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ABSTRACT

Background: Prochilodus brevis is arheophilic fish of economic and ecological importance. However, anthropic action has
made its population vulnerable. Thus, the development of reproductive biotechnologies, such as seminal conservation, is
necessary to subsidize their fish farming. However, seminal collections are often performed in places with few laboratory
resources, demanding studies to determine the maximum time for which sperm can be cooled, as well as its process until
frozen. Thus, the present study aimed to evaluate the influence of cooling time and the presence of dilution solutions on
cryopreservation of P. brevis semen.

Material, Methods & Results: After seminal collection, nine pools were formed and analyzed for seminal pH, concentra-
tion, membrane integrity, morphology and spermatic kinetics - motility, curvilinear velocity (VCL), average path velocity
(VAP) and straight line velocity (VSL). After the analysis of the pools in natura (control 1), they were processed as fol-
lows: 1)- immediate freezing (control 2); 2)- cooling: undiluted, diluted in coconut water powder (ACP-104) or diluted
in 5% glucose, followed by cooling at different times (6, 12, 24 or 48 h); 3)- Post-refrigeration freezing: the pools were
diluted in their respective diluents and 10% dimethyl sulfoxide. After 15 days, the samples were thawed and analyzed for
the aforementioned parameters. For the cooled and post-thawed semen, a completely randomized design with 2 (diluent x
cooling time) and 3 (storage form x cooling time and storage form X diluent) factors, respectively, was utilized. ANOVA
and Dunnett tests were applied to compare the means. In case of seminal cooling, there was no difference (P > 0.05) in
sperm motility between control 1 and the undiluted and diluted treatments in ACP-104 for up to 24 h. After 48 h, only
the VCL of the sample diluted in ACP-104 was similar (P > 0.05) to that of control 1. When comparing forms of storage
(undiluted, diluted in ACP-104 or diluted in glucose) and cooling times, the undiluted samples and the samples diluted in
ACP-104 were better (P < 0.05) for all the kinetics parameters analyzed, than those diluted in glucose after 24 h. After 48
h, the cooled semen diluted in ACP-104 presented greater (P < 0.05) motility than the other treated semen samples. The
samples diluted in glucose for 48 h presented lower spermatic velocity (P < 0.05) than those subjected to other treatments.
Regardless of the diluent used, the post-thawed semen and the cooled semen diluted for 6 h, presented higher sperm ki-
netic values (P < 0.05) than those of control 2 and other treated samples. Overall, the samples diluted in ACP-104 showed
satisfactory results when cooled for up to 48 h or cooled for up to 6 h and frozen.

Discussion: This is the first study that froze semen from P. brevis after cooling. Although glucose is a commonly used dilu-
ent during seminal freezing and has good post-thawing stability for this species, it is not recommended for cooling before
seminal freezing, as prolonged exposure of spermatozoa to glucose may cause osmotic stress to sperm cells. Conversely,
good results with ACP-104 might be because of its rich composition, mainly the presence of indole-3-acetic acid (IAA), an
auxin with proven potential for seminal conservation of other species. Therefore, for fertilization trials, it is recommended
to use ACP-104 as diluent for seminal cooling of P. brevis for up to 48 h or semen that has been frozen after cooling in
ACP-104 for a maximum of 6 h.
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INTRODUCAO

Curimata comum (Prochilodus brevis, Steinda-
chner, 1875) € um peixe reofilico pertencente a ordem
dos Characiformes, nativo do semiarido brasileiro [6].
Devido a ag@o antrdpica, a sobrevivéncia da espécie
encontra-se ameagada [8]. Isso ¢ um fator preocupante,
pois a curimatd comum € um importante componente
ecoldgico [8] e possui grande importancia social [13].
Logo, pesquisas a fim de otimizar sua piscicultura e
a conservacdo em ambiente natural sdo necessarios.

Existem estudos que esclarecem aspectos sobre
a reproducdo de P. brevis, inclusive sobre a aplicacio
da técnica de congelacdo seminal, que demonstraram
a boa congelabilidade do sémen, utilizando diluentes
como a glicose [10,13,17] e a 4gua de coco em pd
(ACP-104) [4]. Porém, a coleta seminal geralmente
ocorre em locais com poucos recursos laboratoriais,
sendo necessdria a translocacdo de equipamentos e
mais recursos humanos em campo [21]. Uma boa alter-
nativa para solucionar esse problema seria transportar
as amostras resfriadas até o laboratério. Entretanto,
poucos estudos abordam essa técnica e nio existem
dados sobre a viabilidade da congelagdo (congelabili-
dade) seminal ap6s o resfriamento.

Assim, é necessdrio o desenvolvimento de um
protocolo de resfriamento seminal de P. brevis, que
determine o tempo ideal no qual as amostras podem
permanecer resfriadas e a melhor forma de armazena-
gem (diluido ou in natura) até a congelagdo, para ga-
rantir uma boa qualidade seminal pds-descongelacio.

Diante disso, objetivou-se avaliar a influéncia
do tempo de resfriamento sobre a congelabilidade do
sémen P. brevis, e verificar se a adicdo de diluentes
durante o resfriamento garante uma maior qualidade
seminal pds-descongelagdo.

MATERIAIS E METODOS

Manejo dos animais e coleta dos gametas

Foram selecionados 15 machos de Prochilodus
brevis, do plantel do Laboratério de Biotecnologia da
Reproducio de Peixes (LBRP), localizado em Fortale-
za-CE, que apresentavam caracteristicas indicativas de
maturidade reprodutiva [10,13]. Esses animais foram
induzidos hormonalmente a reproducio por meio da
aplicacdo de duas doses de extrato hipofisario de car-
pa (EHC; 0,3 mg.kg' e 3 mg.kg"! de peso vivo), com
intervalo de 14 h entre as aplicacdes.

Oito h apds a aplicacdo da segunda dose de
EHC, os animais foram sedados com eugenol e o sémen
foi coletado [10,13,17].

Andlise do sémen in natura e formagcdo do pool

Ap6s a coleta seminal, o volume do sémen
de cada animal foi aferido em tubos graduados de
polietileno e o pH com fitas de pH. A motilidade foi
analisada utilizando o Sistema de Andlise Seminal
Computadorizado (CASA), por meio do software
Sperm Class Analyser' (versdo 3.2). Apenas as amos-
tras com motilidade superior a 85% foram selecionadas
para a formag@o de nove pools, cada um composto por
3 a 4 animais. Posteriormente, aliquotas de cada pool
(controle 1 - semen in natura) foram retiradas para
analisar concentracdo (espermatozoides/mL), mor-
fologia (%), integridade de membrana (%) e cinética
espermaticas - motilidade (%), velocidade curvilinear
(VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s) e
velocidade média do percurso (VAP - um/s) [10,13,17].

Conservagdo seminal

O experimento foi dividido em trés etapas: 1)-
congelacdo imediata; 2)- resfriamento e 3)- congelagao
das amostras resfriadas.

Etapa 1: Congelagdo imediata (Controle 2 - hora zero)

O sémen foi diluido (1:9 - sémen:solucdo
diluidora) em dois tipos de solucdes: Glicose* 5%
adicionada de dimetilsuféxido® (DMSO) a 10%
(Glicose+DMSO) ou em ACP-104 adicionada de
DMSO a 10% (ACP+DMSO). Em seguida, as amostras
foram envasadas em palhetas francesas de 0,25 mL e
congeladas [10,13,17].

Etapa 2: Resfriamento

Os pools foram armazenados de trés formas:
Nao Diluido; Diluido (1:4 - sémen:diluente) em Gli-
cose 5% ou Diluido em ACP-104. Cada tratamento foi
armazenado em tubos estéreis, mantidos a 4°C durante
os seguintes tempos de resfriamento: 6, 12, 24 e 48 h.
Ap6s cada tempo de resfriamento, as amostras foram
analisadas quanto a cinética, morfologia e integridade
de membrana espermadticas.

Etapa 3: Congelagdo pés-resfriamento

As amostras resfriadas (etapa 2) foram sub-
metidas a congelagdo. O tratamento Nao Diluido foi
adicionado de Glicose+DMSO ou de ACP+DMSO,
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na taxa de diluicdo de 1:9 (sémen:solugdo diluidora).
O sémen previamente Diluido em Glicose 5% ou em
ACP-104 (etapa 2) foi rediluido em Glicose+DMSO
ou em ACP+DMSO, respectivamente, atingindo uma
propor¢do final de 1:9 (sémen:solu¢do diluidora).
Assim, formaram-se os tratamentos que foram con-
gelados apds o resfriamento: Nao Diluido, que foi
adicionado de Glicose+DMSO ou ACP+DMSO, e
Diluido em Glicose ou ACP-104, que foi adicionado
de Glicose+DMSO ou ACP+DMSO, respectiva-
mente.

As amostras foram mantidas em nitrogénio
liquido por no minimo 15 dias, descongeladas em
banho-maria a 30°C por 16 s [13] e analisadas quanto
a cinética, morfologia e integridade de membrana
espermatica [10,13,17].

Andlise Estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para verificacao da
distribui¢do dos residuos e homocedasticidade de va-

ridncias entre os tratamentos, respectivamente. Poste-
riormente, realizou-se a analise de variancia (ANOVA),
por meio do Programa SAS (2002), considerando um
delineamento experimental inteiramente casualizado
em arranjo fatorial do s€men resfriado em dois fatores
(diluente x tempo) e do sémen pds-descongelagdo em
trés fatores (forma de armazenagem x tempo e forma
de armazenagem x diluente). O teste de Dunnett foi
utilizado para comparar todos os tratamentos com 0s
controles do experimento de resfriamento (controle
1) e do experimento de congelacdo (controle 2). Para
as varidveis que ndo atenderam aos pressupostos da
ANOVA, foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Krukall-Wallis. Os dados foram expressos em média
+ desvio padrdo das médias (P < 0,05).

RESULTADOS

Caracteristicas do sémen in natura

As caracteristicas do sémen in natura estao
descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Peso, comprimento corporal e caracteristicas do s€émen in natura de Prochilodus brevis, média + desvio padrao.

Parametro

Média =+ Desvio Padrio

Peso do animal (mg)
Comprimento (cm)
Volume seminal (mL)
pH
Concentracéo (x10° sptz/mL)
Taxa de motilidade (%)
VCL (um/s)

VAP (um/s)

VSL (pum/s)

Espermatozoides morfologicamente normais (%)

Espermatozoides com membrana integra (%)

157 £ 31,98
20,8 + 1,75
0,54 + 0,23
8,39+ 0,12
28,12 + 8,23
95,11 £ 4,64
99,58 + 32,08
72,95 +£25,13
44,12 + 15,83
77,21 £ 12,29
95,29 £ 5,97

Caracteristicas do sémen resfriado

Ao comparar a motilidade do controle 1 com
os demais tratamentos resfriados (Nao Diluido, Diluido
em ACP-104 ou Diluido em Glicose), observou-se que
por até 6 h de resfriamento ndo houve diferenca entre
nenhum dos tratamentos (P > 0,05). Ap6s 12 e 24 h,
o sémen Nao Diluido e Diluido em ACP-104 foram
semelhantes ao controle 1 (P > 0,05), enquanto que
o Diluido em Glicose apresentou motilidade inferior

(P < 0,05). Contudo, ap6s 48 h todos os tratamentos
apresentaram motilidade inferior (P < 0,05) ao controle
1 (Tabela 2).

No que se refere as velocidades espermaticas,
os tratamentos resfriados por até 6 h nao diferiram do
controle 1 (P > 0,05). Para VCL, apéds 12 h de resfria-
mento o s€men Diluido em Glicose foi inferior (P <
0,05) ao controle 1, porém os outros tratamentos foram
semelhantes (P >0,05). Apds 48 h, ainda para o mesmo
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parametro, apenas o s€émen resfriado Diluido em ACP-
104 apresentou valores semelhantes ao controle 1 (P >
0,05). Os parametros VAP e VSL seguiram o mesmo
padrio: até 48 h de resfriamento ndo houve diferenca
(P > 0,05) entre os tratamentos Nao Diluido e Diluido
em ACP-104 em relagdo ao controle 1, enquanto que o
Diluido em Glicose foi inferior (P < 0,05) ao controle
1 apds 24 h.

Houve uma interagao significativa entre a for-
ma de armazenagem (Nao Diluido, Diluido em ACP-
104 ou Diluido em Glicose) e o tempo de resfriamento
(Tabela 2). Assim, para a motilidade, foi observado
que em 12 h de resfriamento ndo houve diferenca
entre nenhum dos tratamentos (P > 0,05). No entanto,
a partir de 24 h, o s€men resfriado Nao Diluido e Di-
luido em ACP-104 apresentaram motilidade superior
(P < 0,05) quando comparados com o Diluido em
Glicose. O efeito da diluicdo em fungdo dos tempos
de resfriamento demonstrou que, independentemente

do tempo, o sémen Diluido em ACP-104 apresentou
uma maior estabilidade da motilidade espermatica do
que os demais tratamentos.

Os resultados referentes as velocidades es-
permaticas foram semelhantes entre os tratamentos
até as 12 h de resfriamento. Os tratamentos Diluido
em ACP-104 e Diluido em Glicose diferiram entre
si (P < 0,05) ap6s 24 h de resfriamento, porém
foram semelhantes (P > 0,05) ao Néo Diluido. No
entanto, apos 48 h o sémen resfriado Diluido em
Glicose apresentou-se inferior (P < 0,05) aos demais
(Tabela 2).

Independentemente do tempo de resfriamento,
as maiores taxas de espermatozoides com membrana
integra (P < 0,05) foram encontradas nas amostras
Diluidas em ACP-104 e Nao Diluidas, e os esperma-
tozoides com morfologia normal nao diferiram entre
os tratamentos Nao Diluido, Diluido em Glicose e
Diluido em ACP-104 (P > 0,05; Tabela 3).

Tabela 2. Cinética [motilidade, velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média do percurso (VAP)] do sémen de
Prochilodus brevis resfriado Nao Diluido, Diluido em ACP ou Diluido em Glicose, mantidos em diferentes tempos de resfriamento (6, 12, 24 e 48 h).

Parametro  Tratamento Horas de resfriamento
0 6 12 24 48
Dirjlf;o 95,11 +4,64 9411+456aA 8225+ 1686abA 8477 +17.15abA 72,24 % 16,29 bA*
Motilidade  Diluido 86,75+ 9,82aA 87,72 +8,62aA 80.83+821aA 77,80 % 15,66 aA*
(%) ACP
Diluido
: 80,60 +7,82aA 78,17 +£832aA% 5345+ 14,12bB* 29,65 + 6,54 bB*
Glicose
Dijl,zo 99,58 32,09 8386+21,82aA 8389+3221aA  7695=2581 aAB 65,19 + 17,46 aA*
veL Diluido 90,49 + 16,64 aA  84.84+20,18aA 8590+ 14,08aA 77,89 = 18,24 aA
(um/s) ACP
Diluido 88.03+2093aA  65,55= 11,02 abA* 46,57 + 12,61bcB* 25,35 + 3,77 cB*
Glicose
N
Dﬂjlf:io 44111583 3573+1049aA 38,60 +1394aA 3539+ 13,19 aAB 31,46 +9,07aA
VSL Dilufd
(o) ;\é‘PO 5293+817aA 4921+ 12,65aA  4820+973aA 47,15+ 13,58 aA
Diluido , A
: 43,93+ 1136aA 38,74 +8,62abA  2333+903bcB* 6,97 + 1,76 cB*
Glicose
Nao 72.95+2512 5630+ 1497aA  6273+2544aA  57,06+22,00aAB 50,30 + 15,63 aA
VAP Diluido
m/s . ’
(umis) D/‘ig'so 7552 £1627aA  72,57+1970aA 7345+ 1406aA 66,73 = 19,43 aA
Diluido
Clion 6223 +1559aA  5224+9.89abA 33,06 12,85bcB* 12,18 % 2,64 cB*

Letras minusculas (a, b, ¢) indicam diferenga (P < 0,05) entre as colunas e letras maitsculas (A, B) indicam diferenga (P < 0,05) entre as linhas. Asterisco
(*) indica diferenca do controle 1 (s€men in natura) com os demais tratamentos.

4
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Tabela 3. Integridade de membrana e morfologia espermatica do s€émen de P. brevis resfriado Nao Diluido, Diluido em ACP ou Diluido em

Glicose, independente do tempo de resfriamento.

Tratamento Integridade de Membrana Morfologia Espermatica
Vivos (%) Normais (%)
Nao Diluido 90,17 + 8,63 AB 71,89 + 1222 A
Diluido em ACP 92,89 +7,83 A 71,55 +9,90 A
Diluido em Glicose 84,32 + 13,10 B 72,78 +9,44 A

Letras maitsculas (A,B) indicam diferenca (P < 0,05) entre as linhas.

Caracteristicas do sémen pos-descongelacdo

O controle 2 apresentou os seguintes resulta-
dos: motilidade 50,56 + 12,18%, VCL 31,60 + 6,45
pum/s , VSL 13,82 + 5,62 um/s, VAP 20,67 = 6,01 um/s,
68,53 +5,4% e 62,22 + 10,03% de espermatozoides
normais e com membrana integra, respectivamente
(Tabela 4).

Nao houve interacdo tripla entre a forma de
armazenagem, o diluente e o tempo de resfriamento.
Ao comparar a cinética espermadtica do controle 2 com
os tratamentos pds-descongelados, observou-se valores
de cinética superiores (P < 0,05) quando o sémen foi

mantido Diluido, independente do diluente utilizado,
e resfriado por até 6 h (Tabela 4).

Houve interag@o entre a forma de armazena-
gem (Diluido ou Nao Diluido) e o tempo de resfria-
mento (Tabela 4). Para todos os parametros de cinética
avaliados, os tratamentos resfriados Diluidos por 6 h
apresentaram as melhores taxas pds-descongelagdo (P
< 0,05) do que os resfriados Ndo Diluidos. Porém, os
tratamentos Diluidos resfriados por 12 h apresentaram
diminuicao nesses parametros, tornando-se semelhan-
tes aos Nao Diluidos e mantendo valores similares entre
si por até 48 h de resfriamento (P > 0,05).

Tabela 4. Cinética [motilidade, velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média do percurso (VAP)] do sémen de
Prochilodus brevis congelado apds ser mantido previamente resfriado Diluido, independente do diluente empregado, ou Nao Diluido, em diferentes
tempos de resfriamento (6, 12, 24 e 48 h).

Parametro Tratamento Horas de resfriamento
0 6 12 24 48
Nido Diluido 50,56 £ 12,18 51,23 + 11,91 aB 48,31 +9,87aA 45,31 +10,97 aA 44,81 + 14,46 aA
Motilidade (%)

Diluido 71,34 £ 11,80 aA* 56,8 £ 18,41 bA 50,2+ 18,52bA 46,24 = 20,88 bA

VCL Néo Diluido 31,60 + 6,45 33,17+434aB  3225+8,11aA 29,04 £4,5aA 31,42 +9,21 aA
(um/s) Diluido 43,34 £ 11,69 aA*  33,75+9,47bA 3441 +9,21 bA 29,28 £ 10,40 bA
VSL Nio Diluido 13,82 + 5,62 14,39 + 4,41 aB 13,3 +5,28 aA 10,42 + 4,24 aA 13,73 + 7,82 aA
(um/s) Diluido 2442 +729 aA* 17,13 £9,34bA 13,38 + 6,5 bA 11,84 +£9,21 bA
VAP Néo Diluido 20,67 + 6,01 20,74 +4,84 aB 19,72 +6,07aA 16,79 £4,92 aA 19,95 +9,38 aA
(um/s) Diluido 32,64 +£995aA* 240+10,76bA  21,02+7,88bA 17,74 + 10,80 bA

Letras minusculas (a, b, ¢) indicam diferenca (P < 0,05) entre as colunas e letras maidsculas (A, B, C) indicam diferenca (P < 0,05) entre as linhas.

Asterisco (*) indica diferenca do controle 2 com os demais tratamentos.

Houve interacdo significativa entre a forma
de armazenagem e os diluentes sobre os pardmetros
de cinética, independente do tempo de resfriamento
(Tabela 5). Assim, ndo houve diferenca (P < 0,05) p6s-
-descongelacdo entre o sémen Diluido em Glicose e
o Nao Diluido e que depois recebeu Glicose+DMSO.

Porém, o tratamento Diluido em ACP-104 apresentou
cinética espermdtica superior ao Nao Diluido e que
posteriormente recebeu ACP+DMSO (P < 0,05). Nao
houve diferenca (P > 0,05) entre o s€men congelado em
Glicose+DMSO e em ACP+DMSO, que foi mantido
resfriado e Nao Diluido. Contudo, quando o s€émen foi
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mantido resfriado e Diluido, os melhores valores de ci-
nética espermadtica pos-descongelacao (P < 0,05) foram
obtidos quando este manteve-se em ACP-104 (Tabela 5).

Independentemente da forma de armazenagem
e do tempo de resfriamento, as maiores (P < 0,05) ta-

xas de espermatozoides com membrana integra foram
encontradas nas amostras congeladas com ACP-104,
e os espermatozoides com morfologia normal foram
encontrados em maior quantidade (P < 0,05) no s€men
congelado com Glicose (Tabela 6).

Tabela 5. Cinética espermética [motilidade, velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média do
percurso (VAP)] do sémen de Prochilodus brevis previamente resfriado Diluido ou Nao Diluido e que posteriormente foi congelado
no diluentes Glicose ou ACP, independente do tempo de resfriamento

Parametro Tratamento Diluente
Glicose ACP
motilidade Nio Diluido 45,11 + 12,45 aA 51,15+ 10,46 aB
(%) Diluido 43,01 + 14,69 bA 69,56 + 14,59 aA
VCL Nio Diluido 29,78 + 6,31 aA 33,42+ 6,69 aB
(um/s) Diluido 29,89 + 9,52 bA 40,70 + 10,32 aA
VSL Nio Diluido 12,41 5,70 aA 13,95 + 5,37 aB
(um/s) Diluido 11,53 + 7,64 bA 22,24 +7,73 aA
VAP Nio Diluido 18,40 + 6,51 aA 20,89 + 5,96 aB
(um/s) Diluido 17,36 = 8,54 bA 30,58 £ 9,55 aA

Letras mindsculas (a, b, ¢) indicam diferenca (P < 0,05) entre as colunas e letras maiusculas (A, B, C) indicam diferenca (P < 0,05)

entre as linhas.

Tabela 6. Integridade de membrana e morfologia espermatica do sémen de Prochilodus brevis congelado apds o resfriamento
com ACP ou Glicose, independentemente da forma de armazenagem (Diluido ou Nao Diluido) e do tempo de resfriamento.

Tratamento Integridade de membrana Morfologia espermatica
Vivos (%) Normais (%)
ACP 72,78 £7,59 A 65,36 8,7 B
Glicose 59,08+ 11,67 B 70,52 + 8,1 A

Letras maiusculas (A,B) indicam diferenca (P < 0,05) entre as linhas.

DISCUSSAO

O presente estudo foi pioneiro em congelar
sémen apds a aplicacdo da técnica de resfriamento se-
minal para Prochilodus brevis. Além disso, determinou
o tempo maximo no qual o sémen desta espécie pode
permanecer resfriado mantendo as caracteristicas es-
permaticas vidveis, visando garantir uma boa qualidade
seminal pds-descongelagao.

Neste trabalho, evidenciou-se a importancia de
pesquisas sobre a melhor forma de armazenagem do
sémen antes da congelacdo, pois a coleta seminal habitual-
mente ocorre em locais com poucos recursos laboratoriais,
necessitando de um tempo de transporte do s€men até um
local adequado para a congelagdo [21]. Foi observado
que o uso do diluente ACP-104, durante a armazenagem
do sémen, foi capaz de manter as células esperméticas
vidveis no decorrer do periodo de resfriamento.

Os dados encontrados para o s€émen in natura
de P. brevis corroboram com os relatados na literatura
[10,13]. Possiveis variacdes podem ter ocorrido devido
aestacdo do ano, o clima, o periodo de repouso sexual,
o método de coleta e ativacdo seminal [12].

Durante o resfriamento, o sémen Diluido em
Glicose nos diferentes tempos apresentou um de-
créscimo da cinética espermatica e da integridade de
membrana, mostrando ser o diluente menos adequado.
Neste estudo, foi utilizado Glicose 5%, que € de co-
mum aplicagdo na técnica de congelagdo seminal de
diferentes espécies de peixes teledsteos, inclusive de P.
brevis [10,13,17]. Contudo, devido ao contato prolon-
gado do diluente com os espermatozoides, € possivel
que a Glicose tenha ocasionado estresse osmético na
célula, levando ao rompimento da membrana plasma-
tica. Além disso, a dilui¢do em Glicose, um composto
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simples, pode ter ocasionado a diminui¢do de impor-
tantes substancias do plasma seminal, que protegem
os espermatozoides contra possiveis efeitos deletérios,
tais como fons e anti-oxidantes [3].

Estudos com resfriamento seminal de peixes
mostram que a Glicose ndo consegue manter uma boa
qualidade espermdtica durante um periodo de resfria-
mento prolongado. Pesquisas com P. lineatus relatam
que a glicose € capaz de manter somente 30% de mo-
tilidade espermética por até trés dias de resfriamento
[16]. Por outro lado, trabalhos com piabanha (Brycon
insignis) indicaram ausé€ncia de motilidade esperma-
tica apds 2 dias de resfriamento, quando diluidos em
glicose [1].

Na morfologia espermatica do s€émen resfriado,
nao houve diferenca (P >0,05) entre os tratamentos. De
fato, o resfriamento é uma técnica menos prejudicial
aos espermatozoides do que a congelacdo, em que € es-
perada uma reducdo de espermatozoides normais [20].

O sémen resfriado Diluido em ACP-104 ou
Nao Diluido apresentaram os melhores resultados de
cinética espermadtica, diferindo em alguns pardmetros
em relacdo ao controle 1 somente apds 24 h de res-
friamento. Apesar disso, os dados de motilidade desses
tratamentos permaneceram acima de 70% ap6s 48 h de
resfriamento, sendo superior ao exigido pelo Colégio
Brasileiro de Reproducido Animal CBRA [7]. Para as
velocidades espermadticas, somente o s€émen resfriado
Diluido em ACP-104 apresentou valores semelhantes
ao controle 1 ap6s 48 h. Assim, acredita-se que o s€men
resfriado, previamente Diluido em ACP-104, apresente
melhores taxas de fertilizagdo, pois a capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides de peixes esta relacio-
nada com as velocidades, principalmente a VCL [22].

Embora os resultados do s€émen Nao Diluido
tenham sido semelhantes ao Diluido em ACP-104, no
resfriamento, recomenda-se a utilizacdo de um diluen-
te, uma vez que a diluicdo ird reduzir a competicao das
células espermaticas por espago e oxigénio e diminuir
a toxicidade dos metabdlitos [5]. Além disso, foram
relatados diversos beneficios da adi¢do de diluente para
o sucesso do resfriamento seminal, entre eles evitar o
dessecamento das células [19]. Assim, os resultados
obtidos no presente estudo demonstraram que arma-
zenar o s€men de P. brevis diluido em ACP-104 € o
mais recomendado.

Estudos mostram que o uso do ACP como
diluente seminal € uma alternativa promissora e eficaz

na conservacdo de importantes caracteristicas esper-
madticas em varias espécies animais [2,9,14,18,22].
Atualmente, poucos sdo os estudos sobre resfriamento
seminal de peixes que envolvem o uso do ACP-104
como diluente, existindo apenas estudos com Pro-
chilodus lineatus [22] ¢ Colossoma macropomum
[15], sendo os resultados de cinética semelhantes aos
encontrados na presente pesquisa.

Atribui-se o sucesso do ACP como diluente
seminal a sua composi¢do, com poucos fosfolipideos
e rica em proteinas, sais, acuicares, vitaminas e fatores
de crescimento, como o acido indol-3-acético (AIA)
[2]. Estudos demonstraram que o AIA estimula e man-
tém uma maior motilidade para s€émen de caprinos e
ovinos [14], além de proporcionar um maior niimero
de espermatozoides com membrana integra [9] e com
morfologia normal [2].

No que se refere a etapa 3, os tratamentos
resfriados Diluidos por 6 h mantiveram a melhor
congelabilidade, apresentando valores de cinética
pos-descongelacdo superiores aos preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Reproducido Animal [7].

Nas pesquisas envolvendo a congelagdo
seminal de P. brevis, quando utilizado o diluidor
Glicose+DMSO, os resultados de motilidade encontra-
dos na literatura [10,13,17] sdo inferiores, entretanto,
as velocidades foram superiores as do presente estudo.
O mesmo padrao foi observado para o sémen, de P.
brevis e de P. lineatus, congelado em ACP-104 [4,22].
Salienta-se que os resultados gerados por esta pesquisa
sd0 uma média de quatro tempos de resfriamento pré-
-congelacdo, enquanto que os demais ndo passaram
pelo resfriamento prévio.

No que se refere & morfologia espermatica,
ainda ndo foi estabelecido o percentual minimo de
espermatozoides normais para a fertilizacdo em peixes.
No presente estudo, foram encontrados mais esperma-
tozoides normais no sémen congelado com Glicose,
independentemente da forma de armazenagem e do
tempo de resfriamento. Nesta pesquisa, o defeito mais
encontrado foi cauda dobrada, independente do diluen-
te utilizado. Porém, como as morfopatologias que mais
afetam a motilidade e a taxa fertilizacdo sdo cauda curta
e cauda enrolada [11], ndo foi observado, neste estudo,
uma diminui¢do da motilidade nos tratamentos com
um maior nimero de morfopatologias. Além disso,
€ possivel que o percentual critico de anormalidades
espermaticas em peixes de fecundagdo externa oscile
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em torno de 50%, pois a fertilizacdo artificial envolve
uma elevada quantidade de espermatozoides e odcitos
[11]. Portanto, acredita-se que, para uma fertilizaco,
o sémen Diluido em Glicose nao obtenha resultados
superiores ao Diluido em ACP-104, pois a Glicose nao
apresentou dados de cinética e vitalidade satisfatorios.

E provivel que o sémen Diluido em Glicose
nao tenha apresentado bons resultados de cinética e
vitalidade espermaéticas pés-descongelagdo, devido a
sua composicdo simples associada a longos tempos
de resfriamento. Por outro lado, no presente estudo,
o sémen resfriado por 6 h Diluido em ACP-104 apre-
sentou os melhores resultados pés-descongelacio.
Esses dados diferem dos encontrados na literatura,
pois recentemente foi demonstrado que o s€émen de P.
lineatus permanece vidvel, sem dilui¢do, por até 3 h
[21]. Assim, uma vez definido o diluente adequado, a
utilizagdo deste é fortemente recomendada durante o
resfriamento, para posterior congelacao seminal [5,19].

Os resultados obtidos s@o bastante promissores
para o desenvolvimento da piscicultura de P. brevis e
para possiveis programas de repovoamento, uma vez
que foi determinado um diluente adequado para o
resfriamento seminal, a forma ideal de armazené-lo e
o tempo no qual este pode ser mantido resfriado para
posterior congelacdo. Assim, para ensaios de fertiliza-
¢do, acredita-se que o s€émen de P. brevis, submetido a
tais condi¢des, apresentem boas taxas de fertilizacao.

CONCLUSAO

Os dados in vitro do presente estudo demons-
tram que o ACP-104 mantém a qualidade das células
espermaticas de Prochilodus brevis armazenadas a 4
°C, por até 48 horas de resfriamento. Além disso, quan-
do houver necessidade de armazenamento do s€men
antes da congelacdo seminal, o ACP-104 também € o
mais recomendado, pois este mantém a congelabilidade
do sémen que foi resfriado por até 6 h, e garante uma
boa qualidade seminal pds-descongelacdo. Assim,
para um ensaio de fertilizacdo (in vivo) com sémen
congelado ou resfriado de P. brevis recomenda-se a
utilizacdo do ACP-104 como diluente.
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