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ABSTRACT

Prochilodus brevis is a fish species with an important ecological and economic role. Therefore, its captive
breeding, together with sperm cryopreservation, come as an alternative to improve its availability. To perform
sperm cryopreservation with quality results, it is necessary to develop studies on cryomedia composition, such as
non-permeable cryoprotectants. The aim of the study was to test the efficacy of two non-permeable
cryoprotectants on post-thawed kinetic parameters of Prochilodus brevis sperm. Twenty reproductive mature P.
brevis males were selected and induced to sperm with carp pituitary extract. The sperm was collected, and five
pools were made. Pools were diluted in 5% glucose and 10% DMSO added or not with three different
concentrations of egg yolk (5; 10 or 12%). The samples were placed on French straws, frozen in dry shipper and
stored in liquid nitrogen. After thawing, the kinetic analyses of computer assisted sperm analysis (CASA) were
performed. There were no significant differences between the total motility of the control (60.48%) and
treatments (49.0; 47.8 and 51.68%, respectively). The other kinetic parameters also showed no statistical
difference. Thus, there is no need to use egg yolk in the freezing of P. brevis sperm when using a glucose and
DMSO extender.
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INTRODUCAO

O Prochilodus brevis (curimatd comum) ¢ um peixe endémico do semidrido
brasileiro e pode ser encontrado distribuido atualmente por toda a regido Nordeste
(CHELLAPPA et al., 2009). Apresenta grande importancia ecologica, visto que atua no fluxo
de biomassa e energia, principalmente por ser um animal detritivoro (GURGEL et al., 2012).
Ademais, a espécie apresenta grande importancia economica devido a apreciagdo da sua ova
na culindria nordestina. Dessa forma, métodos que possibilitem sua reproducdo em cativeiro,
como a congelacdo seminal, devem ser aplicados, promovendo a manutencao da espécie.

Para a realizacdo dessa técnica, ¢ necessario o uso de uma solugdo diluidora,
composta por diluente e crioprotetor, que pode agir interna ou externamente a célula. Essa
solucdo permite que a célula espermatica se mantenha vidvel durante os processos de
congelagado e descongelacao (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012).

Os crioprotetores de agdo extracelular nem sempre estdo presentes na solucdo
diluidora e agem sem que haja penetragdo na célula, recobrindo sua superficie e estabilizando
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sua membrana (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012). Apesar da ndo obrigatoriedade, sua
associa¢do com o crioprotetor interno ¢ indicada (GODINHO, 2000).

A gema de ovo € o crioprotetor externo mais utilizado e traz bons resultados para a
congelacdo seminal de peixes, visto que protege a integridade da membrana espermatica
contra danos causados pelo frio, principalmente por conta de sua composi¢ao rica em acidos
graxos (CAROLSFELD et al., 2003).

Dessa forma, visto que ainda ndo ha trabalhos que apliquem o uso de crioprotetores
externos para a congelagdo seminal de P. brevis, o objetivo desse estudo foi testar o uso da
gema de ovo, em trés diferentes concentragdes, com esse proposito.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Estadual do Ceara
(340620/2020). Vinte machos de P. brevis foram induzidos a reproducdo com extrato
hipofisario de carpa comum em duas doses (0,4 ¢ 4,0mg EHC/kg peso vivo) com intervalo de
oito horas entre elas. Dezesseis horas depois, a coleta seminal foi realizada por meio de uma
massagem abdominal no sentido anteroposterior. O sémen foi coletado com o auxilio de
seringas e mantidos em caixa térmica a aproximadamente 4 °C até o uso.

Cinco pools foram formados e levados a andlise objetiva de motilidade total (%).
Para isso, 1pL de sémen foi colocado em uma camara de Makler, ativado com 100uL de NaCl
(125mM) e levado a andlise utilizando o Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) com o
software Sperm Class Analyzer.

Uma aliquota de cada pool foi diluida (1:9 — sémen:diluente) em Glicose 5% e
DMSO 10% associado ou ndo a Gema de ovo em trés diferentes concentragdes —5, 10 ou 12%
(3 tratamentos e o controle). Apds a dilui¢do, as amostras foram envasadas em palhetas
francesas de 0,25mL e mantidas sob refrigeracdo (~10 °C) por 10 minutos. Em seguida, as
palhetas foram congeladas em dry shipper (-176 °C) por 15 minutos e transferidas para um
botijao de nitrogénio liquido (-196 °C).

As amostras foram descongeladas em banho-maria a 30 °C por 16 segundos e
analisadas, utilizando o CASA, quanto a motilidade total e pardmetros cinéticos também
oferecidos pelo software: motilidade progressiva e ndo progressiva (%); espermatozoides
rapidos, médios e lentos (%); velocidades (um s) curvilinear (VCL), progressiva (VAP) e
em linha reta (VSL). Foi analisado também o tempo de motilidade (s) com o uso de um
cronometro, que foi acionado no momento da ativagdo espermatica e parado quando nao fosse
observada motilidade no campo.

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, e a
homogeneidade de variancia por meio do teste de Levene. Os tratamentos foram submetidos a
uma analise de variancia (ANOVA) para comparar as médias entre os tratamentos, utilizando
o teste de Tukey como post hoc. Foi estabelecido um intervalo de confianca de 95%. Foi
utilizado o programa SPSS (IBM Corp. Released 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen in natura apresentou uma taxa média de motilidade total de 97,28+0,015.
Os dados estdo de acordo com o que ja foi descrito para a espécie (NUNES et al., 2016).

O grupo controle, sem a adi¢do de gema de ovo em sua composi¢do, apresentou
motilidade total sem diferenga estatistica (p>0,05) em relagao aos tratamentos contendo gema
de ovo a 5, 10 ou 12%. Quando comparada a motilidade total entre os tratamentos, também
nao se observou diferenca estatistica (Tab. 01).

Tabela 01: Taxa de motilidade (%), tempo de motilidade (s) e porcentagens de motilidade
progressiva € ndo progressiva do s€émen pods-descongelado de P. brevis, congelado com trés
diferentes concentracdes de gema de ovo (5, 10 e 12%) ou sem sua adi¢do (controle).

Taxa de Tempo de Motilidade Motilidade Nao

Motilidade (%) | motilidade | Progressiva (%) | progressiva (%)
Controle 60,48+0,162 52,45+34,43 10,24+0,069 50,25+0,111
Gema 5% 49,00+0,080 39,61+07,27 06,82+0,017 42,18+0,068
Gema 10% 47,08+0,087 42,60+16,11 05,24+0,021 41,86+0,072
Gema 12% 51,68+0,074 49,60+21,75 6,000,025 45,64+0,057

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos ou entre controle e tratamentos

Em um estudo sobre o uso da gema de ovo na criopreservacao seminal de Colossoma
macropomum, foi verificado que, quando utilizado o crioprotetor interno DMSO, a motilidade
total do sémen criopreservado sem gema de ovo foi semelhante a do tratamento com 10% de
gema (CARNEIRO et al., 2012), assim como observado no presente estudo. Carneiro et al.
(2012) também compararam as concentragdes de 5 e 10% de gema de ovo e, nesse caso, a
menor concentragdo apresentou os melhores resultados de motilidade. Quando testando o
efeito da presenca de 5% de gema de ovo em diversas combinacdes de solucdo diluidora para
a congelagdo seminal de Brycon orbignyanus, Maria et al. (2006) constataram que todos os
tratamentos contendo gema obtiveram maiores taxas de motilidade espermatica.

Para a analise de tempo de motilidade, o mesmo padrao da motilidade total foi
observado, em que os dados dos tratamentos e do controle foram estatisticamente semelhantes
entre si (p>0,05; Tab. 01). Um estudo com criopreservacdo seminal de Cyprinus carpio
utilizando ou ndo crioprotetores externos, mostrou que o tempo de motilidade foi superior
para o tratamento com a gema de ovo quando comparado ao controle (YILDIZ et al., 2013),
diferentemente do encontrado no presente estudo. Isso pode indicar que esse crioprotetor
externo atua de forma espécie-especifica, tendo efeito diferente nos espermatozoides de
espécies distintas.

Para os dados de motilidade progressiva e nao progressiva também nao foi observada
diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05; Tab. 01). O mesmo comportamento foi
observado em relagdo aos dados de espermatozoides rapidos, médios e lentos (Tab. 02). As
especificagdes do tipo de motilidade, bem como do modo como os espermatozoides estdo se
movendo, sdo essenciais para ter uma visdo mais clara da qualidade da motilidade.
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Tabela 02: Espermatozoides rapidos, médios e lentos (%) e velocidades curvilinear (VCL),
em linha reta (VSL) e progressiva (VAP) do sémen pds-descongelado de P. brevis, congelado
com gema de ovo (5, 10 ou 12%) ou sem sua adi¢do (controle).

Répidos | Médios Lentos VCL VSL VAP
(o) (%) (%) (%) (pm s™) (pm s™) (pm s™)
Controle 4,08+0,0 | 16,68+0,10 | 39,70+0,06 | 38,98+12,94 | 17,4849,55 25,34+12,16
Gema 5 2,64+0,01 | 10,20+0,03 | 36,16+£0,04 | 35,68+1,71 | 14,14+1,77 20,92+2,04
Gema 10 1,94+0,010 | 8,86+0,03 36,32+0,04 | 32,34+3,98 | 13,06+3,52 19,76+16,11
Gema 12 2,40+0,01 | 10,90+0,04 | 38,34+0,02 34,14+6,70 13,26+4,06 20,54+21,75

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos ou entre controle e tratamentos

Quanto a VCL, nao houve diferenga nem entre as concentragdes de gema de ovo,
nem em relagdo ao controle (p>0,05; Tab. 02). A andlise de VCL ¢ considerada essencial
visto que essa velocidade ¢ um parametro altamente correlacionado a taxa de fertilizagao
(WATSON, 1995). Os parametros VAP e VSL obedeceram ao mesmo padrao (Tab. 02).

Caso seu uso ndo traga beneficios, a gema de ovo deve ser evitada devido aos
problemas sanitarios que pode causar, visto que, por ser de origem animal, hd uma maior
probabilidade de contaminacdo microbiana, o que pode diminuir a capacidade fertilizante do
espermatozoide (BOUSSEAU et al., 1998).

CONCLUSOES

Conclui-se que ndo ha necessidade do uso de gema de ovo na congelagdo de
espermatozoides de Prochilodus brevis quando utilizado o meio com glicose e DMSO.
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