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RESUMO GERAL

Apesar de a criopreservacgao ser uma biotecnologia destinada a preservagdo do material
genético de peixes, essa pratica ainda ndo se encontra consolidada para Piaractus
mesopotamicus, espécie que até o momento ndo dispdoe de um protocolo aplicavel ao setor
produtivo. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de
criopreservacdo espermatica de P. mesopotamicus, utilizando diferentes solucdes
diluidoras e métodos de congelamento. O estudo foi conduzido em trés etapas, resultando
em trés experimentos distintos relacionados ao processo de criopreservagao espermatica
da espécie, avaliando: (i) diferentes solugdes diluidoras; (ii) diferentes métodos de
congelamento submetidos a distintas temperaturas; e (iii) a possibilidade de formagao do
hibrido tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus mesopotamicus) a partir de s€men
criopreservado de P. mesopotamicus. Como principais resultados, verificou-se que o uso
da solugdo diluidora composta predominantemente por frutose apresentou maior
eficiéncia na manutengdo da qualidade espermatica apds o processo de descongelamento
e que a propor¢ao 1:3 ¢ mais indicada e pode ser aplicada no procedimento de
criopreservacao utilizando tubos criogénicos de 2,0 ml em Piaractus mesopotamicus.
Além disso, Conclui-se que, em criotubos de 2,0 mL, o congelamento em dry shipper
favorece a manutencao da integridade celular e da motilidade espermatica de Piaractus
mesopotamicus, constituindo estratégia adequada para o aperfeicoamento do protocolo
de criopreservacdo da espécie. Como forma de validagdo dos métodos testados, a
obtencdo do hibrido demonstrou que o protocolo com uso de tubos criogénicos de 2,0 mL
permite a producdo satisfatoria de larvas do hibrido tambacu a partir de sémen
criopreservado de P. mesopotamicus, evidenciando seu potencial de aplicacdo em escala

comercial.

Palavras-chave: Aquicultura, espécie nativa, s€émen, congelamento
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GENERAL ABSTRACT

Although cryopreservation is a biotechnology aimed at preserving the genetic material of
fish, this practice is not yet well-established for Piaractus mesopotamicus, a species for
which there is currently no protocol applicable to the production sector. In this context,
the objective of this work was to develop a sperm cryopreservation protocol for P.
mesopotamicus, using different dilution solutions and freezing methods. The study was
conducted in three stages, resulting in three distinct experiments related to the sperm
cryopreservation process of the species, evaluating: (i) different dilution solutions; (ii)
different freezing methods subjected to extreme temperatures; and (iii) the possibility of
forming the tambacu hybrid (Colossoma macropomum x Piaractus mesopotamicus) from
cryopreserved semen of P. mesopotamicus. The main results showed that the use of a
diluted solution composed predominantly of fructose was more efficient in maintaining
sperm quality after thawing, and that a 1:3 ratio is more suitable and can be applied in the
cryopreservation procedure using 2.0 mL cryogenic tubes for Piaractus mesopotamicus.
Furthermore, it was concluded that, in 2.0 mL cryotubes, freezing in a dry shipper favors
the maintenance of cellular integrity and sperm motility in Piaractus mesopotamicus,
constituting a suitable strategy for improving the cryopreservation protocol for this
species. As a form of validation of the tested methods, the hybrid patent demonstrated
that the protocol using 2.0 mL cryogenic tubes allows for the satisfactory production of
tambacu hybrid larvae from cryopreserved semen of P. mesopotamicus, highlighting its

potential for commercial-scale application.

Keywords: Aquaculture, native species, semen, freezing
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PREAMBULO

A presente tese ¢ composta por resultados obtidos de trés experimentos distintos,
aos quais deram origem a trés artigos, intitulados como capitulo 01: “Criopreservacao
espermatica de Piaractus mesopotamicus utilizando diferentes solu¢des diluidoras”,
capitulo 02: “Criopreservacao espermatica de Piaractus mesopotamicus utilizando
diferentes métodos de congelamento submetidos a diferentes temperaturas” e
capitulo 03: “E possivel produzir hibrido tambacu (Colossoma macropomum x
Piaractus mesopotamicus) utilizando sémen criopreservado de P. mesopotamicus?”

Os resultados deste estudo serdo organizados em trés produtos cientificos. Dois
deles serdo elaborados no formato de artigo cientifico completo, enquanto o terceiro sera
redigido na modalidade de short communication, todos estruturados conforme as normas

editoriais da revista Aquaculture.

10
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INTRODUCAO GERAL

A demanda pela industria da aquicultura para fornecimento do pescado para atender
o consumo mundial vem aumentando nos ultimos anos ¢ de acordo com a FAO (2024),
em 2022 a aquicultura global ultrapassou a pesca de captura em volume pela primeira vez
na historia, alcangando um total de 130,9 milhdes de toneladas, das quais 94,4 milhdes
sdo animais aquaticos, representando 51% da produgao total. No Brasil, segundo dados
da Associagdo Brasileira de Piscicultura, a producao estimada da piscicultura em 2024
foi de 968,7 toneladas, configurando um crescimento de 9,21% em relacdo ao ano
anterior, sendo 258,7 toneladas representadas por peixes nativos (Peixe Br, 2025).

Dentre as espécies nativas brasileiras, o pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg,
1877) (Characiformes:Serrasalmidae) ¢ uma espécie criada no Brasil e apresenta interesse
econdmico e potencial para incrementar a producao de peixes nativos na América Latina
(Peixe Br, 2025; FAO 2024). Além disso, apresenta grande aceitagdo no mercado
nacional (Vaz et al., 2000), rusticidade, boas taxas de crescimento (Jomori et al., 2005),
habito alimentar onivoro, possibilidade de obtenc¢dao de larvas através da reprodugao
induzida (Furuya, 2001) e facil adaptacdo em cativeiro (Abimorad e Carneiro, 2004).

No entanto, o aumento da demanda por produtos pesqueiros tem tornado a
piscicultura uma atividade de crescente relevancia, impulsionada pelo avango das
técnicas produtivas voltadas a maximizacdo do desempenho, ao incremento da
rentabilidade e ao atendimento das exigéncias do mercado (Bartz et al., 2018).

Nesse contexto, o tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus mesopotamicus)
destaca-se como uma espécie com potencial competitivo no setor pesqueiro, pois trata-se
de uma espécie hibrida interespecifica proveniente do cruzamento da fémea de C.
macropomum € macho de P. mesopotamicus que desempenha um papel vital como uma
espécie de peixe de agua doce economicamente significativa no Brasil, na qual,
juntamente com outro hibrido, tambatinga, ocupa a terceira posi¢do no ranking nacional
de producdo de peixes (IBGE, 2025). Dada a competitividade e dinamismo do mercado
aquicola nacional, esta espécie apresenta caracteristicas favoraveis a sua produ¢do como,
rusticidade, taxa de crescimento superior em relacdo a seus parentais (Calcagnotto et al.,
1999; Porto-Foresti et al., 2008; Hashimoto et al., 2012) e tolerancia a baixas
temperaturas, o que favorece a producdo da espécie em regides com temperaturas mais

frias durante o outono e o inverno devido a duas caracteristicas cruciais, o potencial de

11
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crescimento aumentado do tambaqui e a tolerancia ao frio exibida pelo pacu (Fernandes
etal., 2018).

Entretanto, para que essas espécies possam ser criadas, ¢ indispensavel a
disponibilidade de formas jovens em quantidade e qualidade adequadas, tornando-se por
meio disso, necessarias as aplicagdes de tecnologias produtivas capazes de aprimorar os
aspectos reprodutivos e viabilizar o transporte de material genético de elevada qualidade,
como a criopreservacgdo de gametas, uma biotecnologia passivel de aplicagdo rotineira em
laboratorios de reprodugdao (Viveiros e Godinho, 2009). Esta técnica consiste na
manuten¢do da viabilidade de células ou tecidos armazenados em baixas temperaturas,
conservando-se a estrutura e funcionalidade das células e tecidos vivos, de modo que
permanecam geneticamente vidveis, sendo capazes de restabelecer a atividade metabdlica
apods o armazenamento (Pegg, 2007).

Ainda assim, outros fatores podem interferir na capacidade fertilizante dos
espermatozoides submetidos a criopreservacao, tais como o tipo de diluente utilizado, a
taxa de diluicdo, os crioprotetores e suas respectivas concentragdes, a velocidade e o
método de congelamento, a temperatura de descongelamento, a qualidade do sémen e dos
odcitos, bem como a propor¢do entre espermatozoides e odcitos (Gwo, 2011).

Estes fatores atuam em diferentes graus de sensibilidade na composi¢ao do sémen
de diferentes espécies (Magnotti et al., 2018), o que torna necessario o desenvolvimento
de protocolos eficientes para a criopreservacdo de sémen personalizados para espécies
interespecificas.

Para o processo de criopreservacao, a composi¢do da solugdo crioprotetora ideal
para a espécie € imprescindivel, pois € um dos fatores que possibilitam que se obtenha
uma criopreservagdo bem-sucedida. Para compor esta solugdo, utiliza-se uma solucdo
diluidora, aplicada para manter um ambiente adequado para o espermatozoide e obter
sucesso no desenvolvimento de protocolos de criopreservagdo (Viveiros e Godinho,
2009). Esta solucao ¢ representada por diferentes solugdes a base de sais ou carboidratos,
assim como ja vistos em estudos para P. mesopotamicus (Streit Jr et al., 2009; Galo et al.,
2019; Carvalho et al., 2014; Teodozia et al., 2020; Fogli da Silveira et al., 1990;
Carolsfeld et al., 1990, 2003; Bedore, 1999), porém com resultados varidveis e baixa
eficiéncia na qualidade.

O uso de técnicas que utilizem diferentes métodos de congelamento submetidos a
diferentes temperaturas também pode ser aplicado, no intuito de minimizar os danos

estruturais dos espermatozoides causados pelo processo de criopreservagdao de sémen.
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Quando o congelamento ocorre de forma lenta, a célula pode perder agua suficiente de
forma a ndo se congelar internamente, onde o meio ao redor das células torna-se
levemente hiperosmético, o que provoca aumento da tensdo na membrana plasmatica e
consequentemente a desidratagao celular (Mazur, 1984; Yang e Tiersch, 2009). Por outro
lado, conforme a temperatura ocorre mais rapidamente, a célula comeca a desidratar,
momento em que cristais de gelo comegam a se formar, rompendo a membrana, causando
danos irreversiveis a célula (Rezende e Marques, 2009). A taxa de congelamento ¢ um
equilibrio entre esses fatores (Salmito-Vanderley et al., 2012).

Diante desses aspectos, evidencia-se a necessidade de avancos na otimizagao do
protocolo de criopreservagao, especialmente com foco em sua viabilidade e aplicagao em
escala comercial, garantindo maior eficiéncia, padroniza¢do e reprodutibilidade dos
resultados obtidos. Além disso, torna-se fundamental avaliar a robustez desse protocolo
em contextos de cruzamento intergenérico, uma vez que esse cendrio impde desafios
biologicos adicionais ao desenvolvimento embrionario, decorrentes de possiveis
incompatibilidades genéticas e fisiologicas entre as espécies parentais. Nesse contexto, a
compreensdo integrada entre os principios da criobiologia, a manutengdo da integridade
celular do sémen ap6s o descongelamento e o desempenho embrionario observado nos
hibridos emerge como um ponto central de investigacdo cientifica. Tal articulacao ¢é
essencial para compreender em que medida a preservagdo da qualidade espermatica
durante a criopreservacdo se traduz efetivamente em sucesso reprodutivo e viabilidade
embriondria, contribuindo para o aprimoramento de biotecnologias reprodutivas

aplicadas a piscicultura.
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OBJETIVO GERAL

Otimizar o protocolo de criopreservagdo do sémen de Piaractus mesopotamicus
visando sua aplicacdo comercial, avaliando a influéncia da solucdo diluidora, da
propor¢ao de diluigdo e da taxa de resfriamento sobre a qualidade espermatica pos-
descongelamento e sobre a eficiéncia reprodutiva no cruzamento intergenérico com

Colossoma macropomum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1: Avaliar o efeito de diferentes solugdes diluidoras e propor¢des de diluigao sobre
a qualidade espermatica pos-descongelamento de Piaractus mesopotamicus.

2: Avaliar o efeito das diferentes estratégias de resfriamento sobre a cinética e a
morfologia espermatica na criopreservagao espermatica de Piaractus mesopotamicus.

3: Caracterizar os parametros espermaticos do sémen fresco e pos-descongelamento
de Piaractus mesopotamicus.

4: Avaliar os indices de fertilizacdo, desenvolvimento embrionario e normalidade
larval obtidos com sémen criopreservado de Piaractus mesopotamicus no cruzamento

intergenérico com Colossoma macropomum.
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CAPITULO I - Artigo

Influéncia da composicio da solucdo diluidora e da proporcio de diluicio na

criopreservaciao do sémen de Piaractus mesopotamicus em criotubos de 2,0 mL

RESUMO

A criopreservagao ¢ uma técnica de grande interesse para a piscicultura, podendo
contribuir para a minimizagao de impactos, otimizagdo da produ¢do e manutengdo da
variabilidade genética. Contudo, ainda sdo necessarias adequagdes nos protocolos para
garantir maior consisténcia nos resultados obtidos com sémen criopreservado. O objetivo
deste estudo foi comparar estratégias de formulacdo de solugdes diluidoras (frutose
isolada x frutose associada ao NaCl) e diferentes propor¢des de dilui¢dao, visando
maximizar a preservagado espermatica e o rendimento potencial de doses inseminantes em
criotubos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x3, composto por dois diluidores e trés propor¢des. O sémen de oito machos
com alta qualidade inicial foi criopreservado utilizando metanol 10% como crioprotetor,
criotubos de 2,0 mL como recipiente de armazenamento do sémen e dispostos em
nitrogénio liquido. Para alteracdes morfologicas ndo houve efeito (p>0,05) da interacao
solugdo x propor¢ao, solugdes ou proporc¢des testadas. Para integridade de membrana, o
diluidor contendo apenas frutose apresentou melhores resultados (p<0,05). A taxa de
motilidade e as velocidades espermaticas foram superiores no diluidor contendo apenas
frutose. Para VCL, VAP e VSL, as proporg¢des 1:3 e 1:6 apresentaram melhores resultados
em comparacdo a 1:9. Conclui-se que o uso da solucdo diluidora composta
predominantemente por frutose apresentou maior eficiéncia na manutengdo da qualidade
espermatica apds o processo de descongelamento e que a proporc¢ao 1:3 ¢ mais indicada
e pode ser aplicada no procedimento de criopreservagao utilizando tubos criogénicos de

2,0 ml em Piaractus mesopotamicus.

Palavras-chave: Aquicultura, reproducdo, congelamento, sémen
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ABSTRACT

Cryopreservation is a technique of great interest to fish farming, as it can contribute to
minimizing impacts, optimizing production, and maintaining genetic variability.
However, adjustments to protocols are still needed to ensure greater consistency in the
results obtained with cryopreserved semen. The objective of this study was to compare
formulation strategies for diluent solutions (isolated fructose vs. fructose associated with
NaCl) and different dilution ratios, aiming to maximize sperm preservation and the
potential yield of inseminating doses in cryotubes. The experimental design was
completely randomized, in a 2x3 factorial scheme, composed of two diluents and three
ratios. Semen from eight males with high initial quality was cryopreserved using 10%
methanol as a cryoprotectant, 2.0 mL cryotubes as semen storage containers, and placed
in liquid nitrogen. For morphological alterations, there was no effect (p>0.05) of the
solution x ratio interaction, solutions, or ratios tested. For membrane integrity, the diluent
containing only fructose showed better results (p<0.05). Sperm motility rate and
velocities were higher in the diluent containing only fructose. For VCL, VAP, and VSL,
the 1:3 and 1:6 ratios showed better results compared to 1:9. It is concluded that the use
of the diluent solution composed predominantly of fructose showed greater efficiency in
maintaining sperm quality after the thawing process and that the 1:3 ratio is more suitable
and can be applied in the cryopreservation procedure using 2.0 ml cryogenic tubes in

Piaractus mesopotamicus.

Keywords: Aquaculture, reproduction, freezing, semen
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1. Introducio

O pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1877) (Characiformes:
Serrasalmidae) ¢ um peixe de agua doce nativo da América do Sul, amplamente
encontrado na regido da Bacia do Prata (Calcagnotto e DeSalle, 2009). E considerada uma
espécie de grande importancia econdmica devido a qualidade e ao sabor da carne que
favorece a aceitacdo no mercado consumidor (Urbinati e Gongalves, 2006), ao rapido
crescimento (Jomori et al., 2005) e ao bom desempenho em sistemas de criagdao
(Abimorad e Carneiro, 2004). Esses aspectos contribuiram para a expansao da produgao
no Brasil, totalizando 7,74 mil toneladas e garantindo a sexta posi¢ao no ranking nacional
de producdo de peixes (IBGE, 2025).

Apesar de ser uma espécie que apresenta tecnologia de producdo em sistemas
comerciais relativamente eficiente, ainda carece de técnicas que podem ser aprimoradas
e utilizadas para maximizar a producdo, como ¢ o caso de técnicas de reproducdo em
laboratérios. Dentre estas, a criopreservacgao espermatica desempenha um papel essencial
na manutencdo da diversidade genética (Streit Jr. et al., 2024), possibilitando a
conservacao da estrutura ¢ funcionalidade das células e tecidos vivos armazenados em
baixas temperaturas, tornando-os geneticamente vidveis, reversivelmente inativos do
ponto de vista metabdlico e com o minimo possivel de perda de eficacia (Pegg, 2007).

Entretanto, para obter sucesso na criopreservagdo, ¢ necessdria a utilizagdo de
solucdes crioprotetoras eficientes e especificas que irdo atuar de formas distintas para
cada espécie (Rosato e laffaldano, 2013). Para compor esta solugdo, a escolha de uma
solucao diluidora eficiente ¢ imprescindivel, que consistem em misturas de sais ou
carboidratos adicionadas ao s€émen, com a finalidade de nutrir as células, enquanto o
crioprotetor protege as células contra danos causados pela grande varia¢do de temperatura
(Salmito-Vanderley et al., 2012), de forma que mantenha o equilibrio do pH, a forca
10nica, os tipos de ions e a pressdo osmotica adequados ao sémen de cada espécie
(Morisawa, 2008).

Em razdo dessas particularidades, hda uma ampla variedade de formulacdes
possiveis, devendo o diluidor atender a determinados requisitos para garantir sua
eficiéncia na ativacao (Alavi e Cosson, 2006), além de apresentar estabilidade durante o
armazenamento e ser estéril, evitando a contaminacdo por microrganismos

potencialmente prejudiciais as células espermaticas (Legendre e Billard, 1980).
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Em trabalhos com criopreservacao de sémen de P. mesopotamicus os diluentes ja
utilizados foram a dgua de coco em p6 (ACP-104) combinada com glicose (Teodozia et
al., 2020), glicose e gema de ovo (Carolsfeld et al., 1990, 2003; Streit Jr et al., 2006); V2e
(NaCl, NaHCO3, KCL, Glicose, Gema de ovo) (Fogli da Silveira et al., 1990) e BTS ®
(Orfio et. al., 2010).

O NacCl utilizado como diluidor na criopreservacao ja foi testado com sucesso para
o género Brycon em espécies como Brycon nattereri (Oliveira et al., 2007; Viveiros et
al., 2012) e Brycon orbignyanus (Maria et al., 2006). No entanto, embora existam diversos
protocolos de conservacao de sémen desenvolvidos para Characiformes, para o P.
mesopotamicus ainda sdo limitados, sem relatos do uso de NaCl como diluidor especifico
para essa espécie no processo de criopreservagao.

Em razdo disso, a padronizagdo de protocolos personalizados para a
criopreservacao ¢ essencial, tal como verificado por Seabra de Souza (2022) com o uso
de frutose a 5% como solugdo diluidora para a espécie em estudo. Apesar de resultados
promissores para aplicacdo na produgdo, a associacao de outras solugdes ainda ¢ uma
possibilidade a ser testada para que se obtenha um protocolo com resultados mais
consistentes.

Outro ponto importante no contexto da criopreservagdo, ¢ a propor¢do sémen:
solucdo crioprotetora. Este fator ¢ crucial para manter a estabilidade das células
espermaticas em um meio que evitard a formacao de cristais de gelo, sendo comumente
aplicado em peixes Sul-americanos a propor¢ao de 1:3 a 1:10 de sémen:solucdo (Viveiros
e Godinho, 2009). Porém, quando pensamos em utilizar em sistemas comerciais,
proporc¢des altas de solugdes crioprotetoras podem ser um entrave, principalmente devido
a limitacdo da quantidade de células espermaticas disponiveis para fecundagao,
necessitando-se, portanto, de um volume relativamente grande a ser estocado em palhetas
e/ou tubos criogénicos, comprometendo a viabilidade comercial da técnica. Neste
contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da solucdo diluidora composta por
NaCl na concentracdo de 0,5% combinadas ou ndo com frutose (5%) nas proporcdes de
1:3, 1:6 e 1:9 (sémen:solugdo), no processo de criopreservacdo espermatica de P.

mesopotamicus.

2. Material e métodos

2.1. Selecao de reprodutores

20



Doutoranda — Ana Regina Seabra de Souza Orientador: Prof. Dr. Eduardo Anténio Sanches

Todos os exemplares, com cerca de cinco anos de idade, foram coletados durante o
periodo reprodutivo (janeiro) na estacdo de piscicultura da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios (24°36°317S;  47°53°48”W). Anteriormente ao
experimento, os animais foram mantidos (0,13 kg/m?®), em viveiros escavados (600 m?;
1,5 m de profundidade) com renovagao didria de 5-10% da agua, fotoperiodo natural e
alimentados com ragdo comercial (28%PB) trés vezes por semana a 1% da biomassa.

Para o experimento foram selecionados oito machos de P. mesopotamicus
(2365+336,75 g) destinados a criopreservagdo. Foram considerados aptos a reprodugao
os machos que liberaram s€émen mediante pressdao abdominal no sentido encéfalo-caudal
aos quais foram transferidos até o laboratorio de Aquicultura da Faculdade de Ciéncias
Agréarias do Vale do Ribeira - FCAVR/UNESP (24°31'55"S e 47°51'34"W) para
realizacdo dos procedimentos experimentais. Os peixes foram alocados em caixas d’agua
circulares de 500 L com aeracdo constante (temperatura (°C): 24,9 °C+0,17; pH:
6,5540,21; oxigénio dissolvido (ppm): 5,61+1,54; amonia: 0,5+0,39 (mg/L) e em seguida

submetidos ao protocolo de indugao hormonal.

2.2. Indugdo hormonal e coleta dos gametas

Os peixes foram induzidos com extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) diluido
em solugdo salina (0,9% NaCl - 0,50 mL kg') com dosagem tnica de 2,5 mg de EBHC
kg!. Apds aproximadamente 240 horas-grau da indugdo hormonal os machos foram
sedados em Eugenol (10 mg/L) e em seguida submetidos ao processo de coleta do sémen
por meio de extrusdo, que constitui na realizagdo de massagem na regido abdominal no
sentido encéfalo-caudal (Romagosa, 1990b; Bernardino e Lima, 1999). O material
seminal foi armazenado em tubo de ensaio graduado tipo Falcon de 15 mL e alocado em
caixas de isopor contendo gelo em 15 °C (Sanches et al., 2015) para posterior analises

espermaticas e ao processo de congelamento.

2.3. Delineamento experimental

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial (2x3) composto por s€émen provenientes de oito machos criopreservados por dois

diluidores sendo o primeiro contendo a combinacdo de NaCl 0,5% com Frutose 5,0% e o
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segundo apenas + Frutose 5,0% nas trés proporcdes de 1:3, 1:6 e 1:9 (sémen:solu¢do),

considerando em todas o metanol 10% como crioprotetor intracelular (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos aplicados para criopreservagdo espermatica de P. mesopotamicus

Tratamento Crioprotetor* Diluidor* + concentracio Proporc¢ao
1 NacCl 0,5% + Frutose 5,0% 1:3
2 NaCl 0,5% + Frutose 5,0% 1:6
3 NaCl 0,5% + Frutose 5,0% 1:9
4 Metanol 10% Frutose 5,0% 13
5 Frutose 5,0% 1:6
6 Frutose 5,0% 1:9

* Todos os reagentes utilizados foram da marca Synth®.

2.4. Criopreservagao

Para o congelamento das amostras, o material seminal de oito machos foi diluido
individualmente em soluc¢do crioprotetora (pH 7,7+0,35) em uma caixa de isopor
contendo gelo (15°C de temperatura ambiente). O material foi envasado em criotubos de
2,0 mL (Kasvi®) com tempo de equilibrio de 15 minutos, alocados em racks e expostos
em vapor de nitrogénio em um container criogénico do tipo Dry shipper (YDH-8-80/8
litros) a -170°C durante 2 horas. Ap0s, os criotubos foram transferidos para um container
“tipo liquido” (XT20/40 litros) onde foram congelados em nitrogénio liquido a -196°C
por 2 horas. Para o descongelamento, um criotubo de cada tratamento foi retirado
individualmente e imerso imediatamente em banho-maria por 120 segundos/60°C. Na
sequéncia, realizou-se as analises espermaticas de concentracao, morfologia, integridade

de membrana e pardmetros cinéticos por analise computadorizada.

2.5. Anélises espermaticas

Para a concentragdo espermatica, o s€émen foi fixado em formol salino tamponado
(4,6%) na propor¢do de 1:1000 puL e as células quantificadas em microscopio de luz
trinocular (SolaristBel) com objetiva de 40X, conforme Sanches et al. (2011), calculada
de acordo com as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal para
sémen de mamiferos.

Na sequéncia, amostras de sémen descongelados foram fixadas em formol salino

tamponado (4,6%) contendo corante Rosa de Bengala® (Streit Jr et al., 2004) na
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propor¢ao de 1:2:200 (sémen:corante:formol) e para sémen fresco na propor¢ao de
1:10:1000. A confeccdo das laminas seguiu protocolo de Sanches et al. (2015) tipo gota
escorrida, analisando-se 200 células por campo em microscopio de luz (60X) e
classificando-as em espermatozoides normais ou defeituosos conforme Streit Jr et al.
(2009).

Para a integridade de membrana as amostras foram analisadas de acordo com
método de coloragdo (eosina-nigrosina) proposto por Blom (1950). Foram considerados
vivos aqueles com coloragao branca e mortos aqueles com coloragao vermelha ou rosada
(permeaveis ao corante) (Kavamoto e Fogli da Silveira, 1986).

A ativagdo espermatica para a avaliacdo da cinética, foi realizada utilizando-se
solucgdo de frutose 2,5% na proporg¢ao (s€émen:ativador) de 1:800, 1:200, 1:100 e 1:50 para
sémen fresco, diluicdo 1:3, 1:6 e 1:9 para os criopreservados, respectivamente. O
procedimento foi realizado em tipo Eppendorf de 500uL, em seguida, uma aliquota de
SuL foi adicionada em camara de Neubauer espelhada disposta na platina do microscopio
para gravacdo dos videos. Apos a ativagdo os videos (100 fps) foram registrados com
camera Basler acA640-120gc, acoplada a microscopio de luz trinocular (LT3000T PI)
com objetiva de 20X conectado ao computador (Intel® Core™ i5-10210U, 1,6 GHz, 8
GB de RAM) com sistema operacional Microsoft Windows 10. As andlises foram
realizadas 10 segundos pds-ativagdo de 0,25 s (25 frames) de video, conforme descrito
por por Sanches et al. (2010; 2013), utilizando o software livre Imagel/plugin CASA
(Wilson-Leedy e Ingermann, 2007). Foram avaliados os parametros taxa de motilidade
(MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento (VAP) e
velocidade em linha reta (VSL), adotando-se como critérios minimos no CASA os valores

de VSL=9, VAP=12 e VCL=25, adaptados de Neumann et al. (2013).

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia fatorial em esquema
(2x3) a 5% de significancia. Em caso de efeito dos tratamentos, foi aplicada analise de
comparacao de médias de Tukey ao mesmo nivel de significancia. Os pressupostos de
homogeneidade de residuos e homocedasticidade das variancias foram testados. Teste de
Dunnett foi empregado especialmente para comparar cada média dos tratamentos com a

média do tratamento controle (sémen fresco), individualmente.
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3. Resultados

Os valores dos parametros do s€men fresco referentes aos oito machos utilizados e

as médias de cinética espermatica estdao representados na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros do sémen fresco (n=8) de P. mesopotamicus

Parametro Média  Mediana  Minimo  Maximo I]))ae;:;(:) p}j;;go
Volume (mL) 9,33 9,00 8,50 11,00 0,75 0,27
Volume relativo
(mL/Kg) 3,95 3,99 3,27 4,95 0,49 0,18
[spz] (x10°/mL) 22,81 23,29 20,19 24,96 1,72 0,70
Motilidade (%) 98,05 98,52 94,94 99,07 1,27 0,57
VCL (um s™) 195,62 194,13 164,88 229,96 17,41 8,71
VAP (um s™) 136,63 136,94 114,04 151,34 11,39 6,57
VSL (um s) 106,56 110,48 68,22 122,51 15,73 11,12
% Normais 53,25 52,50 49,00 59,50 3,23 3,23
% Integros 96,69 97,50 92,50 99,00 2,09 0,74

Na andlise de alteragdes morfoldgicas (Tabela 3), ndo houve efeito significativo
(p>0,05) dos tratamentos criopreservados para a interacao (solu¢ao x propor¢ao) € nem
para os efeitos individuais das solugdes e das proporgdes. Além disso, quando
comparados ao controle verificou-se auséncia de efeito (p>0,05). Os espermatozoides
mantiveram a integridade estrutural, apresentando consideraveis taxas de
espermatozoides normais e baixa incidéncia de anomalias. Esses resultados indicam que
os procedimentos de criopreservacdo utilizados ndo comprometeram a morfologia

espermatica da espécie estudada.
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Tabela 3. Resultados dos parametros de alteragcdes morfoldgicas (média = desvio padrao)

referentes aos tratamentos criopreservados com duas diferentes solugdes diluidoras e trés

proporg¢des para o sémen de P. mesopotamicus

Anormalidades (%)
N .
Tratamentos m;mals Cauda Cauda Gota Cabeca Cauda
(%) quebrada/ . (.
dobrada citoplasmatica solta solta
fraturada
NaClH+Frut1:3  53,93+£540 9,63+ 1,51 7,9+£2.98 9,25+2.45 10,00+2,25 9,31+2,12
Frut 1:3 52,75+ 5,16 8,88 +1,43 9,12+3,03 9,06 £ 2,55 987+1,99 10,12+ 1,86
NaClH+Frut1:6  55,18+3,70 9,44+2,19 9,12+2,53 8,38+2,28 9,19+ 1,98 8,62 +2,01
Frut 1:6 54,19+6,59 8,56 £ 1,66 7,75 +2,82 11,31+ 1,56 8,75+ 1,65 9,44 £ 1,63
NaCl+Frut 1:9 55,31+4,0 8,56 + 1,69 8,06 +2,64 9,31+ 1,73 8,44+229 10,31+1,60
Frut 1:9 54,63 +525 8,31+1,96 8,75+2,24 8,69+2,12 10,56 +1,99 9,06 + 1,66
Fresco 5325+£345 8,50+233 10,19 +2,33 9,62 £2,57 8,75+ 1,71 9,69 £ 1,83
F e p-valor F149=0,42,  Fuu42=1,51, F(1:4270,04, Fa4=1,31, F(1,49=0,78,  F(1,4=0,06,
(diluidor) p=0,52 p=0,23 p=0,83 p=0,26 p=0,38 p=0,81
Fe p-valor F(2;42):0,46, F(2;42):0,89, F(2;42)=0,005, F(2;42)=0,70, F(2;42):0,91, F(2;42):0,72,
(proporc¢io) p=0,63 p=0,42 p=0,99 p=0,50 p=0,41 p=0,49
F e p-valor F242=0,01,  Fr4=0,14,  Fou=1,08, F.42=3,27, F42=1,88,  F42=1,70,
(intera¢do) p=0,99 p=0,87 p=0,35 p=0,05 p=0,16 p=0,19
Tratamentos: NaCl+Frut (NaCl+Frutose); Frut (Frutose).
A integridade de membrana dos espermatozoides foi significativamente

influenciada pelo tipo de diluidor (p<0,05), sendo que o diluidor contendo apenas frutose

apresentou maior preservagdo da membrana em comparagdo ao diluidor NaCl+Frut

(Figura 1A). Por outro lado, a propor¢ao de sémen para solucao crioprotetora (Figura 1B)

ndo afetou significativamente a integridade (p>0,05) e ndo foi observada interacao

(p>0,05) entre diluidor e proporcao (Figura 1C). A andlise de Dunnett mostrou que todos

os tratamentos criopreservados apresentaram integridade de membrana inferior ao

controle (p<0,05).
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Figura 1. Indices de integridade de membrana obtidas dos tratamentos com esperma
criopreservado de P. mesopotamicus, comparando dois diferentes diluidores (Figura 1A),
trés proporgdes (Figura 1B) e interagdo diluidor x propor¢do (Figura 1C). Letras
diferentes nas barras indicam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de
comparacao de médias de Tukey. Asteriscos (*) representam diferenga (p<0,05) de cada
tratamento comparados individualmente ao fresco (controle) de acordo com teste de
Dunnett. Tratamentos: NaCl+Frut (NaCl+Frutose); Frut (Frutose).

A andlise da motilidade espermatica (MOT), apresentada na Figura 2, ndo revelou
interacdo significativa (p>0,05) entre diluidores e proporcdes (s€émen:solucao),
evidenciando apenas efeitos individuais. Observou-se efeito do diluidor, com maiores
valores de MOT para o diluidor Frut em comparagao ao NaCl+Frut (p<0,05), enquanto a

proporcao nao influenciou esse parametro (p>0,05).
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Figura 2. Taxas de motilidade (MOT) obtidas dos tratamentos com esperma
criopreservado de P. mesopotamicus, comparando dois diferentes diluidores, trés
proporcdes e interacdo diluidor x proporcdo. Letras diferentes nas barras indicam
diferenga significativa (p<0,05) de acordo com o teste de comparagdo de médias de
Tukey. Asteriscos (*) representam diferenga (p<0,05) de cada tratamento comparados
individualmente ao fresco (controle) de acordo com teste de Dunnett. Tratamentos:
NaCl+Frut (NaCl+Frutose); Frut (Frutose).

Para a velocidade curvilinear (VCL), apresentada na Figura 3, também nao houve
interagdo significativa entre diluidores e propor¢des (p>0,05), sendo observados apenas
efeitos isolados. O diluidor Frut apresentou maiores valores de VCL em relacdo ao
NaCl+Frut (p<0,05). Além disso, as proporcdes 1:3 e 1:6 foram superiores a propor¢ao

1:9 (p<0,05).
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Figura 3. Taxas de velocidade curvilinear (VCL) obtidas dos tratamentos com esperma
criopreservado de P. mesopotamicus, comparando dois diferentes diluidores, trés
proporcdes e interacdo diluidor x proporgdo. Letras diferentes nas barras indicam
diferenga significativa (p<0,05) de acordo com o teste de comparagdo de médias de
Tukey. Asteriscos (*) representam diferenga (p<0,05) de cada tratamento comparados
individualmente ao fresco (controle) de acordo com teste de Dunnett.

A velocidade média de deslocamento (VAP), mostrada na Figura 4, seguiu o

mesmo padrdo, sem interagdo significativa entre os fatores (p>0,05). Houve efeito do

diluidor, com maiores valores para Frut em compara¢ao ao NaCl+Frut (p<0,05), e efeito

da propor¢do, em que 1:3 e 1:6 apresentaram valores superiores a proporc¢ao 1:9 (p<0,05).
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Figura 4. Taxas de velocidade média de deslocamento (VAP) obtidas dos tratamentos
com esperma criopreservado de P. mesopotamicus, comparando dois diferentes
diluidores, trés proporcdes e interacao diluidor x propor¢do. Letras diferentes nas barras
indicam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de comparacao de médias
de Tukey. Asteriscos (*) representam diferenca (p<0,05) de cada tratamento comparados

individualmente ao fresco (controle) de acordo com teste de Dunnett.

Dado de velocidade em linha reta (VSL), apresentado na Figura 5, também ndo
apresentou interagao significativa entre diluidores e propor¢des (p>0,05). O diluidor Frut
resultou em maiores valores de VSL em relacao ao NaCl+Frut (p<0,05), e as proporgdes
1:3 e 1:6 foram superiores a propor¢ao 1:9 (p<0,05).
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Figura 5. Taxas de velocidade em linha reta (VSL) obtidas dos tratamentos com esperma
criopreservado de P. mesopotamicus, comparando dois diferentes diluidores, trés
propor¢des e interacao diluidor x proporcao. Letras diferentes nas barras indicam
diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de comparagdo de médias de
Tukey. Asteriscos (*) representam diferenga (p<0,05) de cada tratamento comparados
individualmente ao fresco (controle) de acordo com teste de Dunnett

4. Discussao

Os parametros espermaticos observados na analise do s€émen fresco neste estudo
garantiram a confiabilidade necessaria para a aplicagdo dos diferentes protocolos de
criopreservacao propostos, dados que acordam ao ja visto para a mesma espécie (Fogli
da Silveira et al., 1990; Maria et al., 2004; Galo et al., 2019; Teodozia et al., 2020).

Verificou-se no presente experimento que a utilizagao de NaCl associado a frutose
ndo promoveu melhoria nos parametros de qualidade espermatica apds o
descongelamento, embora a adicdo de actcares contribua para o controle osmotico e
ofereca prote¢do extracelular durante o processo de congelamento (Maria et al., 2006;
Viveiros et al., 2012). Estes resultados diferenciaram de trabalhos em que este composto

foi usado com bons resultados como diluidor na criopreservagao de sémen de espécies do
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género Brycon (Oliveira et al., 2007; Viveiros et al., 2012; Maria et al., 2006) ¢ em
algumas espécies marinhas (Suquet et al., 2005).

Para Brycon, o NaCl isolado frequentemente apresenta desempenho semelhante ou
até superior a solucdes contendo apenas agucares, evidenciando que o controle osmético
(osmolaridade) promovido pelo NaCl ¢ o principal fator responsavel pela eficiéncia da
criopreservacao nessas espécies. Por outro lado, para P. mesopotamicus, a regulagao da
motilidade nessa espécie depende ndo apenas da osmolaridade, mas também da
composi¢ao idnica especifica do plasma seminal (Maria et al., 2006; Oliveira et al., 2007).
Vale ressaltar que os diluidores sdo formulados para serem compativeis com o plasma
seminal dos peixes, de modo que os componentes constituintes do meio diluente
assegurem o pH, forca idnica, tipo de ions e pressdo osmotica do sémen, em que cada
espécie de peixe possui sémen com caracteristicas especificas (Lanes et al., 2008).

Para tanto, por ser uma familia diferente (Serrasalmidae), o P. mesopotamicus
possui uma composicdo do plasma seminal diferente. Em Brycon, o plasma seminal
possui composicao predominantemente ionica, com elevada concentragdo de Na* e CI-,
osmolaridade relativamente alta e baixa quantidade de compostos orgénicos, o que faz
com que solugdes simples de NaCl mimetizem adequadamente esse meio ¢ mantenham
os espermatozoides em estado quiescente (Maria et al., 2006; Oliveira et al., 2007,
Viveiros et al., 2012). J4 para o P. mesopotamicus, o plasma seminal apresenta
composicao i6nica mais complexa, com maior participagao relativa de ions como K*, Ca?*
e bicarbonato, além de maior dependéncia do equilibrio 4cido-bésico para o controle da
motilidade espermatica (Viveiros et al., 2012; Kuradomi et al., 2016). Para tanto, mesmo
o NaCl estando presente no plasma, a sua adicdo ndo contribuiu para melhoria do
procedimento.

Isso ¢ sustentado por Gwo (2000), ao qual comenta que em temperaturas
ultrabaixas, as caracteristicas seminais so serdo preservadas se o sémen for diluido em
solucdes adequadas, para que, durante o congelamento e o descongelamento, as trocas
osmoticas das células possam ser continuamente restabelecidas, corrigindo os sucessivos
desequilibrios nas concentracdes ionicas dos solutos, que acompanham as mudangas de
temperaturas.

O NaCl pode ser utilizado também como componente de plasma seminal artificial
para diluir os espermatozoides de peixes (Hezavehei et al., 2018). No caso do P.
mesopotamicus, Bedore (1999) avaliou o uso de solugdes de NaCl como diluente e

verificou que a concentracdo salina exerce influéncia direta sobre a manutencdo da
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imobilidade espermatica e a preservacao da motilidade apds a ativagao. O autor observou
que solugdes de NaCl em torno de 0,9% foram eficientes para manter os espermatozoides
vidveis e estaveis antes da ativagdo, evitando a motilidade precoce e preservando a
capacidade fertilizante. Concentracdes inferiores favoreceram a ativagcdo indesejada,
enquanto concentragdes mais elevadas tenderam a reduzir a motilidade e a viabilidade
espermatica. No entando, embora solugdes a base de NaCl tenham mantido a viabilidade
do sémen de P. mesopotamicus, essas solu¢des ndo sdo capazes de proteger as células
contra os estresses osmoticos, térmicos e estruturais associados a criopreservacao (Maria
et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Cabrita et al., 2010), pois ocorrem alteragdes na
osmolaridade, no pH e na integridade de membrana, fazendo com que haja a presenca de
acucares e outros componentes protetores que nao estdo presentes em solugdes salinas
simples (Viveiros et al., 2012; Babiak et al., 2012)

Ainda assim, o presente experimento demonstrou que, apesar de a criopreservagao
comprometer a integridade da membrana em comparagdo ao s€émen fresco, a utilizagao
do diluidor a base de frutose simples favoreceu uma melhor manutengao estrutural dos
espermatozoides. Isso ocorre porque a frutose, mesmo sendo um crioprotetor de baixo
peso molecular capaz de atravessar a membrana espermatica, contribui para o sucesso da
motilidade ao reduzir a formagao de cristais de gelo intracelulares e atuar como relevante
fonte de energia. Além disso, a frutose fornece substrato energético essencial para as
células germinativas masculinas (Purdy, 20006).

Outro ponto relevante no presente experimento foram as melhores velocidades
(VCL, VAP e VSL) verificadas quando utilizou-se as proporgdes 1:3 e 1:6 em
comparacdo a 1:9 (semen:solucdo crioprotetora), o que demostra a possibilidade de
utilizar maior quantidade de sémen e consequentemente células disponiveis para a
fecundagdo, algo essencial para ampliar a capacidade do material fecundante (Yang e
Tiersch, 2009). De acordo com Ogretmen et al. (2015), a propor¢io entre as quantidades
de diluidor e sémen (taxa de diluicdo) diminui a concentracao dos componentes do plasma
seminal, o que pode tornar as células mais vulnerdveis ao estresse oxidativo. Por outro
lado, ndo se verificou prejuizos nas taxas de motilidade, integridade de membrada e
alteragdes morfologicas no presente experimento, indicando que a proporg¢ao 1:3 pode ser
aplicada com sucesso para manter caracteristicas espermaticas em qualidades
satisfatorias.

Apesar dos resultados observados da qualidade espermatica ap0s a criopreservagao

serem promissores, verificou-se reducdo quando comparaveis ao sémen fresco, ou seja,
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os procedimentos empregados nao foram capazes suficientes de manter a qualidade
original. Entretanto, pensando que este material pode ser armazenado por tempo
indeterminado e que as caracteristicas observadas estdo dentro do esperado para a mesma
espécie quando ativadas com agua destilada (Seabra de Souza, 2022), este trabalho traz

uma contribui¢do relevante para a area.

5. Conclusao

Conclui-se que o uso da solugdo diluidora composta predominantemente por frutose
apresentou maior eficiéncia na manutencao da qualidade espermatica apds o processo de
descongelamento e que a propor¢do 1:3 ¢ mais indicada e pode ser aplicada no
procedimento de criopreservagdo utilizando tubos criogénicos de 2,0 ml em Piaractus

mesopotamicus.
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CAPITULO II — Artigo

Efeitos de diferentes estratégias de congelamento sobre a integridade celular e a

motilidade espermatica de Piaractus mesopotamicus em criotubos de 2,0 mL

RESUMO

O uso de diferentes métodos de congelamento durante o processo de criopreservagao pode
diminuir e eliminar fatores que reduzem a viabilidade e a fertilidade do espermatozoide
apos sua aplicagdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes estratégias
de congelamento sobre a integridade celular e os parametros cinéticos do sémen
criopreservado de Piaractus mesopotamicus em criotubos de 2,0 mL. Para o
congelamento foi utilizado um delineamento experimental em blocos casualizados,
composto por quatro tratamentos e trés pools de s€émen. As amostras foram submetidas
a criopreservagao em criotubos 2,0 mL dispostos em quatro tratamentos: 1: vapor de
nitrogénio em caixa de isopor®; 2: dry shipper; 3: geladeira e 4: freezer. Para a
fertilizacdo, foi empregado um delineamento experimental inteiramente casualizado
composto por quatro tratamentos e trés repeticdes (pools de s€men), um “pool” de sémen
fresco (controle) ativados com solug¢do de 2,5% de frutose. O dry shipper apresentou
maiores médias de motilidade. Para VCL, VAP e VSL os métodos o tratamento por
geladeira ndo diferiu estatisticamente do dry shipper, freezer e isopor. Para as alteracdes
morfoldgicas, o dry shipper e freezer apresentaram maior percentual de espermatozoides
normais. Os diferentes métodos de criopreservacdo ndo influenciaram as taxas de
fertilidade. Conclui-se que o método de congelamento em dry shipper constitui uma
alternativa viavel para a criopreservacdo espermatica de Piaractus mesopotamicus,

podendo ser incorporado aos protocolos de criopreservacao da espécie.

Palavras-chave: Aquicultura, reproducao, s€émen, congelamento, fertilizagcao
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ABSTRACT

The use of different freezing methods during the cryopreservation process can decrease
and eliminate factors that reduce sperm viability and fertility after application. The aim
of this study was to evaluate the effect of different freezing strategies on the cellular
integrity and kinetic parameters of cryopreserved semen of Piaractus mesopotamicus in
2.0 mL cryotubes. For freezing, a randomized block design was used, consisting of four
treatments and three semen pools. Samples were cryopreserved in 2.0 mL cryotubes
arranged in four treatments: 1: nitrogen vapor in a styrofoam box; 2: dry shipper; 3:
refrigerator; and 4: freezer. For fertilization, a completely randomized experimental
design was employed, consisting of four treatments and three replicates (semen pools),
one pool of fresh semen (control) activated with a 2.5% fructose solution. The dry shipper
method showed higher average motility. For VCL, VAP, and VSL, the refrigerator
treatment method did not differ statistically from the dry shipper, freezer, and styrofoam
methods. For morphological alterations, the dry shipper and freezer methods showed a
higher percentage of normal spermatozoa. The different cryopreservation methods did
not influence fertility rates. It is concluded that the dry shipper freezing method
constitutes a viable alternative for sperm cryopreservation of Piaractus mesopotamicus,

and can be incorporated into cryopreservation protocols for this species.

Keywords: Aquaculture, reproduction, semen, freezing, fertilization
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1. Introducio

O pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1877) (Characiformes:
Serrasalmidae) ¢ um peixe de adgua doce nativo da América do Sul (Calcagnotto e
DeSalle, 2009), considerada uma espécie de grande importancia econdmica devido a
qualidade e sabor da carne (Urbinati e Gongalves, 2006), ao rapido crescimento (Jomori
et al., 2005) e ao bom desempenho em sistemas de criagdo (Abimorad e Carneiro, 2004).
Esses aspectos contribuiram para a expansao da produgdo no Brasil, totalizando 7,74 mil
toneladas e garantindo a sexta posi¢ao no ranking nacional de produg¢ado de peixes (IBGE,
2025).

A criopreservacdo espermatica em peixes desempenha um papel essencial para
minimiza¢do de impactos e otimizacdo da producdo, garantindo principalmente uma alta
variabilidade genética, pois ¢ considerada um método confidvel para preservacdo do
material genético (Streit Jr. et al., 2024), que possibilita a conservagdo da estrutura e
funcionalidade das células e tecidos vivos armazenados em baixas temperaturas,
tornando-os geneticamente viaveis, reversivelmente inativos do ponto de vista metabdlico
e com o minimo possivel de perda de eficacia (Pegg, 2007).

As lesdes causadas aos espermatozoides durante o processo de congelamento
ocorrem em decorréncia de diversos fatores, como a desidratacao,
cristalizagdo/recristalizagdo, mudancas na organizacao dos fosfolipideos na membrana
plasmatica (Mazur, 1984; Watson, 2000), estresse osmotico e toxico pela adigcdo e
remocgao de crioprotetores, desidratacao, aumento da concentragdo dos solutos e formacgao
de cristais de gelo (Bortolozzo et al., 2008).

Quando o congelamento ocorre de forma lenta, a célula pode perder 4gua suficiente
de forma a ndo se congelar internamente, onde o meio ao redor das células torna-se
levemente hiperosmotico, o que provoca aumento da tensdo na membrana plasmatica e
consequentemente a desidratagao celular (Mazur, 1984; Yang e Tiersch, 2009). Por outro
lado, conforme a temperatura ocorre mais rapidamente, a célula comeca a desidratar,
momento em que cristais de gelo comecam a se formar, rompendo a membrana, causando
danos irreversiveis a célula (Rezende e Marques, 2009). A taxa de congelamento ¢ um
equilibrio entre esses fatores (Salmito-Vanderley et al., 2012).

Considerando sua finalidade, a criopreservacdo do sémen de peixes surge como
uma solucgdo favoravel para alcangar resultados satisfatorios para a espécie, onde € visivel

a importancia do conhecimento e aperfeicoamento dos processos de congelamento, como
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o uso de técnicas que utilizem diferentes métodos de congelamento submetidos a
diferentes temperaturas, o que pode minimizar os danos estruturais dos espermatozoides
causados pelo processo de criopreservagdo e consequentemente desenvolver altas taxas
de fertilidade (Purdy, 2006).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
estratégias de congelamento sobre a integridade celular e os pardmetros cinéticos do

sémen criopreservado de Piaractus mesopotamicus em criotubos de 2,0 mL.

2. Material e Métodos

2.1. Selecao dos reprodutores

A sele¢ao dos reprodutores foi realizada em duas etapas. Inicialmente, foram
selecionados nove machos de P. mesopotamicus (3257,7+482,0 g) destinados
exclusivamente a criopreservagdo do s€émen. Na segunda etapa, apos a avaliagdo do
congelamento, selecionaram-se trés fémeas de C. macropomum (1204,8+592,8 g) para os
testes de fecundacao e mais dois machos (3248,7+£595,0 g) de P. mesopotamicus para o
tratamento controle com sémen fresco. Todos os peixes, com cerca de cinco anos de
idade, foram coletados no periodo reprodutivo (dezembro) na estagdo da APTA Regional
de Pariquera-A¢u/SP (24°36°31”’S; 47°53°48”W).

Os machos foram selecionados pela liberacdo de sémen apos leve pressdo
abdominal e as fémeas foram escolhidas com base em sinais externos como abdomen
dilatado e macio e papila genital avermelhada (Romagosa et al., 1990a) além da avaliagdo
intra-ovarica, sendo aceitas apenas aquelas com mais de 60% dos odcitos em migragao
da vesicula germinativa. Em seguida, os peixes foram transportados em caixas com
solucdo salina (1 g/ de NaCl) e oxigénio até o laboratério de Aquicultura da Faculdade
de Ciéncias Agrarias do Vale do Ribeira - FCAVR/UNESP/Registro/SP/BR (24°31'55"S
e 47°51'34"W), mantidos em tanques com aeracdo e parametros de dgua controlados
(temperatura (°C): 24,1°C+0,2; pH: 6,840,3; oxigénio dissolvido (ppm): 6,6+1,7; amonia:
0,940,0) e entdo submetidos a indu¢do hormonal.

Antes do experimento, os animais foram mantidos em viveiros escavados de 600
m? e 1,5 m de profundidade média, sob sistema semi-intensivo, com renovagao didria de
5 a 10% da agua e fotoperiodo natural. A densidade de estocagem foi de 0,13 kg/m?, e os

peixes foram alimentados trés vezes por semana com ragdo contendo 28% de proteina
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bruta, fornecida na propor¢do de 1% da biomassa. A alimentagdo foi suspensa 24 horas

antes da coleta dos gametas.

2.2. Inducao hormonal e coleta de gametas

Para a etapa do processo de criopreservagao e posterior fecundagdo, os 11 machos
utilizados foram induzidos com extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) diluido em
solucdo salina (0,9% NaCl - 0,5 mL kg-1) com dosagem tnica de 2,5 mg EBHC kg™

As fémeas receberam duas dosagens (0,5 e 5,0 mg de EBHC kg'! acompanhadas de
0,5 mL/kg! de prostaglandina sintética Ciosin® em um intervalo de doze horas)
(Criscuolo-Urbinati et al., 2012). As aplicagdes foram realizadas em relacdo a ordem de
coleta (primeiro os gametas masculinos e depois os gametas femininos) para evitar a
perda da viabilidade dos ovdcitos apos a coleta (Sanches et al., 2014).

Apo6s aproximadamente 240 horas-grau da inducdo hormonal os peixes foram
individualmente submetidos ao processo de extrusdo (Romagosa, 1990b; Bernardino e
Lima, 1999). Para os machos, a primeira gota de s€émen coletada foi descartada para evitar
contaminagdo pela presenc¢a de urina. O restante do sémen foi armazenado em tubo de
ensaio graduado Falcon de 15 mL e alocado em caixas de isopor contendo gelo em 15 °C
(Sanches et al., 2015). Na sequéncia, foi mensurada a motilidade objetiva selecionando-
se individualmente os machos que apresentaram amostra acima de 90% de células moveis
para formagdo de trés pools destinados ao processo de congelamento. Em fung¢do da
quantidade minima de s€émen necessaria para a aplicacdo dos tratamentos, optou-se por
realizar trés pools de s€émen de trés machos cada, garantindo assim, a quantidade minima
para as analises de motilidade e para a fecundagdo em larga escala.

Os odcitos coletados foram pesados (206,75+81,94 g) e selecionados 20 g de uma
unica fémea (213,40 g), selecionada pela melhor qualidade dos odcitos, para uso na
fertilizacao e obtencao de dados das fecundidades absoluta (399.224 odcitos) e relativa
(405 oocitos/g de fémea) que se apresentaram dentro dos padrdes observados para a
espécie (Godinho e Godinho, 1986; Romagosa et al., 1990). Dessa por¢do, foram
retiradas subamostras de 0,1 g para contagem e estimativa do nimero de odcitos a serem

fecundados, com base no calculo da dose inseminante.

2.3. Delineamento experimental
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Utilizou-se um delineamento experimental em blocos casualizados, composto por
quatro tratamentos (métodos de congelamento em isopor®, dry shipper, geladeira e
freezer) e trés pools de sémen coletados de nove machos individuais (bloco),
criopreservados na combinagao dos crioprotetores metanol 10% e frutose 5,0% — Synth®

(Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos aplicados para criopreservacao espermatica de pacu, P.
mesopotamicus

Tratamentos Métodos de Crioprotetor Bloco
congelamento
T1 Isopor
T2 Dry Shipper
T3 Geladeira Pool 1
T4 Freezer
T1 Isopor
T2 Dry Shipper Metanol 10% + Frutose Pool 2
T3 Geladeira 5,0%
T4 Freezer
T1 Isopor
T2 Dry Shipper
T3 Geladeira Pool 3
T4 Freezer

2.4. Criopreservagao espermatica

Para o congelamento das amostras (Figura 1), o material seminal dos trés “pools”
foi diluido individualmente em solugdo crioprotetoras (pH 7,2+0,1) composta por 10%
de metanol, e 5,0% de frutose — Synth® diluida em 4gua destilada, na propor¢ao de 1:9
(sémen:solugdo crioprotetora). Em seguida, o material foi envasado em criotubos de 2,0
mL (Kasvi®) por tratamento, com tempo de equilibrio de 15 minutos em temperatura
ambiente (15°C), dividido em globlets e alocado em racks.

As amostras foram entdo divididas em diferentes formas de congelamento; as
temperaturas aferidas com auxilio de termdometro e o congelamento realizado em quatro
tratamentos. No tratamento 1, as amostras foram submetidas a criopreservagao em vapor
de nitrogénio, utilizando uma caixa de isopor® (41 x 26 x 34 cm) posicionada sobre uma
estante de aco, a uma altura de 3 cm, durante 10 minutos, a -185 °C. No tratamento 2, a

criopreservacao foi realizada em dry shipper por 60 minutos, a temperatura de -170 °C.
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No tratamento 3, as amostras foram inicialmente mantidas em geladeira por 10 minutos
(4 °C), posteriormente acondicionadas em freezer por 30 minutos a -14 °C e, em seguida,
transferidas para dry shipper por 60 minutos a —170 °C. No quarto e tltimo tratamento,
as amostras permaneceram em freezer por 30 minutos a —14 °C, seguidas de
criopreservagao em dry shipper por 60 minutos a -170 °C. Ao término dos procedimentos,
todas as amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido por 24 horas.

Na sequéncia, um criotubo de cada tratamento foi retirado individualmente e imerso
imediatamente em banho-maria por 120 segundos/60°C para descongelamento. Em
seguida, as amostras descongeladas foram submetidas a analise objetiva de motilidade
espermatica e as que obtiveram melhores resultados de motilidade foram submetidas ao
processo de fertilizagdo. Analises pos-descongelamento de concentracdo, morfologia e
parametros cinéticos do espermatozoide foram mensurados.

A fim de garantir a maxima fertilidade, as amostras descongeladas foram
submetidas as analises do percentual de motilidade e concentracdo espermadtica para
estimativa da propor¢ao padrao de espermatozoides méveis por odcito (dose inseminante)
destinada ao processo de fertilizagdo (Sanches et al. 2011b). Andlises de alteracdes

morfoldgicas e cinética espermatica foram realizadas.
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empregada durante o processo de

criopreservacao espermatica de P. mesopotamicus.

2.5. Analise espermatica

A concentracdo espermatica foi determinada por contagem celular em camara

hematimétrica de Neubauer, conforme Sanches et al. (2011a), seguindo as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal (1998) para sémen de
mamiferos. As amostras foram fixadas em formol salino tamponado a 4,6% na dilui¢ao
de 1:1000 pL, e as células quantificadas em microscopio de luz trinocular (SolaristBel),

com objetiva de 40X.
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Para avaliar e quantificar as alteragdes morfoldgicas, amostras de s€émen de cada
tratamento foram fixadas em formol salino tamponado a 4,6% na dilui¢ao de 1:500, com
adi¢ao de 10 pL de Rosa Bengala (Streit Jr et al., 2004). As laminas foram preparadas
segundo Sanches et al. (2015), com analise de 200 células por campo em microscopio de
luz (60X), classificando os espermatozoides em normais ou defeituosos conforme Streit
Jretal. (2009).

A cinética dos espermatozoides criopreservados e frescos (controle) foi analisada
por sistema computadorizado com software de codigo aberto, conforme Wilson-Leedy e
Ingermann (2007). A partir de entdo, foi possivel multiplicar a média das taxas de
motilidade pela concentragdo espermatica, resultando na concentragdo de
espermatozoides moveis por mL.

Para o processo de ativagao (1:700 - s€émen: agua destilada), com auxilio de uma
pipeta (uL), as amostras foram rapidamente inseridas em uma camara de Neubauer
espelhada disposta em um microscopio de luz trinocular (SolaristBel) em objetiva 10x
contendo camera para gravagao dos videos (100 fps - Basler acA640-120gc), conectada
ao computador (CPU Intel Core 15 © 1,6 GHz, 8 GB de Ram) com sistema operacional
Microsoft Windows 10©. As analises foram realizadas 5 s pos-ativagdo (0,25 s - 25
frames), conforme procedimentos detalhados por Sanches et al. (2010; 2013) por meio
do software livre Imagel/plugin CASA. Os parametros avaliados foram: taxa de
motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento
(VAP) e velocidade em linha reta (VSL). Para isso, as configuragdes minimas para
garantir motilidade espermatica no plugin CASA foram: VSL=9, VAP=12, VCL=25,
adaptadas de Neumann et al. (2013).

2.6. Capacidade fecundante

Foi considerada como uma unidade experimental uma peneira de polipropileno (O:
6 cm; malha: 0,5 mm) contendo um volume de 1 g de o6cito. Apds a indugdo hormonal,
uma amostra de 40 g de odcitos de uma fémea foi coletada e destinada ao processo de
fertilizagdo. Os odcitos foram distribuidos em um delineamento experimental
inteiramente casualizado composto por quatro tratamentos e trés repeticoes (pools),
utilizando-se sémen criopreservado, tratamento controle composto por um “pool” de
sémen de trés machos ndo congelados, em triplicata (n=39) aos quais foram fertilizados

com a respectiva dose inseminante estimada em 100.000 espermatozoides moveis por
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odcito e ativadas com 5 mL da solucdo de frutose (2,5%). As unidades experimentais
foram distribuidas aleatoriamente em uma estrutura flutuante previamente instalada em
uma caixa d’agua de 500 L. Os ovos mantiveram-se em renovacdo de agua contante até
o momento da eclosdo das larvas.

Para a estimativa das taxas de fertilizagdo, oito horas apds a fertilizacao
(fechamento do blastéporo — 24,5 °C) (Weber et al., 2012; Amorim et al., 2009), os ovos
de todas as incubadoras (127,0+37,0 ovos/peneira) foram retirados individualmente e
classificados. Para a classificacdo, consideraram-se como ovos fertilizados (OF)
(translacidos e com desenvolvimento embrionario normal) e nao fertilizados (NF)
(opacos, brancos ou com embrido defeituoso), avaliados por meio da formula: TF (%) =
100 * (OF / (OF + NF)).

A eclosao das larvas ocorreu aproximadamente 18 horas ap6s a fertilizagao e para
estimativa das taxas de eclosao (TE) das incubadoras todas as larvas (LA) de cada unidade
experimental (peneiras) contabilizadas em estereomicroscopio binocular (objetiva de
10X) e calculadas através da formula: TE (%) = 100 * (LA / Namero total de ovos de
cada incubadora). As larvas foram classificadas em relagdo a sua morfologia, as normais
(LN) aquelas que ndo apresentaram nenhum tipo de alteracdo morfologica; e as
defeituosas (LD), as que apresentaram alteragcdes ou deformidades, como alteragdes na
nadadeira caudal e dificuldade na movimenta¢do, avaliadas pela formula: LN (%) = 100

* (LN / (LN + LD)).

2.7. Analise estatistica

Utilizou-se um delineamento experimental em blocos casualizados composto por
quatro tratamentos (métodos de congelamento) e trés pools de s€émen (bloco) por meio do
software Statistica®. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia de
efeitos principais (main effect ANOVA) a 5% de significancia. Em caso de efeito dos
tratamentos, foi aplicada andlise de compara¢do de médias de Duncan ao mesmo nivel.
Teste de Dunnett foi empregado especialmente para comparar cada média dos
tratamentos criopreservados em diferentes métodos de congelamento com a média do

tratamento controle (sémen fresco), individualmente.

3. Resultados
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As médias dos parametros do sémen fresco referentes aos “pools” utilizados estdo

representados na tabela 2.

Tabela 2. Média + desvio padrao dos parametros do sémen fresco (pools) de P.

mesopotamicus em 5 segundos pos-ativagao

Sémen fresco

Parametros Pool 1 Pool 2 Pool 3 (fer tli)l(i)zoz:g:ﬁo)
Volume (mL) 9,33 £2.08 9,50 4,77 8,83 £0,76 8,05+0,35
g“;‘(‘)ﬁ‘;‘l‘fz"xiﬂ) 40,66+ 1,15 51854058  5275+173 49,53 +2,52
Motilidade (%) 88,56 + 4,40 99,22 +0,77 100,00 + 0,00 95,68 £ 5,80
VCL (um s™) 206,76 27,64 223,51 +15,03 228,59+16,25 225,48 + 23,27
VAP (um s™) 146,22 + 18,15 168,48 £ 9,47 178,48 £ 12,95 167,94 +21,66
VSL (um s™) 121,00 + 14,90 139,28 + 8,17 147,39 +£10,35 138,76 £ 17,72

3.1. Cinética espermatica

A criopreservacdao resultou na diminuicdo da motilidade e das velocidades
espermaticas quando comparado ao sémen fresco. Para os parametros de cinética
espermatica, ndo foi observado efeito significativo das médias entre os pools. Todos os
tratamentos criopreservados diferiram do controle (s€men fresco), que apresentou os
maiores valores. Entretanto, a motilidade e as velocidades espermaticas diferiram
significativamente entre os métodos de congelamento (p<0,05), com o dry shipper
apresentando as maiores médias e o isopor as menores. Para a motilidade (Figura 2A), os
tratamentos por freezer e geladeira ndo diferiram entre si (p>0,05). Quanto a VCL (Figura
2B), VAP (Figura 2C) e VSL (Figura 2D), os métodos apresentaram comportamentos
semelhantes, sendo que o tratamento por geladeira ndo diferiu estatisticamente (p>0,05)

nem do dry shipper nem dos tratamentos por freezer e isopor.
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Figura 2. Parametros cinéticos de (A): taxas de motilidade (MOT); (B): Velocidade
curvilinear (VCL); (C): Velocidade média de deslocamento (VAP) e (D): Velocidade em
linha reta (VSL) obtidos por meio do software livre ImageJ/plugin CASA para esperma
criopreservado de trés “pools” (blocos) de sémen de P. mesopotamicus, sendo os
diferentes métodos de congelamento considerados como tratamentos € o s€émen fresco
como controle. Letras diferentes nas barras indicam diferenca (p<0,05) de acordo com o
teste de comparagdo de médias de Duncan. Asteriscos (*) representam diferenca (p<0,05)
de cada tratamento comparados individualmente ao fresco (controle) de acordo com teste
de Dunnett.

3.2. Alteracdes morfoldgicas

Para o percentual de alteragdes morfologicas, ndo foi observado efeito significativo
das médias entre os pools (p>0,05). Entretanto, houve diferenca entre os métodos de
congelamento (p<0,05), evidenciando influéncia sobre a integridade morfologica dos
espermatozoides ap0s a criopreservacao. Todos os tratamentos criopreservados diferiram
do controle (sémen fresco), que apresentou os maiores valores de espermatozoides

normais. O método por dry shipper e freezer apresentaram maior percentual de
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espermatozoides normais (Figura 3A), ndo diferindo entre si (p>0,05). Os métodos por
isopor e dry shipper apresentaram maiores frequéncias de espermatozoides com cauda
dobrada (Figura 3B), sem diferenga entre si (p>0,05), enquanto freezer ¢ geladeira
apresentaram maiores percentuais de cauda solta (Figura 3C), também sem diferirem
entre si (p>0,05). Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os
métodos de congelamento para os percentuais de cauda quebrada/fraturada (Figura 3D),

gota citoplasmatica (Figura 3D) e cabega solta (Figura 3E).
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Figura 3. Percentual de alteracdes morfologicas espermaticas obtidas de trés “pools” de sémen
criopreservados de P. mesopotamicus utilizando diferentes métodos de congelamento (tratamentos). (A):
normal; (B): cauda dobrada; (C): cauda quebrada/fraturada; (D): gota citoplasmatica; (E): cabeca solta e

(D): cauda solta. Letras diferentes nas barras indicam diferenca (p<0,05) de acordo com o teste de
comparacao de médias de Duncan.
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3.3. Capacidade fecundante

Para a capacidade fecundante, ndo foi observado efeito significativo das médias
entre os pools, métodos de congelamento e quando comparados ao tratamento fresco
(p>0,05), indicando que os diferentes métodos de criopreservagao nao influenciaram as
taxas de fertilizacdo (Figura 4A), eclosdo (Figura 4B) e normalidade das larvas (Figura

4C), mantendo-se a eficiéncia reprodutiva.
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Figura 4. Taxas de fertilizagao (A), eclosdo (B) e larvas normais (C) obtidas a partir de trés “pools” de
sémen criopreservados de P. mesopotamicus, utilizando peneiras como unidade experimental, sendo os
diferentes métodos de congelamento considerados como tratamentos e o sémen fresco como controle.
Letras diferentes nas barras indicam diferenca (p<0,05) de acordo com o teste de comparagdo de médias
de Duncan.
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4. Discussao

No experimento conduzido, a utilizagdo de distintos métodos de congelamento na
criopreservacao resultou em uma reducdo da motilidade espermatica, assim como ja
observados por Streit Jr et al. (2009) e Spica et al. (2024) para a mesma espécie. Esse
processo envolve uma série de alteragdes bioldgicas decorrentes de estresses fisico-
quimicos que afetam diretamente a viabilidade e a funcionalidade celular, onde a
formagdo de gelo extracelular promove o aumento da concentragdo de solutos no meio,
induzindo a saida de 4gua da célula e resultando em desidratacdo e reducao do volume
celular (Muldrew e McGann, 1990; Hammerstedt et al., 1990). A transicao de fase dos
fosfolipidios da membrana plasmadtica durante o resfriamento compromete a fluidez e a
organiza¢cdo da bicamada lipidica, afetando proteinas de membrana e canais i6nicos
essenciais para a ativagdo da motilidade espermadtica (Parks e Graham, 1992).

Nessas condi¢des, um pico de temperatura pode provocar danos significativos as
estruturas celulares dos espermatozoides, incluindo o nucleo, as mitocondrias, a
membrana plasmatica e o flagelo (Lahnsteiner et al., 1992; Zhang et al., 2003; Xin et al.,
2020). Assim, a qualidade espermatica pds-descongelacdo depende da capacidade de
manuten¢do da integridade de membranas, do equilibrio osmoético e da preservagdo das
estruturas responsaveis pela motilidade e pela fecundagao.

O método de congelamento dry shipper apresentou maior desempenho para
motilidade (59,37£3,39) e velocidades. Este método ja foi testado com sucesso em
protocolos de criopreservacao de diversas espécies de peixes Characiformes e ¢ o mais
utilizado em relacdo aos equipamentos para reducdo da temperatura no processo de
criopreservacao espermadtica (Salmito-Vanderley et al., 2014). Os métodos alternativos
(geladeira e freezer) também apresentaram desempenho satisfatorio tanto para os
parametros de motilidade respectivamente obtidos (32,93+3,23 e 41,27<11,15) e
velocidades, quanto para a utilizacdo dos trés diferentes “pools”. Resultados semelhantes
j& foram relatados para o sémen de P. mesopotamicus mantido por até 30 horas em
refrigerador doméstico (Lima et al., 1989), embora, nesse estudo, ndo tenham sido
informados os indices de motilidade.

A eficiéncia da criopreservacdo espermatica estd diretamente relacionada a
interagdo entre o tipo e a concentragdo do crioprotetor e a velocidade de congelamento
empregada, uma vez que ambos modulam os mecanismos de formagdo de gelo e

desidratacdo celular (Mazur, 1984; 2004). O metanol ¢ um crioprotetor permeéavel que
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apresenta cinética de difusdo rapida, considerados substancias com alta solubilidade em
agua e de baixo peso molecular capazes de penetrar a membrana celular e desempenhar
sua agdo crioprotetora por todo o citoplasma e organelas (Hubalek, 2003) reduzindo a
formacao de cristais de gelo intracelulares e os danos associados a desidratagao (Watson,
2000).

Para tanto, em velocidades de congelamento mais lentas, como as obtidas em
sistemas de geladeira ou freezer, ocorre maior tempo para saida de agua da célula,
favorecendo a desidratagdo e reduzindo a formacdo de gelo intracelular, porém
aumentando o risco de danos por efeito de solucao, onde nesse cendrio, a acdo do
crioprotetor ¢ fundamental para equilibrar o fluxo osmoético e preservar a integridade
estrutural da célula (Mazur, 2004; Watson, 2000). Por outro lado, métodos que promovem
resfriamento mais rapido, como o uso de caixas de isopor com vapor de nitrogénio ou
sistemas do tipo dry shipper, reduzem o tempo de desidratacao celular e diminuem o risco
de formagao de gelo intracelular, sendo essencial a presenca de crioprotetores permeaveis
com rapida difusdo para evitar a nucleacdo de cristais (Cabrita et al., 2010; Tiersch, 2011).
Dessa forma, a escolha do crioprotetor deve ser ajustada ao método de congelamento
empregado, seja em isopor, dry shipper, geladeira ou freezer, de modo a otimizar a taxa
de resfriamento e minimizar os danos celulares, refletindo diretamente na manutengao da
motilidade espermatica e da capacidade de fertilizacdo apos a descongelagdo (Viveiros e
Godinho, 2009).

Viveiros et al. (2009; 2012) e Maria et al. (2006) demonstraram que, apesar da
eficiéncia do metanol em diferentes espécies de peixes, sua atuacao depende da
compatibilidade entre a taxa de resfriamento e a cinética de difusdo do crioprotetor. Nesse
contexto, a utilizagdo do isopor por aproximadamente 10 minutos a -185 °C pode ter
promovido um resfriamento inicial excessivamente rapido, reduzindo o tempo disponivel
para desidratagdo celular adequada e favorecendo a formacao de gelo intracelular. Assim,
a combinagdo entre metanol e um sistema de congelamento pouco controlado pode
resultar em menor qualidade espermatica pos-descongelamento, indicando que ajustes na
taxa de resfriamento ou no tempo de equilibrio sdo essenciais para otimizar a
criopreservacao do s€émen de pacu.

Para as alteragdes morfoldgicas a criopreservagdo com método de congelamento
por dry shipper e freezer resultaram em taxas de espermatozoides normais superiores aos
demais tratamentos, obtendo médias de (23,67£5,52 e 26,83+7,82), respectivamente.

Resultados inferiores aos obtidos por Teodozia et al. (2020), que verificaram para a
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mesma espécie percentuais de 40,36+8,35 de espermatozoides normais utilizando dry
shipper e 45,37+6,72 utilizando metodologia adaptada em freezer (-60 °C). O estudo
apresentou baixo percentual de anormalidades espermaticas em relagdo aos
espermatozoides normais. O baixo percentual de anormalidades espermaticas nao
influenciou as taxas de motilidade e fertilizagao no presente experimento, fator que pode
ser explicado por Cosson et al. (1999), que relataram que o aumento de anormalidades
pode reduzir a motilidade e, consequentemente, a taxa de fertilizacdo devido a alteragdes
estruturais que comprometem o funcionamento do aparato flagelar responsavel pela
locomocao.

A motilidade e velocidades dos espermatozoides sdo os principais parametros
empregados para verificar a qualidade do sémen voltada a fecundagdo (Gallego et al.,
2018), os quais estao relacionados diretamente com a capacidade fertilizante do sémen
(Viveiros et al., 2010). No presente estudo foi aplicada uma dose calculada de
inseminante que consiste no nimero de espermatozoides moveis por oocito, a fim de
garantir uma maxima fertilidade e uma melhora significativa nas taxas de fertilizagdo,
visto que uma dose excessiva pode induzir a polispermia e doses reduzidas podem reduzir
a probabilidade de encontro de gametas (Shimoda et al., 2007).

Apesar da perda de motilidade durante o processo de criopreservacdo, a correcao
da dose inseminante no processo de fecundagao ocasionou em altas taxas de fertilidade,
sendo fertilizacao (73,82+9,96), eclosao (47,87£8,01) e normalidade das larvas
(84,46+5,03). Este resultado ¢ maior ao encontrado para a mesma espécie por Carolsfeld
et al. (2003) que verificaram cerca de 52,8+15,5% de taxa de fertilizacdo do sémen
criopreservado em um container do tipo dry shipper a —196 °C em 7 minutos.

A variag@o observada nos “pools” pode ser devida aos machos utilizados, assim
como ja vista por Sanches et al. (2013), que afirmam que ha uma grande variabilidade no
comportamento resultante entre os individuos, o que consequentemente ocasiona a
variacdo nos parametros espermaticos. Dietrich et al. (2017) também afirmam que os
fatores que regulam a tolerancia do sémen de carpa a criopreservacdo podem estar
relacionados aos diferentes perfis proteicos do plasma seminal. Alavi e Cosson (2005;
2006) asseguram que essa diferenca nas taxas de motilidade pode estar relacionada com

a pressao osmatica, pH, osmolalidade e temperatura do plasma seminal.
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5. Conclusao

Conclui-se que, em criotubos de 2,0 mL, o congelamento em dry shipper favorece
a manutencdo da integridade celular e da motilidade espermatica de Piaractus
mesopotamicus, constituindo estratégia adequada para o aperfeicoamento do protocolo

de criopreservacgdo da espécie.
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CAPITULO III — Artigo

E possivel produzir hibrido tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus

mesopotamicus) utilizando sémen criopreservado de P. mesopotamicus?

RESUMO

Com o desenvolvimento da tecnologia de cruzamento de peixes, a criopreservagao
espermatica pode desempenhar um papel crucial na produgdo de espécies hibridas, que
busca elevar os rendimentos produtivos ao ponto de vista comercial que objetiva produzir
animais com melhor desempenho especifico. Com isso, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da criopreservacao sobre o desempenho reprodutivo de Piaractus
mesopotamicus em cruzamento intergenérico com Colossoma macropomum, por meio
dos indices de fertilizacao, desenvolvimento embrionario ¢ normalidade larval. Para o
congelamento, utilizou-se trés pools de s€émen provenientes de nove machos individuais,
diluidos em metanol 10% e frutose 5,0% como crioprotetores, na propor¢dao de 1:9
(s€men:solu¢do), criotubos 2,0 mL como recipiente de armazenamento do sémen e
criopreservados em dry shipper e nitrogénio liquido. Para a fertilizagdo, utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado, composto por quatro tratamentos, o sémen
criopreservado proveniente dos trés “pools”, tratamento controle composto por um “pool”
de sémen fresco e trés repeticdes, em triplicata. Os parametros cinéticos espermaticos
diferiram significativamente (p<0,01) entre os tratamentos, com valores maiores no
sémen fresco. Observou-se maior propor¢do de espermatozoides normais no tratamento
fresco. Nao houve diferenca (p>0,05) entre o uso de s€émen fresco e sémen criopreservado
nas taxas de fertilizagcdo e eclosdo. Para larvas normais houve desempenho inferior no
tratamento com sémen criopreservado. Conclui-se que o protocolo utilizando tubos
criogénicos de 2,0mL possibilita a producdo de larvas do hibrido tambacu a partir de
sémen criopreservado de Piaractus mesopotamicus de forma satisfatoria e pode ser

aplicado em escala comercial.

Palavras-chave: Aquicultura, reproducio, espécie nativa, congelamento, sémen
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ABSTRACT

With the development of fish crossbreeding technology, sperm cryopreservation can play
a crucial role in the production of hybrid species, aiming to increase productive yields to
a commercial standpoint and produce animals with better specific performance.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of cryopreservation on
the reproductive performance of Piaractus mesopotamicus in intergeneric crosses with
Colossoma macropomum, through fertilization indices, embryonic development, and
larval normality. For freezing, three pools of semen from nine individual males were used,
diluted in 10% methanol and 5.0% fructose as cryoprotectants, in a 1:9 ratio
(semen:solution), 2.0 mL cryotubes as semen storage containers, and cryopreserved in a
dry shipper and liquid nitrogen. For fertilization, a completely randomized design was
used, consisting of four treatments: cryopreserved semen from the three "pools," a control
treatment consisting of a "pool" of fresh semen, and three replicates in triplicate. Sperm
kinetic parameters differed significantly (p<0.01) between treatments, with higher values
in fresh semen. A higher proportion of normal spermatozoa was observed in the fresh
treatment. There was no difference (p>0.05) between the use of fresh semen and
cryopreserved semen in fertilization and hatching rates. For normal larvae, there was
inferior performance in the treatment with cryopreserved semen. It is concluded that the
protocol using 2.0 mL cryogenic tubes allows for the satisfactory production of tambacu
hybrid larvae from cryopreserved Piaractus mesopotamicus semen and can be applied on

a commercial scale.

Keywords: Aquaculture, reproduction, native species, freezing, semen
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1. Introducio

A criopreservagdo espermatica de peixes € uma técnica utilizada que possibilita o
armazenamento do material genético em baixas temperaturas, conservando-se a estrutura,
funcionalidade das células e tecidos vivos, tornando-os geneticamente viaveis e
reversivelmente inativos do ponto de vista metabdlico (Pegg, 2007, Viveiros et al., 2009,
Martinez-Paramo et al., 2009). Além disso, auxilia na fecundacdo quando hé assincronia
da maturidade gonadal entre machos e fémeas; viabiliza o transporte de células; auxilia
no estabelecimento de programas de hibridizagdo com peixes de diferentes periodos
reprodutivos (Viveiros, 2005; Maria et al., 2009).

Outro pronto relevante ¢ que com o desenvolvimento da tecnologia de cruzamento
de peixes, a criopreservacao espermatica pode desempenhar um papel crucial na produgao
de espécies hibridas, que busca elevar os rendimentos produtivos ao ponto de vista
comercial com produgdo de proles com maior rusticidade, produtividade e melhor
adaptabilidade a criagdo quando comparado as espécies parentais (Bartley et al., 2001;
Botero et al., 2004). Este fator é observado no hibrido interespecifico tambacu
(cruzamento da fémea de Colossoma macropomum x macho de Piaractus
mesopotamicus), ao qual desempenha um papel vital como uma espécie de peixe de agua
doce economicamente significativa no Brasil, ocupando, juntamente com a tambatinga
(outro hibrido) a terceira posi¢do no ranking nacional de producdo de peixes (IBGE,
2025). Esse hibrido apresenta caracteristicas favoraveis a sua producao como, rusticidade,
taxa de crescimento superior em relagdo a seus parentais (Calcagnotto et al., 1999; Porto-
Foresti et al., 2008; Hashimoto et al., 2012) e tolerancia a baixas temperaturas, o que
favorece a produgao da espécie em regides com temperaturas mais frias (Fernandes et al.
2018).

Estudos voltados a criopreservacdo espermdtica de P. mesopotamicus ja foram
realizados e apresentam resultados eficazes para a espécie (Carolsfeld et al., 1990; Fogli
da Silveira et al., 1990; Bedore, 1999; Streit Jr et al., 2009; Carvalho et al., 2014; Galo et
al., 2019), mas nenhum voltado a produgdo de tambacu com uso de sémen
criopreservacao foi executado, sendo este estudo o primeiro relato deste caso.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a possibilidade de formacdo do hibrido
tambacu (C. macropomum x P. mesopotamicus) utilizando sémen criopreservado de P.

mesopotamicus.
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2. Material e Métodos

2.1. Selecao dos reprodutores

Para o processo de criopreservacao, foram selecionados nove machos de P.
mesopotamicus (2,45+0,29 kg) que liberaram sémen sob pressdo abdominal no sentido
encéfalo-caudal. Apos a obtencdo dos resultados da criopreservacao, trés fémeas de C.
macropomum (10,27£1,7 kg) foram selecionadas para os testes de fecundacao, sendo
aquelas que apresentaram abdoémen dilatado e macio, além de papila genital avermelhada
(Romagosa et al. 1990), e por meio da coleta intra-ovérica de uma amostra de oocitos
para analise da migragdo da vesicula germinativa, selecionadas apenas as fémeas com
mais de 60% dos ntcleos em processo de migracdo. Além disso, o sémen de dois machos
adicionais (3,70+0,85 kg) foi utilizado por meio de um “pool” na fecunda¢do como
tratamento controle.

Os animais selecionados foram transferidos em laboratério para a realizacdo dos
procedimentos experimentais. Os peixes foram alocados em caixas d’agua circulares de
500 L com aeragdo constante, temperatura (°C): 23,8+0,3; pH: 6,6+0,4; oxigénio
dissolvido (ppm): 7,8+1,6; amoénia: 0,1+£0,0 e, em seguida, submetidos ao protocolo de

indu¢do hormonal.

2.2. Indugao hormonal e coleta de gametas

Para a criopreservagado e a fecundagdo, os 11 machos foram induzidos com extrato
bruto de hipofise de carpa (EBHC) diluido em solugao salina (0,9% NaCl; 0,5 mL kg™),
em dose unica de 2,5 mg kg'. As fémeas receberam duas aplicacdes de EBHC (0,5 ¢ 5,0
mg kg'), associadas a 0,5 mL kg™ de prostaglandina sintética Ciosin®, com intervalo de
12 horas (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). As aplica¢des seguiram a ordem de coleta,
primeiro os gametas masculinos e depois os femininos, para preservar a viabilidade dos
ovocitos (Sanches et al., 2014).

Apos cerca de 240 horas-grau, os peixes foram submetidos a extrusao (Romagosa,
1990b; Bernardino e Lima, 1999). Nos machos, a primeira gota de sémen foi descartada
para evitar contaminagdo por urina (Marques et al., 2021), e o restante foi coletado em
tubos de 15 mL e mantido a 15 °C (Sanches et al., 2015). Na sequéncia, foi mensurada a

motilidade objetiva selecionando-se individualmente os machos que apresentaram
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amostra acima de 90% de células moveis para formagdo de trés pools destinados ao
processo de congelamento.

Os odcitos coletados foram pesados (317,51£176,26 g) e selecionados 20 g
provenientes de uma unica fémea (455,52 g), escolhida pela melhor qualidade dos
odcitos, para a etapa de fertilizacdo e obtencdo de dados das fecundidades absoluta
(578.510 odcitos) e relativa (51 odcitos/g de fémea). Amostras de 0,1 g foram utilizadas
para contagem e estimativa do nimero de oocitos a serem fecundados, a partir do calculo

da dose inseminante.

2.3. Criopreservacao espermatica

Para o congelamento, utilizou-se trés pools de sémen provenientes de nove machos
individuais, diluidos em uma solucdo crioproterora composta por metanol 10% e frutose
5,0% (Synth®), &agua destilada como solucdo diluidora, na propor¢do de 1:9
(sémen:solugdo) (pH 7,5+0,1).

Em uma caixa de isopor resfriada a 15 °C, o material foi envasado em criotubos de
2,0 mL (Kasvi®), com tempo de equilibrio de 15 minutos, e em seguida alocados em
vapor de nitrogénio em um container criogénico do tipo Dry shipper (YDH-8-80/8 litros)
a -170 °C durante duas horas. Apos, os criotubos foram transferidos para um contéiner
“tipo liquido” (XT20/40 litros) onde foram armazenados em nitrogénio liquido a -196 °C
por duas horas. Para o descongelamento das amostras, o criotubo de cada tratamento foi
retirado individualmente e imerso imediatamente em banho-maria a 60 °C por 120
segundos.

A fim de garantir a maxima fertilidade e uma melhora significativa nas taxas de
fertilizacdo, as amostras descongeladas foram submetidas as andlises do percentual de
motilidade (96,00+1,80) e da concentracio (2,40+0,30 x 10° espermatozoides mL™!) para
estimativa da proporcao padrao de espermatozoides moveis por oocito (dose inseminante)
destinada ao processo de fertilizagdo (Sanches et al. 2011b). Andlises de alteracdes
morfolodgicas e cinética espermatica foram realizadas.

A motilidade dos espermatozoides criopreservados e frescos foi avaliada por
método computadorizado com software de codigo aberto (Wilson-Leedy e Ingermann,
2007). Apds o processo de ativacao (1:700 - sémen: dgua destilada) os videos (100fps)
foram avaliados em cinco segundos pods-ativagdo (0,25 s - 25 frames), conforme

procedimentos detalhados por Sanches et al. (2010; 2013), por meio do software livre
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Imagel/plugin CASA. Os parametros avaliados foram: taxa de motilidade (MOT),
velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento (VAP) e velocidade em
linha reta (VSL). Para isso, as configuragdes minimas para garantir motilidade
espermatica no software foram: VSL=3, VAP=10, VCL=15 adaptadas de Neumann et al.
(2013).

Para a concentragdo, o sémen foi fixado individualmente em solu¢do de formol
salino tamponado (4,6%) na propor¢do de 1:1000 puL. A contagem celular foi realizada
em camara hematimétrica de Neubauer, com auxilio de microscopio dOptico trinocular
(SolaristBel) em objetiva de 40X (Sanches et al. 2011a), e o célculo seguiu as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Reprodug¢do Animal (1998) para sémen de
mamiferos.

Para as alteracdes morfologicas dos espermatozoides, o sémen foi fixado
individualmente na propor¢ao de 1:500 em formol salino tamponado a 4,6%, acrescido
de 5 puL do corante Rosa Bengala (Streit Jr et al., 2004). Para a avaliacdo, duas aliquotas
de 10 pL da amostra foram distribuidas sobre laminas histoldgicas e processadas
conforme Sanches et al. (2015), com andlise de 200 células por campo, em triplicata,
utilizando microscopio Optico com objetiva de 60X. Os espermatozoides foram
classificados como normais ou conforme o grau de defeitos, de acordo com Streit Jr. et

al. (2018).

2.4. Analise de fertilidade

Os oocitos foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por quatro tratamentos, o sémen criopreservado proveniente dos
trés “pools”, tratamento controle composto por um “pool” de sémen de dois machos
frescos e trés repeticdes, em triplicata (n=36), fertilizados com a respectiva dose
inseminante estimada em 100.000 espermatozoides moveis por odcito e ativados com 5
mL da solucdo de frutose 2,5%. Foi considerada como uma unidade experimental uma
peneira de polipropileno utilizada como incubadora (@: 6cm; malha: 0,5 mm) contendo
um volume de 0,1 mL de o6cito (127,043,60). As unidades experimentais foram alocadas
aleatoriamente em uma estrutura flutuante previamente instalada em uma caixa d’agua de
500 L, sob aeracao continua, garantindo a movimentacao constante dos ovos até a eclosio

das larvas.
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Oito horas apos a fertilizagdo, no estagio de fechamento do blastoporo a 24,5 °C
(Weber et al., 2012; Amorim et al.,, 2009), realizou-se¢ a estimativa das taxas de
fertilizagdo. Nessa etapa, os ovos de todas as incubadoras foram retirados
individualmente e classificados em fertilizados (OF) os translicidos e com
desenvolvimento embriondrio normal e ndo fertilizados (NF) os opacos, esbranquigados
ou com embrido defeituoso. A taxa de fertilizagdo foi calculada pela formula: TF (%) =
100 x (OF / (OF + NF)).

Cerca de 18 horas apos a fertilizagao, ocorreu a eclosdo das larvas. Para determinar
as taxas de eclosdo (TE), todas as larvas (LA) de cada unidade experimental foram
retiradas, sedadas com eugenol (10 mg/L) e contadas em estereomicroscopio binocular
com objetiva de 10X. A taxa foi calculada pela féormula: TE (%) = 100 x (LA / numero
total de ovos de cada incubadora). Durante a contagem, as larvas foram classificadas
quanto a morfologia em normais (LN), quando ndo apresentavam alteracdes, e
defeituosas (LD), quando exibiam deformidades ou anormalidades como alteragdes na
nadadeira caudal e dificuldade de movimentagao, sendo a propor¢do de larvas normais

obtida por: LN (%) = 100 x (LN / (LN + LD)).
2.5. Andlise estatistica

Para as variaveis de cinética espermdtica e morfologia, as médias dos tratamentos
com sémen fresco e criopreservado foram comparadas por meio do teste ¢ de Student,
apos a verificagdo dos pressupostos de normalidade, adotando-se nivel de significancia
de 5%.

3. Resultados

Os parametros do sémen fresco referentes aos trés pools utilizados estdo

representados na tabela 1.
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Tabela 1. Média = desvio padrdo dos parametros do sémen fresco (pools) de P.
mesopotamicus em 5 segundos pds-ativacao

Sémen fresco

Parametros Pool 1 Pool 2 Pool 3 I.’(.)Ol =
(fertilizacio)
Volume (mL) 8,17+0,76 9,00 + 2,00 7,83 + 3,00 7,09 £ 0,10
Concentracio
(x10° espermatozoides mL") 13,57 + 1,06 12,20 + 1,97 13,64 + 0,47 14,04 £ 0,79
Motilidade (%) 96,53 + 4,38 97,09 + 1,63 99,07 £ 0,43 96,61 + 3,22
VCL (um s) 191,99 £9,19 200,31 +£4,31 181,33 £16,30 198,68 + 5,08
VAP (um s™) 139,59 £ 18,91 165,52 + 8,23 141,09 + 30,13 163,08 £ 7,71
VSL (um s) 115,21 +£15,54 136,83 £ 7,17 116,94 + 25,05 135,03 £ 6,51

Os parametros cinéticos espermaticos diferiram significativamente (p<0,01) entre
os tratamentos, com valores maiores no sémen fresco, em que a motilidade (MOT)
(Figura 1A) e as velocidades VCL (Figura 1B), VAP (Figura 1C) e VSL (Figura 1D)
foram reduzidas apds a criopreservacao, evidenciando a influéncia da aplicagdo dessa
técnica sobre a movimentagdo ¢ o desempenho cinético dos espermatozoides (Figura 1).
Os parametros espermaticos do tratamento fresco apresentaram médias de MOT (%):
97,56+2,61; VCL (um s7'): 191,21£12,65; VAP (um s'): 148,73+22,18 ¢ VSL (um s™!):
123,00+18,40. Apo6s a aplicagdo da técnica de criopreservagao, as médias obtidas para a
cinética dos espermatozoides foram: MOT (%): 44,57+11,08; VCL (um sV):
127,37+36,60; VAP (um s!): 66,84+10,95 e VSL (um s™): 55,3749, 16.
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Figura 1. Parametros de (A) Motilidade; (B) Velocidade Curvilinear; (C) Velocidade média
da trajetoria (VAP); (D) Velocidade linear progressiva, obtidos por meio do software livre
Imagel/plugin CASA em 5 segundos pos-ativagdao, para do sémen criopreservado de P.
mesopotamicus com trés diferentes “pools”, em comparacdo ao s€émen fresco.

A andlise de alteragcdes morfologicas evidenciou diferengas significativas (p<0,01)

entre o sémen criopreservado e o fresco em todas as varidveis avaliadas. Observou-se

maior proporc¢do de espermatozoides morfologicamente normais no tratamento fresco,

enquanto as amostras criopreservadas apresentaram redu¢do acentuada dessa varidvel

(Figura 2A). Ressalta-se que a criopreservacdo promoveu aumento significativo nas

anomalias espermaticas, com maiores frequéncias de cauda dobrada (Figura 2B), gota

citoplasmatica (Figura 2C), cabega solta (Figura 2D), cauda solta (Figura 2E) e cauda

curta (Figura 2F).

69



Doutoranda — Ana Regina Seabra de Souza Orientador: Prof. Dr. Eduardo Anténio Sanches

100 - 50
® Media Desvio Padrdao tect .
ttest: -22,26; p<0,01 —— (A) Hast; 8.31p=0,01 (B)
80 40
9
T 60 8 30
P g —
E 8 '
2 40 B 20 —=
]
. )
20 10
T
0 0
Descongelado Fresco Descongelado Fresco
Tipo de sémen Tipo de sémen
50 50
ttest: 10,22; p<0,01 (C) ttest: 17,95; p<0,01 (D)
40 40
g
@ X
] =
= 30 5
a 2
s _ 3
2 20 t 820
@ ¥ Q
e
(O]
10 10 —
b —
0 0
Descongelado Fresco Descongelado Fresco
Tipo de sémen Tipo de sémen
50 50
test: 8,85; p<0,01 (E) ttest: 11,84; p<0,01 (F)
40 40
= 30 5 30
3 3
(1] @
el
g 20 3 20
© [§]
10 pa— — 10 §
0 0
Descongelado Fresco Descongelado Fresco

Tipo de sémen Tipo de sémen

Figura 2. Pardmetros de alteragdes morfologicas do sémen criopreservado de P.
mesopotamicus com trés diferentes “pools”, em comparacdo ao sémen fresco
classificados em (A) Normal; (B) Cauda dobrada; (C) Gota citoplasmatica; (D) Cabeca
solta; (E) Cauda solta e (F) Cauda curta.

Nao houve diferenga significativa (p>0,01) entre o uso de sémen fresco e s€émen
criopreservado nas taxas de fertilizagdo (Figura 3A) e eclosdo (Figura 3B) observadas.
Esses resultados indicam que o processo de criopreservacdo ndo comprometeu a
capacidade fecundante dos espermatozoides, mantendo sua viabilidade funcional ap6s o
descongelamento. Entretanto, para a proporcao de larvas normais (Figura 3C), foi

observada diferenca significativa (p<0,01), com desempenho inferior no tratamento com
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sémen criopreservado, indicando melhor qualidade larval quando utilizada a amostra com

sémen fresco.
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Figura 3. Taxa de fertilizacdo (A), eclosdo (B) e larvas normais (C) do sémen
criopreservado de P. mesopotamicus com trés diferentes “pools”, em comparacdo ao
sémen fresco aplicando-se teste t-student.

4. Discussao

Apesar de ndo haver um valor minimo definido para os parametros da cinética
espermatica dos espermatozoides de peixes que assegure, por si s0, a eficacia do sémen,
os resultados observados na maioria dos estudos sdo adotados como referéncia e
utilizados como indicativo de qualidade seminal. Com isso, os parametros espermaticos
verificados na avaliacdo do sémen fresco neste estudo garantiram a confiabilidade
necessaria para a realizacao dos objetivos propostos.

Para os parametros de cinética espermatica, foi observada uma reducdo nas taxas
de motilidade e velocidades apds o processo de criopreservagdo, que pode ser ocasionada

devido a fatores como as diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas do meio de
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ativacao e plasma seminal (Morisawa, 2008) e a sensibilidade dos espermatozoides frente
a acao dos crioprotetores (Viveiros e Godinho, 2009).

Ainda com essa reducdo, o presente estudo apresentou médias superiores de
motilidade (44,57+11,08), VCL (um s): 127,37+36,60; VAP (um s): 66,84+10,95 e
VSL (um s): 55,37+9,16, para o sémen criopreservado, quando comparadas a estudos
elaborados para a mesma espécie (Galo et al., 2019; Teodozia et al., 2020).

Além disso, foram observadas variagdes dos parametros cinéticos entre os
diferentes pools. Conforme Bobe e Labbé (2010), machos sdo diferentes entre si, mesmo
pertencentes a mesma espécie, pois apresentam variagdes genéticas, fisiologicas e
reprodutivas que influenciam diretamente o desempenho seminal e o sucesso no processo
de fecundagao.

Segundo Murgas et al. (2011), a redug@o da motilidade dos espermatozoides em
parte ocorre por uma queda na oferta de energia, que ocorre durante o processo de
movimentagdo. No presente experimento, foi utilizada uma solugdo composta por 2,5%
frutose no processo de ativacdo do sémen, o que pode ter influenciado a motilidade e
velocidades do sémen, visto que a frutose possui capacidade de fornecer substrato
energético para as células germinativas masculinas (Adames et al. 2015).

A diminui¢ao na porcentagem de espermatozoides normais e a presenga das
patologias (cauda curta, cauda dobrada, gota citoplasmatica, cabeca e cauda soltas)
identificadas para o sémen criopreservado de P. mesopotamicus neste estudo, esta
diretamente ligada aos processos de criopreservagdo, que pode provocar desestruturagcdo
dos espermatozoides em decorréncia de choques térmicos e osmdticos e da formagdo de
cristais de gelo durante o congelamento e o descongelamento (Watson e Morris, 1987).
Este fato pode ser corroborado por Streit Jr et al. (2018) em sémen criopreservado da
mesma espécie, que obtiveram 31,50+12,30 para espermatozoides morfologicamente
normais, 54,60+7,59 para anomalias primarias e 13,91+6,13 para as secundarias. A
porcentagem de anormalidades primarias nos espermatozoides € a principal varidvel que
influencia as taxas de fertilizagdo e eclosdo no sémen fresco ou descongelado (Galo et al.,
2019). No presente experimento, o percentual de patologias primarias ocorreu em menor
nimero (10,28+2,92) quando relacionado as patologias secunddrias.

A média obtida no presente estudo para fertilizacdo do s€men fresco do tambacu
foi de 57,714+4,32, resultado inferior ao obtido por Morais et al. 2018, que verificaram
uma média de 93,00+1,1 para a mesma espécie hibrida. Analisando os pardmetros do

sémen criopreservado com a reduzida ocorréncia de anomalias primdrias e os valores
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adequados de cinética espermatica, observa-se que o processo de criopreservacao nao
interferiu na taxa de fertilizacdo para esses tratamentos. Ressalta-se ainda, que quando o
protocolo empregado neste estudo ¢ comparado a outro protocolo utilizado em outra
espécie hibrida (Zeng et al., 2024), os resultados encontrados sao superiores ¢ de maior
eficiéncia.

Os resultados obtidos para fertilizacdo mostram que o sémen criopreservado de P.
mesopotamicus manteve seu potencial de fertiliza¢do, resultando em uma eclosdo bem-
sucedida, aos quais nao apresentaram diferenca com o tratamento fresco. Quanto a
normalidade das larvas, houve influéncia da criopreservacdo, onde, embora a
criopreservacdo mantenha a viabilidade funcional para a fecundagdo, o processo pode
ocasionar alteragdes subcelulares, como danos a membrana plasmatica, ao acrossomo e
ao DNA espermatico, que nao impedem a fertilizacdo, mas podem comprometer o
desenvolvimento embrionario subsequente e a qualidade larval (Watson, 2000; Bobe ¢
Labbé, 2010; Herraez et al., 2016).

Este estudo trata-se do primeiro trabalho a utilizar sémen criopreservado de P.
mesopotamicus para formag¢ao de uma espécie hibrida, além de demonstrar resultados
para manutencdo da qualidade do sémen apds o descongelamento. Dessa forma, os

resultados obtidos fornecem subsidios para sua aplicagdo em escala comercial.

5. Conclusao

O protocolo utilizando tubos criogénicos de 2,0mL possibilita a producao de larvas

do hibrido tambacu a partir de s€men criopreservado de Piaractus mesopotamicus de

forma satisfatoria e pode ser aplicado em escala comercial.
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