenciada pela
qualidade da solucdo ativadora e pela taxa de diluicdo (FELIZARDO et al, 2011).

Romagosa et al, (2010) investigando o efeito das taxas de diluicdo sobre a duragdo da
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motilidade em P. lineatus sugeriram que o aumento nas taxas de dilui¢do até o maximo
valor de 1:100 sdo favoraveis ao aumento na duragio da motilidade. E provavel entio
que o elevado percentual de espermatozoides lentos observados neste estudo seja o
resultado de uma taxa de diluicdo inadequada, j4 que o sémen de P. brevis ¢ do tipo
denso com elevada concentragdo espermatica. Além disso, foi observado elevado
percentual de espermatozoides normais, assim como com baixa velocidade (tabela 2 e
3).

Viveiros et al, (2010), afirmaram que a velocidade curvilinear (VCL) ¢
considerada a velocidade mais importante para o estudo do sémen de peixes. De fato,
foi observado que o movimento dos espermatozoides de um grande ntimero de peixes ¢
circular, e este fato ocorre com o intuito destes percorrerem a superficie do ovocito para
localizar e penetrar na micrépila (local de fecundacdo) (SALMITO-VANDERLEY e

SANTANA, 2012).

Tabela 2. Média e erro padrao das velocidades curvilinear, retilinea e média no
percurso de espermatozoides de P. brevis criopreservados nos tratamentos ACP-104 e
Glicose 5%.

Tratamentos VCL (,um.s'l) VSL (,um.s'l) VAP (,um.s'l)
ACP-104 43.13+1.86% 26.12+2.03° 3411+2.17°
Glicose 5% 37.64+2.87% 21.54+2.88° 28.63+3.20°

VCL: Velocidade curvilinear, VSL: velocidade retilinear; VAP: velocidade média no percurso,
considerando-se a configuragao padrdo do SCA. ACP-104 (pH 8,0; 330 mOsmol) + DMSO a 10; Glicose
5% (pH 8,0; 330 mOsmol) + DMSO a 10%. Valores reais (ndo transformados). Letras sobrescritas

diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

A velocidade curvilinear, (VCL) encontrada para o sémen de P. brevis diluido em

solugio de ACP-104 foi 43,1+1,86 pum.s”, ndo diferindo significativamente do
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tratamento com solugdo de Glicose a 5% (37,64+2,87 um.s™). Estes resultados obtidos
foram compativeis com os dados obtidos por VIVEIROS et al. (2010), que utilizaram o
diluente ACP-104 para a conservacao de s€émen de curimba (P. lineatus) e obtiveram
valores médios de VCL de 53,7+25,1 um.s’l, porém com alta variabilidade entre os
machos amostrados, fato demosntrado pelo elevado valor do desvio padrao.

Os valores médios e erro padrdo do total de espermatozodides normais, defeitos de
cauda e cabeca dos espermatozoides de curimatd comum (Prochilodus brevis)
criopreservados nos diluentes ACP e Glicose a 5% estdo apresentados na tabela 3. Os
pardmetros morfologicos dos espermatozoides de curimatd comum ndo apresentaram
diferengas significativas entre os diluentes ACP-104 e glicose a 5%.

Tabela 3. M¢édias e erro padrao dos parametros morfoldgicos dos espermatozoides
(defeitos de cauda e cabega) de curimatd comum (Prochilodus brevis) criopreservados

nos diluentes ACP-104 e Glicose 5%.

Pardametros Morfologicos (%)

Tratamentos Normais Cauda dobrada Cauda enrolada Macrocefalia  Microcefalia
ACP-104 98,06+2,07 1,0+1,26 0,64+0,85 0+0 1,16+0,40
Glicose 5% 98,05+1,00 0,75+0,95 1,0+1,41 0+0 0+0

Os resultados obtidos aqui com sémen criopreservados de P. brevis foram
semelhantes a0 de KAVAMOTO et al (1997), onde obtiveram  91,50% de
espermatozoides normais para s€émen fresco de curimbata (P. scrofa), 96 horas apos a
indugdo hormonal, demonstrando que o protocolo utilizado, assim como os diluidores
testados ndo inferiram danos significativos aos espermatozoides. Para o sémen de
peixes nao existe uma padronizagdo em relacdo a determinacdo de percentuais

aceitaveis de patologias primarias e secundarias que possam causar a prejuizos as taxas
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de fertilizagdo e, se estabelecidas poderao sem divida, contribuir para a otimizacao dos

processos reprodutivos artificiais (STREIT JR, 2007).
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CONCLUSAO

Nas condi¢des do presente experimento, pode-se sugerir a utilizagdo do protocolo
testado com ACP®-104, associado a0 DMSO, uma vez que a criopreservagio em neste
diluente resultou em elevado percentual de espermatozoides normais comparando com a

glicose 5%.

58



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BILLARD, R.; COSSON, J.; PERCHEC, G.; LINHART, O. Biology of sperm and
artificial reproduction in carp. Aquaculture, Amsterdam, v. 129, p. 95- 112, 1995.

BRITSKI, H. A.; Y.; SATO, Y.; ROSA, A. B. S. Manual de identificagdo de peixes da
regido de Trés Marias: com chaves de identificagdo para os peixes da Bacia do Sao

Francisco. 2. ed. Brasilia, DF: Camara dos Deputados: Codevasft, 1686. 182 p.

FELIZARDO, V.0; MURGAS, L.D.S; NAVARRO, R.D; GONCALVES, A.CS. E
PAULINO, M.S. Osmolaridade e taxa de dilui¢do na ativagdo do sémen criopreservado

de Prochilodus lineatus. Archivos de zootecnia vol. 60, num. 232, p. 1257. 2011.

FRIBOURGH, J. H. (1966), The application of a differential staining method to low-
temperature studies on goldfish spermatozoa. Progr. Fish Cult., 28 : (4), 227-231.

GATZ JR., AJ. 1979. Ecological morphology of fresh water stream fishes. Tulane Stud.
Zool. Bot., New Orleans, 21: 91-124.

GODINHO, H.P. & VIVEIROS, A.T.M. (2011). Current Status of Sperm
Cryopreservation of Brazilian Characiform Fishes. In: Cryopreservation in Aquatic

Species, Tiersch TR, Green CC (Ed.), World AquacultureSociety. 875-884.

KAVAMOTO, E. T.; MAINARDES-PINTO, C.S.R.; ANDRADE-TALMELLI, E.F.
de; CAMPOS, B.E.S. Produgdo espermatica do Curimbatd Prochilodus scrofa,
Steindanchner, 1881. B. Inst. Pesca 24 (inico) 73-78. 1997.

LEITE, L.V.; OLIVEIRA, F.C.E.; NUNES, L.T.; NUNES, J.F; SALMITO-
VANDERLEY, C.S.B. Criopreservacao de s€émen de tambaqui com ACP® adicionado
de gema de ovo. Revista Brasileira de Engenharia de Pesca 6(2): 23:29, 2011.

MANSOUR N, LAHNSTEINER F (2003) Morphology of the male genitalia and sperm
fine structure in siluroid fish. J Submicrosc Cytol Pathol 35(3):277-285.

MARTINEZ, F.; CABRITA, E.; SOARES, F.; ANEL, L E DINI, D. Multivariate
cluster analysis to study motility activation of Solea senegalensis spermatozoa: a model

for marine teleosts. Reproducion resech, 2008.
59



MELO, M.A.P.; MACIEL, F.S.; OLIVEIRA, F.C.E. O.; SALGUEIRO, C.C.M.S,;
SALMITO-VANDERLEY, C.S.B. & NUNES, J.F. (2010). Agua de coco em p6 (ACP-
104®) na criopreservagdo de sémen de pirapitinga (Piaractusbrachypomus). In:

Seminario Nordestino de Pecuaria (Pecnordeste). Anais. Fortaleza.

MILIORINI, AB; MURGAS, L.D.S.; VIVEIROS, A.T.M. et al. The effects of
cryoprotectants and activators on sperm motility of curimba (Prochilodus lineatus). In:
International Congress on Animal Reproduction, 15., 2004, Porto Seguro. Anais... Porto

Seguro: 2004. p.523.

NUNES, J. F.; SALGUEIRO, C. C. M. A 4gua de coco em p6d como diluidor do s€émen

de animais domésticos. Revista de Ciéncias Agrarias, Belém, n. 43, p.58-60 2006.

ORFAO, L. H.,, MARIA, A. N., NASCIMENTO, A.F., ISAU, Z. A.; VIVEIROS, A. T.
M. Sperm fertility of the subtropical freshwater streaked prochilod Prochilodus lineatus
(Characiformes) improved after dilution and cold storage. Aquaculture Research, v. 41,

p. 679-687, 2010.

ROMAGOSA, E.; SOUZA, B.E.; SANCHES, E.A; BAGGIO, DM,
BOMBARDELLI, R.A. 2010. Sperm motility of Prochilodus lineatus in relation to
dilution rate and temperature of the activating medium. Journal of Applied Ichthyology,
Malden, 26(5): 678-681.

ROSA, R. S., MENEZES, N. A., BRITSKI, H. A, COSTA, W. J. E. M & GROTH, F.
2005. Diversidade, padroes de distribui¢cdes e conservagdo dos peixes da Caatinga. In:
Leal, I. R., Tabarelli, M., SILVA, J. M. C. eds, Ecologia e Distribuicdo da Caatinga.
Editora UFPE, Recife, 135-180.

SALMITO-VANDERLEY, C.S.B. & SANTANA, L.C.H. Histologia e Embriologia
Animal Comparada. 2* ed. SEAD/UAB Fortaleza. 2012. 159p.

STREIT-JR, D. P.; RIBEIRO, R. P.; MORAES, G. V.; VARGAS, L. D. M
DIGMAYER, M.; GALO, J. M.; POVH, J. A.; BRACCINI-NETO, J. Sémen de pacu
(Piaractus mesopotamicus) submetido ao resfriamento ao longo do tempo com

diferentes meios diluidores. Revista Biociéncias, v. 13, p. 178-187, 2007.

60



VELASQUEZ-MEDINA, S. (2008). Criopreservacido do sémen de pirapitinga,
Piaratusbrachypomus  (Pisces,  Characidae). [Dissertacdo]. Fortaleza (CE):

Universidade Federal do Ceara.

VERSTEGEN, J.,IGUER-OUADA, M. &ONCLIN, K. (2002). Computer assisted
semen analyzers in andrology research and veterinary practice. Theriogenology, 57:149-

179.

VIVEIROS, A.T.M.; NASCIMENTO, A.F.; ORFAO, LH. & ISAU, Z.A. (2010).
Motility and fertility of the subtropical freshwater fishs streaked prochilod (Prochilodus

lineatus) sperm cryopreserved in powdered coconut water. Theriogenology, 74: 551-

556.

61



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual do Ceara (UECE), Universidade Federal do Ceara
(UFC), Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e Departamento Nacional de Obras contra
as Secas (DNOCS).

62



8. CAPITULO 3

Extrato liofilizado de palma forrageira gigante (Opuntia ficus indica) na

criopreservacio do sémen de curimata comum (Prochilodus brevis).

Lyophilized extract of giant cactus pear (Opuntia ficus indica) in sperm

cryopreservation of common curimata (Prochilodus brevis).

CAJADO, Francisco José Lopesl*; OLIVEIRA, Cassia de Fatima Evangelistal;
LINHARES, Francisco Renan Arag:?lo2 : CATUNDA, Ana Glaudia Vasconcelos’;
MORAES-FILHO, Manoel Odorico del; NUNES, José Ferreiraz, SALGUEIRO,

Cristiane Clemente de Mello® , SALMITO-VANDERLEY, Carminda Sandra Brito®.

63



RESUMO

O estudo teve por objetivo avaliar a eficiéncia do diluente Extrato Liofilizado de
Palma Forrageira (Opuntia ficus indica) — ELPF, em duas concentracdes 30% e 50%
comparadas com glicose 5% na criopreservacdo do sémen de curimatd comum,
Prochilodus brevis. O sémen foi coletado e formado um “pool” a cada quatro amostras
advindas de vinte machos diferentes. Cada “pool” foi aliquotado para ser diluido nas
duas solugdes e adicionadas de DMSO a 10%, na propor¢ao de diluigdo 1:9
(s€men:diluente). O sémen foi envasado em palhetas de 0,5ml e mantido a temperatura
de equilibrio (22 °C) durante 10 minutos em racks de aluminio, e em seguida
transferidos para Dry shipper (-170 °C). Apds 24 horas as palhetas foram transferidas
para botijao criogénico (-196 °C). A analise computadorizada apos descongelamento
(60°C por 8 segundos) revelou que nao houve diferenga significativa na motilidade total
dos espermatozoides no desempenho dos diluentes ELPF 30% (62.62 + 2,35%) e ELPF
50% (61.54 + 3,72%) nas porcentagens testadas frente a Glicose 5% (66,21£3,98%)
assim como também em relacdo ao efeito dos diluidores sobre as anormalidades
espermaticas. Nas condigdes do presente experimento, recomenda-se a utilizacdo de
todos diluentes testados: ELPF 30%, ELPF 50% e glicose a 5% associado ao
crioprotetor DMSO, para criopreservagao do sémen de P. brevis. Conclui-se que os trés

diluidores foram eficientes na criopreservacao de semen de P. brevis.

Palavras-Chave: Prochilodus brevis, congelagdo de sémen; diluidor.
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the efficiency of the diluent Lyophilized extract of
cactus pear (Opuntia ficus indica) - ELPF in two concentrations 30% and 50%
compared with 5% glucose in sperm cryopreservation of common curimata,
Prochilodus brevis. Semen was collected and formed a "pool" every four resulting
samples of twenty different males. Each "pool" was aliquoted to be diluted two
solutions in DMSO and added to 10% at a ratio of 1:9 dilution (semen: diluent). The
semen was packaged in 0.5 ml straws and kept at the equilibrium temperature (22 °C)
for 10 minutes in aluminum racks, and then transferred to Dry shipper (-170 © C). After
24 hours, the straws were transferred to cryogenic cylinder (-196 °C). Computer
analysis after thawing (60 °C for 8 seconds) revealed no significant difference in total
motility of spermatozoa in diluents ELPF performance of 30% (62.62 + 2.35%) and
ELPF 50% (61.54 £ 3.72%) in percentages tested against the 5% glucose (66.21 +
3.98%) as well as in relation to the effect of diluting the sperm abnormalities. In the
present experimental conditions, the use of all solvents tested is recommended: ELPF
30% ELPF 50% and 5% glucose associated with DMSO cryoprotectant for sperm
cryopreservation of P. brevis. In conclusion, the three extenders were effective to semen

cryopreservation of P. brevis semen.

Key words: Prochilodus brevis, semen freezing; extender.
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INTRODUCAO

O uso de diluentes organicos para diluicdo seminal ¢ uma inovagdo da
biotecnologia aplicada a reprodugdo artificial. Diluidores organicos a base de glicose,
agua de coco ou extrato de palma forrageira Opunthias ficus ja foram testados com
sucesso para o sémen de suinos (AIRES e TONIOLLI, 2005), caprinos (AZEVEDO e
TONIOLLI, 1999); (NUNES e SALGUEIRO, 1999), ovinos (BRAZ et al, 2003),
bovinos (ALBERTI, 2004), caninos (CARDOSO et al, 2005), felinos (SILVA et al,
2007), macacos (ARAUJO et al, 2007) e humanos (NUNES, 1998) e peixes
(VIVEIROS et al, 2010). Para o s€émen de caprinos Saanen a dilui¢do do s€émen em
extrato liquido de palma forrageira demonstrou ser eficiente na conservacao da
motilidade espermatica apo6s teste de termorresisténcia (CAJADO et al, 1999)
promovendo 78,33 +10,67 % de espermatozoides moveis e um vigor de 3,60 +0,40 apos
120minutos comapravel a agua de coco. Contudo, ndo existem estudos sobre a
utilizacao do extrato de Opuntias como diluente do sémen de peixes. Ja a glicose vem
demonstrando ser um excelente meio de conservagdo para o s€émen de Prochilodus
lineatus (MURGAS et al, 2007).

Espécies de peixes prochilodontideos necessitam migrar durante o periodo
reprodutivo, momento em que costumam ser presas faceis de pescadores
inescrupulosos, que durante a época reprodutiva capturam as fémeas para consumo das
ovas, considerada uma iguaria em certas regioes das bacias nordestinas, ameagando
espécies como a curimatd comum, Prochilodus brevis. Porém, mesmo apos uso de
medidas mitigadoras tal como a época do defeso, ainda encontram-se ameagadas por
acles antropicas, notadamente da construcdo de barragens para producdo de energia

elétrica, que impedem ou dificultam o acessso as areas de desova (CAROLSFELD et al,
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2003). Além destes fatores, uma redu¢do na variabilidade genética dos estoques em
cativeiro tem sido observada (LOPES, 2010), o que parece ser o resultado de
endocruzamentos seguidos, devido ao uso de planteis com pequeno nimero de
reprodutores.

Espécies como Prochilodus lineatus, P. brevis, P argenteus e P. magdalenea
possuem o sémen tipo denso ou semidenso com elevada concentracdo espermatica,
porém com baixo volume seminal. A media de volume observada por Murgas et al,
(2007), para curimba (Prochilodus lineatus) variou de 0,8 a 3,8 ml. Enquanto
Romagosa et al, (2010) obtiveram apenas 0,51+£0,35ml para a mesma espécie. Deste
modo, a diluicdo seminal favorece a utilizagdo do sémen em estudos de reproducao
artificial, onde se pode determinar a dose inseminante ideal e a limitante para a
fertilizagdo, ou em programas de melhoramento genético, para renovagdo dos estoques
através da criopreservagdo, minimizando assim, estas acdes antropicas (MARIA et al,
2009).

Nao existem registros na bibliografia cientifica de estudos sobre o uso de sémen
criopreservado de Prochilodus brevis em extratos de palma forrageira seja liquido ou
liofilizado. Portanto, desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o sémen de
curimatd comum (Prochilodus brevis) criopreservado em meio a base de extrato
liofilizado de palma forrageira gigante (ELPF) em duas concentragdes (30% e 50%),
comparando seus resultados ao diluente glicose a 5% e adicionados de dimetilsulfoxido

(DMSO).
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MATERIAL E METODOS
Selecdo dos machos e coleta do sémen

Para execucdo do presente estudo foram utilizados peixes cedidos do plantel do
Centro de Pesquisa em Aquicultura Rodolpho Von Ihering (CPAq) pertencente ao
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), localizado no municipio
de Pentecoste, Ceara.

Um plantel de vinte peixes foi mantido no Nucleo Integrado de Biotecnologia
(NIB), da Universidade Estadual do Ceard, situado a 3°52’18” de latitude sul e
38°27°28” de longitude oeste e mantidos em sistema de recirculagdo de dgua com
capacidade de 7000 litros. Os exemplares foram previamente selecionados com base na
emissao de sémen, apds suave pressdo abdominal, e em seguida foram transferidos para
tanques de manejo a fim de receberem tratamento hormonal de inducdo a espermiacao.
Para minimizar o estresse da manipulagdo, os peixes foram sedados através da
exposi¢cdo a solucdo anestésica contendo 6leo de cravo (Eugenol) diluido em alcool
absoluto 1:10:10.000 (eugenol:alcool:agua).

Os animais receberam injecdes na base da nadadeira peitoral de extrato bruto de
hipofise de carpa (EBHC) em dose unica (Img.kg” de peso vivo). Dezoito horas apés a
inducdo hormonal a coleta de sémen foi iniciada sendo a papila urogenital enxuta com
papel toalha, e apds leve massagem abdominal o sémen foi coletado em tubos de
polietileno graduados e conservados sobre gelo. Imediatamente as amostras seminais
foram avaliadas subjetivamente ao microscopio 6tico (400X). Como critério de selecdo
apenas amostras seminais com auséncia de motilidade sem diluicdo, e aquelas que
apresentavam motilidade espermatica igual ou superior a 90% apoés ativagdo foram

utilizadas.
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As amostras selecionadas foram homogeneizadas para a formagao de quatro pools
de sémen, (quatro machos para cada pool). A osmolaridade de cada pool (mOsm kg™)
foi mensurada através de osmometro digital de refrigeracdo Peltier (Roebling,
Alemanha) e o pH através de papel medidor de pH (Merck Darmstadt, Alemanha). Para
a avaliacdo da concentracdo espermatica (espermatozoides.mL'l) utilizou-se a camara
hematimétrica de Neubauer, onde cada pool foi diluido na propor¢do de 1:4000
(sémen:fixador) em solug¢do citrato-formol a 4%.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de ética para uso de animais da

Universidade Estadual do Ceard (UECE) sob o numero de protocolo: 12639924-7.

Criopreservagdo do sémen

Para a criopreservagdo o sémen foi diluido na propor¢ao de 1:9 (sémen: diluente)
em trés diluentes a seguir: extrato liofilizado palma forrageira 30% (pH 8,0; 330
mOsml); extrato liofilizado palma forrageira 50% (pH 8,0; 330 mOsml) e Glicose 5%
(pH 8,0; 330 mOsmol).

Para cada diluente foi acrescentado 10% de DMSO. As amostras diluidas foram
acondicionadas em palhetas transparentes de polietileno de 0.5 mL (RMV, Franga), e
vedadas com alcool polivinilico. As palhetas foram mantidas a temperatura de 22 °C
durante 10 minutos (tempo de equilibrio), em racks de aluminio, e em seguida
transferidas para Dry shipper (-170 °C) (Taylor-Wharton, CX100; EUA). Apo6s 24 horas
as palhetas foram transferidas para um botijdo a -196 °C. A descongelag@o ocorreu a 60
°C por 8 segundos em de imersao.

Todo o trabalho de congelacao foi realizado no Laboratério do Nucleo Integrado
de Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual do Ceara (UECE), Fortaleza, Ceara,

Brasil.
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Andlise objetiva do sémen apos descongelagdo

Para a andlise da motilidade espermatica as palhetas envasadas foram
descongeladas em banho de imersdo a 60 °C por 8 segundos e em seguida analisadados
na camara de Makler® oportunidade em que foram adicionados 100uL de solugdo
ativadora (NaCl 50mM), seguida da adicdo e mistura de dois microlitros (2 pL) do
sémen. O sémen foi entdo analisado através do sistema computadorizado de andlise
seminal CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer) — em aumentos de (400X, filtro
verde e posicdo -pHI) para ser avaliada por meio do software SCA® (Sperm Class
Analyzer®; Madrid, Espanha) versdo 5.3. Usando imagens digitalizadas das células
espermaticas, o CASA analisou as propriedades de trajetoria e velocidade dos
espermatozoides. Foram analisadas a motilidade total (MOT) e as velocidades
curvilinear (VCL), a velocidade em linha reta (VSL) e a velocidade média no percurso

(VAP), utilizando as configuracdes originais do programa para o s€émen de peixes.
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ANALISE ESTATISTICA

Na andlise estatistica foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado. Foi
realizada uma analise descritiva dos dados para a obtengdo das médias e desvios em
funcdo dos efeitos. As varidveis que ndo atendiam as condi¢des de normalidade foram
transformadas pelo arco seno, somente para efeito de andlise. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia para se verificar o efeito de coleta e do tratamento,
bem como da interacdo entre ambos. Para os efeitos significativos, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e Duncan (para os defeitos) com 5% de probabilidade
de erro. As andlises foram realizadas empregando-se o programa estatistico SAS v.8

(2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os vinte exemplares adultos de curimatd comum, P. brevis, utilizados neste
estudo, responderam positivamente a indu¢do hormonal, liberando sémen mediante leve
massagem abdominal, ndo havendo mortalidades durante a conduc¢ao do experimento. O
sémen de P. brevis apresentou coloragdo esbranquicada com aspecto leitoso. A
concentragdo espermatica média foi de 2,94x10' espermatozoides.mL”. O pH variou
de 7,8 a 8,5 com média de 8,1+ 0,19 e a osmolaridade média foi de 286,66+0,7
mOsmol.Kg"'. Estes resultados de concentragio espermética sdo semelhantes aos
apresentados por (KAVAMOTO er al, 1997) que obtiveram 3,29x10"
espermatozoides.ml” para o sémen de P. scrofa ¢ (ROMAGOSA et al, 2010) que
obtiveram 2,95x10'" espermatozoides.ml™” para o sémen de P. lineatus.

Os dados de motilidade e velocidade espermatica, obtidos pelo programa CASA,

apods o descongelamento estdo descritos nas tabelas 1 e 2.

Tabela 01. Médias e erro-padrdo dos parametros seminais (motilidade total e velocidade
espermatica) de Curimatd comum (Prochilodus brevis) em funcdo dos tratamentos (ELPF 30%,

ELPF 50% e Glicose 5%, adicionados de DMSO 10%).

Tratamentos Motilidade total Sptzs Sptzs Sptzs
MOT (%) RAP (%) MED (%) LEN (%)
ELPF30% 62.62+2,35" 1.09+ 0,28 12.41 £ 1,64° 50.20 = 2,00°
ELPF 50% 61.54 +3,72° 1.08 £0,27° 12.09 £ 1,87° 47.86 +2,63°
Glicose 5% 66.21 +3,98" 2.80 +0,67° 18.26 +3,05° 43.38 +
3,10°

EPFL 30% (pH 8,0; 330 mOsml) + DMSO na concentragdo de 10%; EPFL 50% (pH 8,0; 330 mOsml)
+DMSO na concentragdo de 10%); Glicose 5% (pH 8,0; 330 mOsmol) + DMSO na concentra¢do de

10%; sptzs: espermatozodides; RAP: % de espermatozoides rapidos progressivos; MED: % de
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espermatozdides com velocidade média; LEN: % de espermatozoides lentos), considerando-se a
configuracdo padrdo do SCA. Valores reais (ndo transformados). Letras sobrescritas diferentes na mesma

coluna diferiram significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os valores da motilidade total (tabela 1) para os diferentes grupos de
espermatozoides criopreservados em ELPF 30% (62.62 + 2,35%) e ELPF 50% (61.54 +
3,72%) nao apresentaram diferencas significativas entre si ou com os resultados
apresentados do diluente Glicose a 5% (66,2143,98).

A motilidade espermatica ¢ o critério mais utilizado para se avaliar a qualidade
seminal, porém, com o advento de métodos computadorizados de avaliacdo da
motilidade espermatica (CASA), outros aspectos do movimento espermatico, que nao
podiam ser avaliados subjetivamente, tais como a afericdo da velocidade espermatica e
a separagdo em diferentes grupos de espermatozoides méveis passaram a ser analisados
dando assim maior precisdo as avaliacdes e correlacionando-as com capacidade
fertilizante do sémen (VERSTEGEN et a/, 2002; VIVEIROS et al, 2010).

No sémen de peixes as subpopulagdes de espermatozoides moveis (rapidos
médios e lentos) mudam rapidamente em relacdo ao tempo de ativacdo de vez que a
duracdo da motilidade ¢ muito curta, ndo ultrapassando na maioria das vezes os dois
minutos (BILLARD, 1995). Isto reflete diretamente na velocidade espermaética e
consequentemente no manejo do sémen para fertilizagao artificial (VIVEIROS, 2010).

Embora o Colégio Brasileiro de Reprodugdao Animal ndo tenha estabelecidos
parametros para a fertilizagdo de peixes, todos os tratamentos estdo dentro do padrao
preconizado para a sua utilizacdo em programas de reproducao assistida em mamiferos,

pelo Colégio Brasileiro de Reprodugao Animal (CBRA, 1997).
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Para os espermatozoides rapidos a glicose 5% (66.21 + 3,98 %), apresentou
diferencas significativas quando comparada aos que utilizaram ELPF como diluidor.

Nao houve diferencas entre ELPF 30% (1.09 £ 0,28 %) e EPFL 50% (1.08 £ 0,27 %).

Tabela 2. Média e erro padrao das velocidades curvilear, retilinea ¢ média no percurso
de espermatozoides de Prochilodus brevis criopreservados em diferentes tratamentos

(ELPF 30%, ELPF 50% e Glicose 5%, adicionados de DMSO10%).

Tratamentos VCL (um.s™) VSL (um.s™) VAP (um.s™)
EPFL 30% 31.43+1.84° 16.08 £2.23 " 22.66+225°
EPFL 50% 3144+151° 15.00 + 1.45° 2221+1.60°
Glicose 5% 37.64+2.87"° 21.54+2.88"* 28.63+3.20°

VCL: Velocidade curvilinear, VSL: velocidade retilinear; VAP: velocidade média no percurso,
considerando-se a configura¢do padrdo do SCA. EPFL 30% (pH 8,0; 330 mOsml) +DMSO a 10%);
EPFL 50% (pH 8,0; 330 mOsml) + DMSO a 10%; Glicose 5% (pH 8,0; 330 mOsmol) + DMSO a 10%.
Valores reais (ndo transformados). Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna diferem

significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Viveiros et al, (2010), afirmam que a velocidade curvilinear (VCL) € a velocidade
considerada mais importante para o estudo do sémen de peixes. Para o sémen de
curimata comum (P.brevis), a VCL encontrada em solucdo de glicose 5% (37,64+2,87
um.s™) mostrou diferengas significativas em relagio aos tratamentos ELPF 30% (31.43
+ 1.84 pm.s™) e ELPF 50% (31.44 + 1.51 pm.s™).

Os resultados obtidos neste trabalho foram compativeis com obtidos por
VIVEIROS et al, (2010), que utilizaram o diluente ACP-104 para a conservagdo de
sémen de curimba (P. lineatus) e obtiveram valores médios de VCL de (53,7£25,1
um.s'). A velocidade retilinear (VSL) mostrou diferencas significativas entre o
tratamento glicose 5% (21.54 + 2.88 pm.s™) e os tratamentos EPFL 30% (16.08 + 2.23

um.s™) e EPFL 50% (15.00 + 1.45 pm.s™"). Para a velocidade média do percurso (VAP)
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a glicose 5% (28.63 + 3.20 pm.s™") apresentou diferencas significativas em relagio aos
tratamentos contendo ELPF 30% (22.66 + 2.25 um.s’l) e ELPF 50% (22.21 + 1.60
um.s'l).

Os valores médios e erro padrio dos defeitos de cauda e cabeca dos
espermatozoides de curimatd comum (Prochilodus brevis) criopreservados nos

diluentes ELPF 30%, ELPF 50%, ACP e glicose a 5% estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Médias e erro padrdo dos parametros morfologicos dos espermatozoides
(defeitos de cauda e cabega) de curimatd comum (Prochilodus brevis) criopreservados

nos diluentes ELPF 30%, ELPF 50% e Glicose 5%.

Pardametros Morfologicos (%)

Tratamentos Normais Cauda dobrada Cauda enrolada  Macrocefalia = Microcefalia
ELPF 30% 98,17+1,72 1,20+1,30 0,51+0,82 0+0 0,25+0,70
ELPF 50% 99,01+1,11 0,28+0,48 0,67+0,81 0,114+0,33 0+0
Glicose 5% 98,05+1,00 0,75+0,95 1,0+1,41 0+0 0+0

*ELPF (extrato liofilizado de palma forrageira)

Porém, baseado nos parametros morfologicos observados na tabela 3 onde foram
observadas médias acima de 98% de espermatozoides normais € provavel que este
elevado percentual de espermatozoides lentos esteja relacionado ao efeito da taxa de
diluicdo, ja que o sémen de curimata comum ¢ do tipo denso com elevada concentragao
espermatica. Sabe-se que além do estado nutricional a motilidade pode ser influenciada
pela qualidade da solugdo ativadora e pela taxa de dilui¢do (FELIZARDO et al, 2011).
Romagosa et al, (2010) investigando o efeito das taxas de dilui¢do sobre a duracdo da
motilidade em Prochilodus lineatus sugeriram que o aumento nas taxas de dilui¢do até
o maximo valor de 1:100 000 s3o favoraveis ao aumento na duragdo da motilidade.

Muito embora os diluentes ELPF 30 % e ELPF 50% possam aparentar maior
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viscosidade que a Glicose, ndo houve diferengas com relacdo ao percentual de lentos.
Deste modo, ¢ provavel entdo que taxas de diluicdo acima de 1:100, utilizadas neste
estudo, possam melhorar os parametros de motilidade.

O formato da cabeca dos espermatozoides de curimatd comum P. brevis ¢ de
formato arredondado como na maioria de outras espécies de Prochilodus.. Conforme
Ginzburg (1972), os espermatozoides da maioria dos peixes teledsteos ndo possuem
acrossoma, fato este também observado nos espermatozoides de curimatd comum neste
experimento. A auséncia de vesicula acrossomica também foi descrita para o
espermatozoide do curimbatd P. scrofa (BORGES FILHO, 1987). Conforme Billard
(1970), Ginzburg (1972) e Grier (1985), existem uma relacdo entre a forma da cabeca
dos espermatozoides e o tipo de fertilizacdo realizada, onde espécies com
espermatozoides de cabega arredondada praticam a fertilizagdo externa enquanto as de
cabegas alongadas realizam a fertilizagdo interna.

A avaliagdo da qualidade seminal apoOs criopreservacdo envolve a andlise
morfoldgica, pois ja € bem conhecido que o processo de criopreservacao causa danos as
células espermaticas. Contudo os resultados do presente estudo demonstram que o
protocolo adotado, utilizando tanto os extratos de Palma forrageira como a glicose ndo
inferiram danos significativos aos espermatozoides, de vez que foi registrado apenas
dois (2%) de anormalidades (tabela 3). Estes dados estdo coerentes com os resultados
alcangados por Milliorini et al, (2011) que obtiveram apenas trés (3%) por cento de
danos para o sémen de P. lineatus diluido em BTS com DMSO e criopreservados em
Dry shipper. Estes resultados foram melhores que os alcangados por Kavamoto et al
(1999)e e Moraes et al., (2004) que alcancaram 7,22 e 9,54% respectivamente para P.

lineatus. Em resumo, os resultados mostram que o protocolo adotado, e os diluentes a
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base de palma forrageira foram tdo efetivos na criopreservacdo do sémen de curimata

quanto o diluidor controle Glicose 5%.

7



CONCLUSAO

Nas condigdes do presente experimento, pode-se sugerir a utilizacdo dos diluentes

ELPF 30%, ELPF 50% e Glicose a 5% associado ao crioprotetor DMSO, para

criopreservacao do sémen de Prochilodus brevis.
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9. CONCLUSOES GERAIS

O protocolo testado na criopreservagao do s€émen de curimata (Prochilodus
brevis), utilizando os diluentes organicos a base de extrato de palma forrageira, (ELPF),

ACP-104 e Glicose a 5%, permite a obtencao de elevadas taxas de motilidade.

O melhor meio de congelacdao seminal de Prochilodus brevis, sob as condi¢des
que foram realizadas este trabalho, ¢ o que utiliza a associagao do ACP-104 adicionados
de DMSO 10%. Porém os demais tratamentos podem ser considerados num programa
de reproducao assistida, uma vez que apresentaram desempenho dentro dos padrdes de

utilizacao de s€émen de peixe criopreservado.
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10. PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como perspectivas a possibilidade de verificar em Dry
Shipper o efeito do volume da palheta no sucesso da criopreservagdo do sémen de

curimata comum (Prochilodus brevis) em ACP-104 ¢ ELPF.

Outros aspectos a serem verificados sdao novas taxas de diluicdo pos-
descongelagdo e seus efeitos sobre o aumento da motilidade espermatica e realizar testes

de fertilizacdo com a espécie Prochilodus brevis em diferentes diluentes.
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ANEXO B — VALORES NUTRICIONAIS DA ACP, ESTABELECIDOS MEDIANTE
ANALISES EM LABORATORIOS DE REFERENCIA CERTIFICADOS PELA ANVISA E
INMETRO (DADOS FORNECIDOS PELA EMPRESA ACP BIOTECNOLOGIA,
FORTALEZA, CEARA), 2010.

Por 100g VITAMINAS - Por 100g
Carboidrato, por diferenca (g) 76,00 Vitamina B1 (mg), tiamina 4,55
Frutose (g) 7,80 Vitamina B2 (mg), riboflavina 0,07
Glicose (g) 6,20 Vitamina B3 (mg), niacina (acido
Sacarose (g) 0,00 nicotinico e vitamina PP 3,56
Proteina (g) 12,00 Vitamina B6 (mg), piridoxina 0,13
Umidade (g) 1,00 Vitamina C (mg), acido ascorbico 16,51
LIPIDIOS - Por 100g AMINOACIDOS - Por 100g
Gorduras totais (g) 4,00 Acido Aspartico (mg) 4,73
Gorduras saturadas (g) 2,46 Acido Glutimico (mg) 12,41
8:0 4cido caprilico (g) 0,02 Alanina (mg) 7,63
10:0 4acido céprico (g) 0,02 Arginina (mg) 1,88
12:0 4cido laurico (g) 1,41 Cistina (mg) tragos
14:0 4cido miristico (g) 0,60 Fenilalanina (mg) 4,93
16:0 acido palmitico (g) 0,42 Glicina (mg) 3,98
Gorduras monoinsaturadas (g) Histidina (mg) 2,36
18:1 4cido oléico (g) 0,12 Isoleucina (mg) 2,65
Gorduras polinsaturadas (g) 0,47 Leucina (mg) 5,15
18:2 4cido linoléico (g) 0,54 Lisina (mg) 2,61
Gorduras trans (g) 0,00 Metionina (mg) 1,58
Colesterol (mg) 0,00 Prolina (mg) 5,34
Serina (mg) 2,54
MINERALIS - Por 100g Tirosina (mg) 0,82
Sédio, Na (mg) 2.240,00 Treonina (mg) 1,84
Célcio, Ca (mg) 492,00 Triptofano (mg) tragos
Ferro, Fe (mg) 8,00 Valina (mg) 5,23
Cobre, Cu (mg) 0,38 Omega 3 (g) 0,02
Fésforo, P (mg) 430,00 Omega 6 (g) 0,02
Magnésio, Mg (mg) 510,00
Manganés, Mn (mg) 2,60
Potéssio, K (mg) 5.170,00
Selénio, Se (mg) 0,03
Zinco, Zn (mg) 3,30




ANEXO C - COMPOSICAO APROXIMADA DE CLADODIOS DE PALMA
FORRAGEIRA GIGANTE (OPUNTIA FiCUS INDICA) CONFORME
AYADI et al., (2014).

Parametros Cladédios
Umidade 91.04+0.53
pH 3.84+0.1

Acitez titulavel 0.652+006
Proteina total 8.88+0.74
Gorduras totais 4.69+0.31

Cinzas totais 23.3+£0.78
Carboidratos totais 60.93+0.99
Fibra dietética total (TFD) 41.83+2.98
Fibra dietética insoluvel (IDF) 30.36+0.98
Fibra dietética Soltvel (SDF) 8.78+0.28
Amido 13.09+1.15
Acucar solavel 6.01+0.88
Sacarose 2.2+0.95

Glicose 7.47+0.85

Frutose 90.33+3.05






