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Capacidade fecundante do sémen congelado de Prochilodus brevis
Fertilizing Capacity of the Cryopreserved Sperm of Prochilodus brevis
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ABSTRACT

Background: Seminal cryopreservation is a technique that optimizes aquacultural production, as it requires less breeding
and enables reproduction outside of the breeding season. This technique also helps to preserve species, thus reducing the
pressure on the natural stocks. Several studies have sought to develop freezing protocols that result in semen of a good
quality. However, some studies do not evaluate the ability of frozen semen to produce viable larvae. Therefore, the aim
of this study was to verify the fertilizing capacity of the frozen semen of Prochilodus brevis.

Materials, Methods & Results: Semen from twenty adult males of the Brazilian bocachico was collected and evaluated
to establish the total motility, curvilinear velocity, straight linear velocity, average path velocity, membrane integrity, pH,
and concentration. Six pools were formed, each of which was diluted in a freezing medium containing 5% glucose with
10% dimethyl sulfoxide (DMSO) or 5% glucose with 10% methyl glycol (MG). The samples were loaded into 0.25 mL
French straws, frozen in a dry shipper, and stored in a liquid nitrogen canister. The semen was then thawed and evaluated
to establish the total motility, curvilinear velocity, straight linear velocity, average path velocity, and membrane integrity.
For the fertilization test, four females were used. The oocytes from each female were divided into three batches and fertil-
ized with either fresh or cryopreserved semen. The rates of fertilization, hatching, and larval survival were then measured.
Data were expressed as the mean + standard deviation and analyzed using SAS (2002). The frozen semen with glucose +
DMSO was significantly higher (P < 0.001) than the frozen semen with glucose + MG, in all seminal quality parameters
evaluated (63.95 + 15.88% and 25.36 + 3.53% for the motility, 36.38 + 7.02 um.s™" and 20.45 + 2.84 um.s™' for the curvi-
linear velocity, 19.26 + 2.74 um.s™" and 3.03 + 1.40 um.s™' for the straight linear velocity, 25.70 + 6.51 pm.s! and 6.90 +
1.12 um.s™! for the average path velocity, and 63.58 + 6.95% and 35.58 + 11.26% for the membrane integrity, respectively).
MG were very close to zero and not statistically significant. Regarding these same parameters, there were no significant
differences (P > 0.05) when the fresh semen was compared to the cryopreserved semen with glucose + DMSO (36.25 +
2.5% and 29.16 + 5.64% for the fertilization rate, 38.56 = 11.23% and 29.33 + 11.75% for the hatching rate, and 11.59 +
5.16% and 7.63 + 5.46% for the larval survival rate, respectively).

Discussion: This is the first study of the artificial fertilization of Prochilodus brevis using cryopreserved semen. Seminal
quality parameters are important for predicting the success of the cryopreservation technique, however, in vivo tests are
essential to confirm such success. Thus, obtaining larvae is a major step towards the standardization of a cryopreservation
protocol for a particular species. It is known that cryopreservation reduces the seminal quality but is a necessary process
for the conservation of male gametes in the long term and, as shown in this study, good results can be obtained. In this
study, the best results were obtained with the inclusion of DMSO in the freezing medium. This effect can be attributed
to DMSO having a very low molecular weight, which decreases the formation of ice crystals. Considering the results
obtained, we concluded that it is feasible to obtain larvae of the Brazilian bocachico using frozen semen in a 5% glucose
solution with 10% DMSO.
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INTRODUCAO

O Prochilodus brevis, conhecido popularmente
como curimati comum, é um peixe migratério, endémi-
co dos estados do Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte.
Sua importancia ecoldgica estd relacionada principal-
mente ao regime alimentar detritivoro, quando adulto,
realizando a ciclagem dos nutrientes no ecossistema
fluvial [16]. Essa espécie também apresenta potencial
econdmico, com a aprecia¢do de sua ova e importancia
social, uma vez que seu consumo também estd ligado a
subsisténcia [10]. Entretanto, fatores como construcao
de barragens, pesca predatdria, escassez de chuvas e
polui¢ao tém afetado sua sobrevivéncia [9].

Uma alternativa para contornar os problemas
supracitados € a congelacdo seminal. Essa técnica
assegura o armazenamento do material genético,
contribuindo para a conservacdo da biodiversidade e
otimiza a reproducdo assistida, com o uso de menos
reprodutores e disponibilizacdo dos gametas o durante
o ano todo [8].

Aspectos importantes para a congelacdo do
sémen de P. brevis ja foram verificados, como taxa de
diluicao, meios de congelagdo e temperatura e tempo
de descongelacdo [6,12]. No entanto, ndo ha relatos
sobre ensaios de fertilizacdo com sémen descongelado,
que sdo indispensaveis para a comprovagao do sucesso
dessa técnica. Sabe-se que hd uma perda da qualidade
do sémen descongelado [5], mas é necessdrio averi-
guar em termos quantitativos e qualitativos o quanto
esse sémen ainda pode fertilizar ovdcitos. Portanto,
baseado nas informagdes ja disponiveis na literatura,
este trabalho teve como objetivo verificar a capacidade
fecundante do sémen de Prochilodus brevis submetido
ao processo de congelacao.

MATERIAIS E METODOS

Manipulacdo dos animais e coleta seminal

O trabalho foi realizado no Laboratério de Bio-
tecnologia da Reproducio de Peixes da Universidade
Estadual do Ceara (UECE), Fortaleza, Cear4, Brasil.
Vinte machos de curimatd comum, que apresentavam
papila urogenital hiperémica e liberacao de s€men sob
leve massagem abdominal, foram selecionados e in-
duzidos hormonalmente a reproducao com duas doses
de extrato hipofisdrio de carpa (EHC; 0,3 mg.kg"' e 3
mg.kg! de peso vivo) aplicadas com 12 h de intervalo
por via intracelomadtica

Decorridas oito horas da indu¢do hormonal,
os animais foram sedados em solucdo de Eugenol
(Sigma-Aldrich®)!, na propor¢ao de 1:10:10000
(Eugenol:élcool:dgua) para facilitar a contencao e mi-
nimizar o estresse. Em seguida, o s€men foi coletado
em seringas estéreis por meio de leve massagem abdo-
minal e mantido em caixa térmica até o processamento
das amostras. Foram confeccionados 6 pools de s€men
a partir das amostras aptas a congelagdo, aquelas que
apresentavam motilidade superior a 85% ap0s ativacao.

Andlise da concentragdo espermdtica

Uma aliquota de 2 uL. de sémen de cada pool
foi fixada em solucdo de citrato formolizada a 4%
na proporcao de 1:4000 (s€men:solucao fixadora). A
concentracio espermatica foi calculada por meio de
contagem das células em cdmara de Neubauer com
auxilio de microscépio de luz (400x).

Andlise da cinética espermdtica

O sémen foi avaliado quanto a motilidade total
(%), velocidade curvilinear (VCL - um.s™), velocidade
em linha reta (VSL - um.s™) e velocidade média do
percurso (VAP - um.s™!) em sistema de andlise semi-
nal auxiliada por computador (CASA), utilizando o
software Sperm Class Analyser (SCA, Microptics® -
versdo 3.2)% Para isso, 1 uL de sémen foi depositado
em camara de Makler, homogeneizado em 100 pL de
solucdo ativadora (NaCl 125 mM) e submetido ime-
diatamente as andlises.

Andlise da integridade de membrana espermdtica

Para essa andlise, o sémen foi corado pelo
método de eosina-nigrosina na proporgio 1:2:2
(sémen:eosina:nigrosina). Foram confeccionados es-
fregacos (uma lamina/pool) com uma aliquota de 10
uL de s€men corado e a leitura das laminas (200 esper-
matozoides por 1dmina) foi realizada em microscépio
de luz (400x). Os espermatozoides foram considerados
com membrana integra, quando permaneciam incolo-
res, ou com membrana rompida, quando corados de
rosa ou vermelho.

Congelagdo e descongelagcdo seminal

Cada pool foi diluido em meio de congelagao
contendo 5% de glicose (Vetec®)® + 10% de dimetil-
suféxido (DMSO) (Dindmica®)* na proporgdo 1: 9
(sémen: meio de congelagao) [12] ou 5% de glicose +
10% de metilglicol (MG) (Dinamica®)* na proporgao
1: 6 (sémen: meio de congelacao) [6] e envasado em
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palhetas francesas de 0,25 mL (5 replicatas), seladas
com alcool polivinilico. Em seguida, as amostras
permaneceram por 10 minutos em freezer (~10°C)
para tempo de equilibrio, foram congeladas em dry
shipper (-170°C) durante 15 min e armazenadas em
nitrogénio liquido (-196°C). Ap6és um ano, o s€émen
foi descongelado a 30°C por 16 s (glicose + DMSO)
ou a 25°C por 30 s (glicose + MG) e avaliado quanto
a motilidade total, VCL, VSL, VAP e integridade de
membrana, sendo utilizada a mesma metodologia
descrita para o sémen in natura.

Teste de fertilizacdo

Quatro machos (que apresentavam liberacao de
s€émen sob leve pressdo abdominal e papila urogenital
hiperémica) e quatro fémeas de curimata comum (que
apresentavam abdomen abaulado e papila urogenital
hiperémica), foram selecionados e induzidos a re-
producdo com EHC. Os machos receberam a mesma
dosagem j4 descrita, enquanto que nas fémeas foram
administradas as doses de 0,5 e 5 mg.kg! de peso cor-
poral, com intervalo de 12 h entre as aplicacdes, por
via intracelomadtica. Apds oito h da segunda indugao,
o sémen e os ovocitos foram coletados por meio de
leve massagem abdominal no sentido craniocaudal e
armazenados em tubos graduados e placas de Petri,
respectivamente. A concentragdo de ovdcitos foi re-
alizada a partir da contagem de trés amostras de 1 g.

Os ovécitos provenientes de cada fémea foram
divididos em trés amostras de 2,5 g, uma destinada a
fertilizagdo com um pool de sémen in natura (controle)
e as outras duas a fertilizacdo com sémen congelado/
descongelado (glicose + DMSO ou glicose + MG). A
fertilizacdo foi realizada a seco, para isso, os esper-
matozoides foram cuidadosamente misturados com os
ovdcitos, numa proporgao de 3,6.10° espermatozoides
para cada ovdcito, seguida da adi¢do de 100 mL de
dgua do sistema de cultivo e sutil homogeneizacdo
durante um minuto. Apés isso, os ovos foram trans-
feridos para incubadoras cilindricas em sistema com
recirculacdo de dgua para incubacgdo (26,5 = 0,2°C).

A taxa de fertilizac@o foi determinada oito ho-
ras ap0s a fertilizacdo, momento em que os embrides
alcancaram a fase de fechamento do blastéporo [2].
Para isso, uma amostra de embrides foi cuidadosa-
mente coletada de cada incubadora com auxilio de
peneira, depositada em placa de Petri e a porcentagem
de ovos fertilizados foi calculada a partir da observacao
de 300 embrides em estereomicroscopio. Decorridas

18 h da fertilizag@o, a taxa de eclosdo foi determinada
em porcentagem observando-se 100 embrides/larvas,
considerando como eclodidos aqueles cuja membrana
de fecundacdo apresentava-se rompida. A taxa de so-
brevivéncia larval, realizada 96 h apéds a eclosio, foi
calculada como a razdo entre o nimero de larvas vivas
e o nimero de ovos distribuidos em cada incubadora.
A cronologia do desenvolvimento embrionario foi
acompanhada e amostras de embrides/larvas foram
coletados e fixados em formol a 10% e ap6s 24 h
transferidos para dlcool a 70%. Foram feitos registros
fotograficos em estereomicroscopio.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett para verificacdo da distri-
buicdo normal dos residuos e homocedasticidade,
respectivamente. Quando necessario, os dados foram
transformados para adequarem-se a analise de varian-
cia (ANOVA). Foi realizada a ANOVA utilizando o
PROC GLM do programa SAS (2002), considerando
um delineamento inteiramente casualizado. As compa-
racdes entre as médias foram feitas por meio do teste
Student-Newman-Keuls (SNK). O nivel de significin-
cia considerado foi de 5%. Os dados foram expressos
em média + desvio padriao das médias.

RESULTADOS

A concentragdo espermatica foi de 30,75 £
10,39 x 10° espermatozoides/mL para o sémen in natu-
ra. A média da motilidade total do s€émen in natura foi
de 99,10 £ 0,99%, VCL de 134,10 + 3,96 um.s!, VSL
de 67,55+ 13,79 ym.s!, VAP de 106,80 + 18,10 pm.s™!
e integridade de membrana de 99,9 + 0,14%. A con-
centracdo média de ovocitos foi de 1353,33 ovocitos/g.
Para o s€émen descongelado, quando comparados os
meios de congelacdo, observou-se que o meio de
congelacdo contendo glicose + DMSO proporcionou
resultados superiores (P < 0,001) ao contendo glicose
+ MG em todos os parametros avaliados (Tabela 1).

Os resultados referentes aos parametros ava-
liados ap6s a fertilizagdo sdo mostrados na Figura 1.
Os valores obtidos a partir do s€émen congelado com
glicose + MG foram muito préximos a zero e, por isso,
ndo foram estatisticamente considerados. As taxas de
fertilizagdo, eclosdo e sobrevivéncia larval utilizando
sémen in natura nao diferiram (P > 0,05) do sémen
congelado com glicose + DMSO.
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Os embrides provenientes tanto da fertilizacio
com sémen in natura quanto do congelado com glicose
+ DMSO alcangaram os estdgios de desenvolvimento
embriondrio em tempos similares. Durante a em-
briogénese notou-se que a morfologia dos embrides
oriundos do sémen in natura e do descongelado era se-
melhante. Na Figura 2 podem ser observados embrides
em diferentes fases de desenvolvimento e uma larva
recém eclodida de P. brevis resultantes da fertilizacao
utilizando semén congelado com glicose + DMSO. A
eclosdo ocorreu 900 min apds a fertilizacao.

DISCUSSAO

No presente estudo realizaram-se pela primeira
vez testes de fertilizacdo utilizando sémen congelado
de P. brevis, destacando-se resultados promissores. Até
o momento haviam sido avaliados os seguintes pon-
tos sobre a qualidade seminal: meios de congelagdo,
taxa de diluicdo, tempo de equilibrio, temperatura e
tempo de descongelacdo, suplementacdo do meio de
congelagdo, tempo e forma de armazenamento até a
congelagao [1,6,11,12]. Dessa forma, existia a neces-
sidade de averiguar a capacidade fecundante do s€émen
descongelado de P. brevis.

O meio de congelagdo contendo glicose +
DMSO apresentou bons resultados, sendo melhor que
0 meio composto por glicose + MG para os pardmetros
de avaliacdo in vitro (motilidade, VCL, VSL, VAP ¢
integridade de membrana) e equivalente ao s€émen in
natura, para os parametros avaliados no teste in vivo
(taxas de fertilizag@o eclosdo e sobrevivéncia larval).

Dentre os crioprotetores utilizados na conge-
lagcao seminal de diversas espécies brasileiras de 4gua
doce, o DMSO mostrou-se efetivo [19]. No entanto,
outros estudos demonstraram que melhores resultados
de motilidade eram alcangados com o uso de metilgli-
col [19,20]. Os bons resultados atribuidos ao DMSO
podem estar relacionados ao seu baixo peso molecular,
alta solubilidade em solu¢des aquosas e capacidade de

permear células vivas [7]. Tais propriedades propor-
cionam um ambiente estavel durante a congelagdo e
descongelacdo devido a diminuicdo da formacdo de
cristais de gelo [18]. O metilglicol também possui
baixo peso molecular e possui baixa toxicidade [15].
A baixa capacidade protetiva do metilglicol pode estar
relacionada a falta de afinidade com as células esper-
maticas de P. brevis.

As taxas de fertilizacdo alcancadas neste
trabalho nao foram altas. Acredita-se que isso tenha
ocorrido devido a técnica empregada, a fertilizacdao
a seco. Um estudo comparando a fertilizac@o a seco
e a desova natural mostrou que, em quatro das cinco
espécies utilizadas, a taxa de fertilizagao foi superior
quando se utilizou a desova natural [ 14]. Uma possivel
explicacdo para esse fato € a manipulacio dos gametas
(particularmente ovécitos). Apds a coleta, os gametas
sdo expostos a condicdes desfavordveis (como tem-
peratura, oxigenacdo e dessecacdo), levando a uma
reducdo da sua qualidade. Além disso, se a inducao
hormonal nio for realizada no momento adequado os
ovdcitos podem nao ser totalmente competentes para
promover um desenvolvimento normal [4]. Contudo,
a fertilizacdo a seco apresenta vantagens e, por isso,
¢ amplamente difundida na aquicultura. Dentre as
principais vantagens, destacam-se a utilizagdo mais
eficiente do s€émen quando este é escasso, através de
diluicdo ou de preservagdo [21] e a redugc@o do niimero
de reprodutores quando se tem a dose inseminante
definida para a espécie [13]. Ademais, a utilizagdo do
sémen descongelado somente é possivel por meio da
fertilizag@o a seco. No presente trabalho, as taxas de
fertilizagcdo ndo diferiram quando se utilizou sémen in
natura ou descongelado, portanto, infere-se que nao
foram as caracteristicas seminais pés descongelacao
que influenciaram a taxa de fertilizagdo. No entanto,
acredita-se que a melhoria da qualidade do sémen
descongelado utilizando-se ovdcitos de qualidade
superior, aumentard estas taxas.

Tabela 1. Média + desvio padrdo da motilidade total, velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade média
do percurso (VAP) e integridade de membrana do s€émen de Prochilodus brevis congelado em glicose associado a DMSO ou MG.

Parametro Glicose + DMSO Glicose + MG
Motilidade total (%) 63,95 + 15,89° 25,37 +£3,54°
VCL (um.s™) 36,38 +7,02¢ 20,45 +£2,85°

VSL (um.s™) 19,26 +2,75* 3,03+1,41°

VAP (um.s™) 25,70 £ 6,51* 6,90 = 1,12°
Integridade de membrana (%) 63,58 + 6,95° 35,58 +11,27°

Letras mindsculas sobrescritas (a, b) indicam diferenca (P < 0,001) entre as colunas.
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Figura 1. Média + desvio padrdo das taxas de fertilizac@o, eclosdo e so-
brevivéncia larval de Prochilodus brevis ap6és fertilizacdo com sémen in
natura ou congelado em glicose + DMSO.

1 mm

Figura 2. Fases do desenvolvimento embriondrio: A- Bldstula; B- Gastrula;
C- Fechamento do blastéporo; D- Organogénese e E- Larva recém eclodida
de Prochilodus brevis oriundos de fertilizagdo com semén congelado em
glicose + DMSO [Barra= Imm].

Por conseguinte, um aspecto importante a ser
considerado ¢ a necessidade de se desenvolver um pro-
tocolo padronizado de congelagao [8] que promova alta
capacidade fertilizante do sémen apds a descongelacio
[3]. Para isso, cada etapa do processo de congelacio

deve ser definida. Este estudo baseou-se nos poucos
trabalhos [6,12] disponiveis na literatura acerca da con-
gelacdo de sémen de P. brevis e, apesar da escassez de
estudos para essa espécie, estes trabalhos forneceram
subsidios suficientes para a producdo de larvas com
sémen descongelado, que representa um grande avango
rumo a padronizacio do protocolo para essa espécie.

A criopreservagdo é fundamental para a conser-
vacdo do material genético a curto e longo prazo. No
entanto, as células espermadticas sdo afetadas durante
esse processo e hd uma reducdo da qualidade seminal
[5], sendo importante saber o quanto essa qualidade
foi comprometida. Logo, os testes de fertilizacao sao
de grande relevancia para mensurar a capacidade
fecundante do sémen congelado pois fornecem resul-
tados mais acurados, ndo devendo ater-se apenas aos
pardmetros de avaliagdo seminal in vitro.

Ressalta-se que mais esfor¢os devem ser toma-
dos a fim de melhorar a qualidade do s€men congelado/
descongelado, obtendo-se um maior nimero de larvas,
por meio do aprimoramento desse protocolo. Portanto,
aspectos como a propor¢do ideal entre espermatozoides
e ovocito (dose inseminante), volume e composicao
da solucdo ativadora/solucdo de fertilizacdo, outros
meios de congelac@o sdo perspectivas de pesquisa a
serem consideradas.

CONCLUSAO

Portanto, conclui-se que a utiliza¢do de sémen
congelado/descongelado de Prochilodus brevis tem po-
der fecundante, sendo viavel para a producao de larvas
desta espécie, indicando-se a utilizacdo do diluidor com-
posto por solucdo de 5% de glicose e 10% de DMSO.
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