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Agua de coco como diluente para o sémen de peixes de 4gua doce de
fertilizagdo externa

Coconut water as extender for sperm of freshwater fish with external fertilization.

Maria Audalia Marques de Carvalho', Francisco Renan Aragéo Linhares', José Ferreira
Nunes'", Cristiane Clemente de Melo Salgueiro ?, Raimundo Bezerra da Costa °, Ronaldo
de Oliveira Sales *

Resumo: A agua de coco em pd (ACP) constitui-se na atualidade uma alternativa
tecnoldgica para a conservagao dos recursos aquaticos e inovadora para a producdo aquicola do
Nordeste do Brasil. Porém poucos existem sobre o comportamento cinético de espermatozoides
de peixes de fertilizacdo externa criopreservados em agua de coco em p6 (ACP-104). Deste
modo, a presente revisdo faz um levantamento dos estudos ja publicados sobre a
criopreservacao do sémen de peixes de fertilizacdo externa em meio a base de agua de coco em
p6 (ACP-104) iniciado em 2007 até 2013. A motilidade média observada entre os diferentes
estudos variou desde 13+ 2,0% a 85 +12% enquanto a maior velocidade (VCL) foi registrada
por Viveiros et al. (2010) para o sémen de Prochiloduslineatus, 53,7+25,1um.s™ seguido por
Linhares et al. (2012) para o sémen de carpa comum (46,5+7,3um.s™) demonstrando assim a
viabilidade do diluente ACP-104 como meio de criopreservacdo para o sémen de teledsteos de
agua doce de fertilizacdo externa. Resultados negativos foram observados apenas para
Leporinusobtusidens com zero de motilidade. Conclui-se assim que a 4gua de coco em po pode
ser usada como diluidor do sémen de peixes de agua doce que realizam a fertilizacao externa.

Palavras chave: ACP-104, Dryshipper; taxas de diluicdo; tele6steos.

Abstract: Actually coconut water powder (ACP) constitutes an alternative technology
for conservation of aquatic resources and innovative for aquaculture production in the Northeast
of Brazil. There are few studies on the kinetic behavior of fish sperm with external fertilization
cryopreserved in powdered coconut water (ACP-104). However, the studies suggest the
feasibility of ACP-104 as a medium for the cryopreservation of fresh water teleost. Thus, this
review is a survey of the published studies on fish sperm cryopreservation in an extender based
on coconut water powder (ACP-104) started in 2007 until 2013.The average motility observed
in this different studies ranged from 13+2.0% to 85+12% while the greater curvilinear velocity
(VCL) was recorded by Viveiros et al. (2010) for sperm of Prochiloduslineatus, ( 53.7 +25.1
um.h), and 46.5 +7.3 um.s-1 for common carp sperm registred by Linhares et al., 2012.
Negative results were observed only for Leporinusobtusidens with no motility after
cryopreservation. It is concluded that coconut water powder ACP-104 can be used as an
extender for sperm of freshwater fish that carry out external fertilization.
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Introducéo

Na tecnologia de conservacao de
gametas a elaboracdo e uso de diluentes
¢ fundamental para o sucesso da
criopreservacdo. Os diluentes tém por
finalidade nutrir e proteger o0s
espermatozoides contra os efeitos da
baixa temperatura de conservacdo
(VIEIRA, 2010). Para o sémen de
peixes uma variedade de diluentes tem
sido proposta, contudo, os resultados
sdo diversificados devido a diferencas
entre protocolos e espécies utilizadas,
dificultando a comparacéo.

Na atualidade um novo diluente
natural e organico a base de agua de
coco em po (ACP) vem sendo proposto
para a criopreservacdo de sémen com
resultados satisfatorios em algumas
espécies de mamiferos (Silva et al.,
2011), aves (Rondon et al., 2008), e
peixes (Carvalho et al., 2002), contudo
0s estudos em peixes encontram-se em
sua fase inicial (NASCIMENTO et al.,
2007; VIVEIROS et al, 2008). O
sucesso da agua de coco deve-se a sua
rica composicdoem sais minerais,
aminodacidos, proteinas e fatores de
crescimento vitaminas, antioxidantes e
baixo teor em fosfolipidios
(AROUCHA et al., 2002), constituindo-
se num meio nutritivo favoravel a

sobrevivéncia dos espermatozoides.

A avaliagdo de protocolos de
congelacéo é feita através da analise da
qualidade seminal pds descongelacdo
utilizando parametros como motilidade
espermatica, velocidade, morfologia,
integridade de membrana,taxa de
fertilidade e morfologia de larvas
obtidas com sémen criopreservado.

A é&gua de coco em p6 (ACP)
constitui-se numa alternativa
tecnoldgica  inovadora  para a
conservacdo dos recursos aquaticos
(Vieira, 2010) e producdo aquicola do
Nordeste do Brasil. S& poucos 0s
estudos existentes sobre
ocomportamento cinético de
espermatozoides de  peixes, de
fertilizacdo externa, utilizando a agua de
coco em po6 (ACP-104) como meio
decriopreservacdo. Em funcdo dessa
caréncia, a presente revisdo faz um
levantamento dos estudos publicados
sobre a criopreservacdo do sémen de
peixes de fertilizacdo externa, em meio
a base de agua de coco em p6 (ACP-
104),no periodo compreendido entre
2007 e 2013. Os

apresentaram uma motilidade média que

resultados

variou de 13+2,0% a 85+12%,comuma
maior velocidade (VCL)
de53,7+25,1um.s™,
VIVEIROS et al. (2010) utilizando o

sémen de Prochilodus lineatus, seguido

registrada  por
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por LINHARES et al. (2012)para o
sémen de carpa comum (46,5+7,3um.s’
). Isto demonstra a viabilidade do
diluente ACP-104 como meio de
criopreservacdo para 0 Sémen de
teledsteos de agua doce de fertilizacdo
externa. Foram encontrados resultados
negativos apenas para Leporinus
obtusidens, em que observou-se
motilidade zero. Conclui-se assim que a
agua de coco em pd pode ser usada
como diluidor do sémen de peixes de
agua doce que realizam a fertilizacéo
externa.

O diluidor agua de coco

A agua de coco in natura como
base para diluidor de criopreservacao de
gametas foi testada pela primeira vez no
Brasil com o sémen de caprinos sendo
observado um aumento do vigor e na
qualidade espermética em comparacéo
ao diluente leite, além de uma maior
proporcao de fémeas nascidas quando o
ACP foi usado como diluente para o
sémen de caprinos (NUNES, 1986;
SALLES, 1989).

Uchoa et al. (2012),
criopreservando o sémen de cdes em
ACP106¢c obteve também o nascimento
que dificultava a conservacdo do
diluente.

Varios processos de conservagdo

e estabilizacdo da &gua de coco foram

de um maior numero de fémeas,
confirmando os resultados anteriores de
(UCHOA, 2004). Porém, as razdes pelo
qual este fato ocorre ainda ndo foram
investigadas.

Os primeiros ensaios utilizando
a agua de coco in natura como diluente
para o sémen de peixes foram realizados
por FARIAS et al. (1999) para a
congelacdo do sémen de tambaqui,
Colossoma macropomum. Para 0 sémen
de carpa comum, (Cyprinus carpio)
Carvalho et al. (2002) verificaram que 0
diluente a base de agua de coco in
natura (ACIN) ampliava o tempo de
motilidade dos espermatozoides frescos
sugerindo seu uso como meio de
ativacéo para espermatozoides
descongelados.

Contudo, a grande dificuldade
era transformar o diluente ACIN num
produto comercial padronizado e
disponivel a qualquer momento, e em
qualquer lugar, de vez que, logo apds a
retirada do cacho e abertura do coco a
agua de coco iniciava 0 processo de
contaminacdo bacteriana e degradacéo

enzimatica (Rosa; Abreu, 2000), o

testados: O cocoin natura fechado e
protegido por parafina, polifilme ou
quitosana, ndo conseguia manter a

qualidade original do fruto por mais de
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40 dias (AROUCHA et al, 2006;
RESENDE et al., 2007).

Embalagens como tetra pak
conservam por até seis meses, contudo
apresentam sabor diferenciado do fruto
original (ROSA & ABREU, 2000). O
problema parece estar resolvido apds o
surgimento da dgua de coco sob a forma
em p6 (ACP), obtida por processo de
liofilizacdo a alto vacuo o qual mantém
0s constituintes do fruto in natura, com
0 mesmo sabor e alta solubilidade e
estabilidade em prateleira, superando o
tempo de conservagdo de outros
métodos como biofilmes, parafina ou
hot fill, (Tabela 1) podendo assim ser
exportada para paises ndo produtores do
fruto ou regides distante dos centros
produtores da 4gua de  coco
(PATENTES ON LINE, 2004).
Principais espécies utilizadas na
criopreservacao do sémen de peixes de
fertilizacdo externa em meio a base de
agua de coco em p6 (ACP-104).

A criopreservacdo do sémen é
uma ferramenta valiosa para protecdo
dos estoques naturais ameagados ou em
vias de extincdo.Deste modo, a
utilizacdo da ACP pode representar um

meio pelo qual estas espécies podem ser

preservadas. Todas as espécies testadas
até o momento sdo migradoras e
habitantes  naturais das  bacias
brasileiras, com exce¢cdo da carpa
comum, Cyprinus carpio que é uma
espécie exodtica de aguas paradas e uma
das mais cultivadas em todo o mundo,
representando um modelo para estudo
em vérias areas. Além disso, todas sdo
importantes do ponto de vista
comercial.

A piracanjuba,  Bryconorbi
gnianus habitante da bacia do Rio
Grande-MG, encontra-se na lista de
espécies ameacadas de extingdo por
efeitos da sobrepesca representando um
modelo perfeito para estudo com a agua
de coco em po (VIEIRA, 2010). A

curimba, Prochilodus lineatus e

Prochilodus  brevis sdo 0s Unicos
representantes da familia Prochilodontidae
onde o sémen foi criopreservado em ACP-
104 até o presente momento, sendoespécies
muito apreciada pelo sabor de sua carne, e
em algumas regides pela utilizacdo das ovas
(MILIORINI et al., 2004). A pirapitinga
Piaractus brachipomus foi a espécie de
characideo mais investigada quanto ao uso
do ACP (MELO, 2010; PESSOA, 2010;
NASCIMENTO, 2009; VELASQUEZ-
MEDINA, 2008) (Tabela 2).
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Tabela 2. Principais espécies de peixes de fertilizagdo externa utilizadas na
criopreservacdo do sémen em meio a base de &gua de coco em p6 (ACP-104).

Ordem | familia

| Espécie

| Referéncias

Characiformes Characidae

Characiformes Prochilodontidae Prochiloduslineatus

Characiformes Anastomidae

Characiformes Characidae

Characiformes Characidae

Cipriniformes  Ciprinidae

Bryconorbignianus

Leporinuselongatus

Piaractusbrachipomus

Cyprinuscarpio

VIVEIROS et al,
2008

VIVEIROS et al,
2008

VIVEIROS et al,
2008
NASCIMENTO,
2008;

VIVEIROS et al,
2010;

VELASQUEZ-
MEDINA, 2008;
MELO, 2010

Colossomamacropomum VIEIRA, 2010;

LEITE, 2011

CARVALHO, 1999;
CARVALHO et al,
2002 LINHARES,
2012

@) tambaqui, Colossoma
macropomum origindrio da bacia
amazobnica vem sendo superexplorado,
porém o cultivo em cativeiro tem
reduzido o impacto sobre as populacdes
naturais. Além da criopreservacdo em
ACP-104 por Farias et al. (1999); Vieira
(2010) e Leite (2011) a possibilidade de
resfriamento do sémen de tambaqui em
encontra ameacado em sua diversidade
devido a cruzamentos com espécimes

domesticados de maior resisténcia e

ACP-104 foi investigada por Oliveira,
(2012) obtendo uma média de 49.25 +
1.00um.s* de velocidade curvilinear
(VCL) e 6131 + 203% de
espermatozoides moveis apds 24 horas
de resfriamento contendo 10% de
DMSO no diluidor.

A carpa comum, Cyprinus
carpio nativa é um ciprinideo, o qual se
(MEMIS &
KOHLMANN, 2006). Os primeiros

resultados sao

melhor  crescimento

favoraveis a
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criopresevacdo do sémen de carpa em
ACP-104 (LINHARES et al., 2012).

Parametros cinéticos de
espermatozoides criopreservados em
ACP-104

O estudo da qualidade do sémen
criopreservado é importante do ponto de
vista da fertilizagdo artificial, pois os
espermatozoides necessitam ter uma
velocidade capaz de alcancar a
micropila antes do seu fechamento.

Na atualidade, os diversos
sistemas computadorizadosde analise da
qualidade seminal (CASA) podem
identificar mais de 15 parametros
relativos ao comportamento cinético dos
espermatozoides. Contudo a velocidade
e o percentual de moveis tém sido os
mais utilizados.

Para 0 sémen criopreservado em
ACP-104, a média de motilidade
observada nos diferentes estudos variou
desde 13+ 2,0% a 85 +12% (Tabela 3),
enquanto a maior velocidade (VCL) foi
registrada por Viveiros et al. (2010)
para 0 sémen de Prochilodus lineatus,
seguido por Linhares et al. (2012) para
0 sémen de carpa comum (Tabela 3). As
diferencas observadas podem estar
relacionadas a espécie e conforme

apresentado na Tabela 3.

Viveiros et al. (2008) utilizando
0 mesmo protocolo para trés diferentes
espécies observaram a inadequacdo da
mistura ACP+DMSO para Prochilodus
lineatus e Leporinus obtusidens ao
diluir 1.9 e ativar com NacCl,
observando assim o efeito das
combinagdes de ACP-104 com o0s
crioprotetores metilglicol e DMSO
sobre o percentual de espermatozoides
moéveis. A combinacdo de ACP-104
com DMSO foi eficiente apenas para B.
orbignyanus (45 + 18%), enquanto a
ACP-104  com

metilglicol foi satisfatoria tanto para P.

combinacdo  de

lineatus quanto para L. obtusidens com
taxas de motilidade superiores a 60%,
confirmando a hipdtese de que parece
haver uma especificidade dos meios de
criopreservacdo em relacdo a espécie,
conforme observado por CHAO &
LIAO (2001). Para a pirapitinga,
Piaractus brachipomus Velasquez-
Medina (2008) registrou motilidade
pos-descongelacdo de 57 + 5% quando
congelado em ACP-104 + DMSO 10%
diluido 1:3, com subpopulacdes de
espermatozoides moveis (12 = 2% de
rapidos, 20 £ 2% de médios e 25, + 1%
de lentos), porém, com baixos valores
de VCL (29 £ 1 um/s).
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Todos o0s  parametros de

motilidade foram significativamente

inferiores ao controle (sémen fresco),

Tabela 3. Motilidade (% moveis) e velocidade (um/s) de espermatozoides de peixes

sem diferenca significativa entre as

taxas de diluicéo de 1:3 e 1:5.

criopreservados em ACP-104 em diferentes taxas de dilui¢do e ativados com NaCl 50 mM.

Diluicdo  Diluigéo Motilidade Velocidade
Espécie Pré- na Espermatica Curvilinear  Referéncias
congelacdo ativacdo (%) (Um/s)
Brycon . , NASCIMENTO
orbygnianus 19 1:50 60,0 (ND) et al., 2007
Brycon . . VIVEIROS
orbygnianus 19 15 45,0¢18,0 (ND) et al., 2008
Leporinus . ) VIVEIROS
obtusidens 1:9 15 8,0+10,0 (ND) et al., 2008
Colossoma 13 1:25 56,18+4529 31,0450  VICIRA,
macropomum 2010
Colossoma 14 1:20 203+1,7 30,9453 LEITE et al.,
macropomum 2011
CVDTINUS caroio 11 1:250 59,8+12,5 42,6+10 LINHARES
P P 1:3 ' 67,8+10,1 46,5+7,3  etal, 2012
Piaractus 14 ) PESSOA,
brachipomus 1:6 110 21,13£2,6 (ND) 2009
Piaractus 14 ) 20,97+8,17
brachipomus 1:6 1:50 26,68+14,12 (ND) MELO, 2010
Piaractus 13,0+2,0 30,0#3,0  VELASQUEZ
brachipomus 19 1:50 31,046,0 24,0+2,0 "MEDINA,
- - 2008
VIVEIROS
: : 76,0+18,0 ND
Prochilodus 19 L5 - (ND) et al., 2008
lineatus
1:9 1:5 VIVEIROS
85,0+12,0 53,7+25,1 et al., 2010

Espécies: 1. Bryconorbi gnianus; 2. Prochilodus lineatus; 3. Colossoma macropomum; 4.
Piaractus brachipomus; 5. Cyprinus carpio; 6. Leporinus obtusidens. ND: N&o determinado.

Melo (2010) obteve médias
proximas de 25% de motilidade quando
espermatozoides de pirapitinga foram
congelados em ACP-104 + DMSO ou

ACP-104 + metilglicol ndo diferindo

significativamente quando diluidos 1:4
ou 1:6,

significativamente superior ao diluente

respectivamente;  porém,

RINGER nas mesmas taxas de diluicdo

(p < 0,05) quando congelados em Dry
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Shipper. @) sémen
criopreservado de Prochilodus lineatus
em  ACP-104
metilglicol resultou em 85 + 12% de

combinado  com
espermatozoides maveis, com
resultados variando desde 73 £2a 97
1% entre os oito machos avaliados por
(Viveiros et al., 2010), quando uma taxa
de diluicdo de 1:9 foi utilizada e foram
congelados em Dry Shipper (Tabela 3).
Provavelmente, as diferencas
Anormalidades espermaticas
A avaliagdo pos-descongelacdo das
anormalidades espermaticas é
importante do ponto de vista da
criopreservacao de vez que
espermatozoides danificados podem ser
responsaveis  pelo  insucesso  da
fertilizacdo. Conforme Ohta et al.
(2001), para a competéncia espermatica
as estruturas celulares devem estar
intactas e funcionais, contudo, a
criopreservacdo pode causar alteracfes
tanto nas dimensdes quanto na forma da
cabeca, peca intermediaria e flagelo
Linhares et  al (2012)
observaram um aumento de 17,12% de
anormalidades no sémen criopreservado
de carpa comum em ACP-104, quando
comparado ao sémen fresco utilizando
azul de bromofenol (Tabela 4). Este

valor foi inferior ao preconizado pelo

observadas nos resultados de motilidade
entre os diferentes  experimentos
estejam relacionados a  maior
capacidade  de  resisténcia  dos
espermatozoides de pirapitinga
mantidos na regido sudeste do Brasil,
onde naturalmente permanecem em
aguas mais frias que o0s espécimes
mantidos na regido semiarida do
Nordeste do Brasil, devendo, entretanto,
ser investigada esta hipotese.

comprometendo a funcdo espermatica e
0 potencial fertilizante, Assim, é
essencial que esta avaliagdo seja feita
antes e apds descongelagédo.A avaliacéo
da morfologia espermatica é feita desde
a coloracdo vital com eosina/nigrosina
(Jenkins et al., 2011), azul de
bromofenol (Oliveira, 2012) até mais
recentemente 0 uso de marcadores
moleculares com wuso de corantes
fluorescentes que detectam danos ao
DNA e as mitocondrias (HE; WOODS,

2004; SEGOVIA et al, 2000).

Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal que sugere a utilizacdo de
sémen com indices de anormalidade de
até 20%, em ovinos e suinos e de até
30% para bovinos e equinos (CBRA,
1998). Contudo, para peixes nenhum

limite foi ainda estabelecido.
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Além da avaliagdo subjetiva da
morfologia dos espermatozoides, o
sistema computadorizado conhecido
como ASMA  (Assisted

Morphometry Analyser)avalia também

Sperm

a morfometria dos espermatozoides
descrevendo mudancas nas dimensdes

dos espermatozdides provocadas por

processos como poluicdo, inducédo
hormonal e criopreservagdo (MARCO-
JIMENEZ et al, 2008). Estas
informacdes séo relevantes de vez que o
tamanho e o formato da cabega sdo
conhecidos por estarem associados ao
processo de fertilizacdo (SAILER et al.,

1996; HIRAI et al., 2001).

Tabela 4. Anormalidades observadas em espermatozoides de peixes criopreservados em agua de

coco em p6 ACP-104.

Espécies Esptzs Defeitos Defeitos Defeitosde Referéncias
normais Cauda cabeca peca
intermedidria

Piaractus VELASQUEZ-

brachipomus 56% 32% 5% 4% MEDINA
(2008)

Cyprinus 78,16 21,33 0,16% LINHARES et

carpio + + + al., (2012)
12,94 13,26 0,28

A morfometria de cabeca de
espermatozoides de Prochilodus
lineatus e Colossoma macropomum
congelados em ACP-104 + DMSO em
Dry Shipper e avaliados pelo ASMA
revelaram um aumento significativo nas
dimensdes da cabeca em comparacédo ao
sémen fresco (MELO, 2010; LEITE,
2011).

Sabe-se que tanto as taxas de
diluicdo utilizadas bem como a
osmolaridade da mistura diluente +
influenciar  no

crioprotetor podem

didmetro da cabega podendo interferir

no processo de fertilizagdo (MELO,
2010).

Porém, os estudos sobre a
fertilidade de espermatozoides de peixes
congelados em ACP-104 realizados por
Nascimento et al. (2007), com o sémen
de piracanjuba, Brycon orbignyanus,
ainda ndo investigaram o efeito deste
aumento nas dimensdes da cabeca sobre
os resultados da fertilizacéo.

Leite (2011) obteve taxas de
fertilizacdo de 52,12 + 3,59% para
espermatozoides de
congelados em ACP-104 + DMSO,

tambaqui
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mesmo com um percentual de mdveis
de apenas 28,9 = 5,8%, ressaltando
ainda que houve um aumento nas
dimensdes da cabeca em relacdo aos
espermatozoides (Tabelab).
Contudo, Nascimento et al. (2007)

frescos

obtiveram taxas de fertilizacdo de 85,4

+ 14% ACP-104 +

metilglicol. Isto sugere que se houve

utilizando

aumento no tamanho da cabeca dos
espermatozoides proporcionado pelo
diluente ACP-104+metilglicol este nédo
afetou as taxas de fertilizagdo que foram

comparaveis ao sémen fresco.

Tabela 5. Caracteristicas morfométricas de espermatozoides de peixes fresco e

criopreservados em ACP-104 + DMSO.

Caracteristicas Piaractus Piaractus Colossoma Colossoma
morfométricas brachipomus brachipomus macropomum macropomum
Espécies ) @ ) @)
Fresco criopreservado fresco criopreservado
Area 7,7240,53 8,56+0,63 7,5940,3 8,60 £0,5
Largura 2,39+0,04 2,710,05 2,7630,1 2,9540,2
Comprimento 3.48 +0 14 3,53 +0,13 3,05+0,1 3,26+0,3
Perimetro 10,06+0,44 10,4740,38 9,670, 10,35£0,3
Elipticidade 1,45 +0,03 1,33 40,04 1,1+0,00 1,09+0,01
Elongagao 0,179+0,006 | 0,1305+0,0087 | 0,06 +0,03 0,05 0,02

I MELO, (2010)
2 LEITE, (2011)

Viveiros et al. (2010) obtiveram
taxas de fertilidade em ACP-104 de 48
+ 12% quando o sémen de P. lineatus
foi congelado em ACP-104, porém com
VCL de 53,7 £ 25,1 pm/s.

Métodos de congelacdo do sémen de
peixes de fertilizacdo externa em ACP-
104.

Os métodos de congelacdo sdo

conhecidos por afetarem o sucesso da
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criopreservacdo de espermatozoides.

A maioria dos estudos com
ACP-104 tém utilizado o Dry shipper e
a rampa em caixas de isopor (Tabela 6).

O Dry shipper é um botijdo de
transporte  contendo  vapores de
nitrogénio onde as palhetas sdo imersas
diretamente. O método é fécil, pratico e
mais rapido na execuc¢do do protocolo,

contudo os resultados diferem entre as

espécies,
variando de 48+12% a 85+ 14% e deste

modo

com taxas de fertilizagéo

com  alguns resultados

compardveis ao  sémen  fresco
(NASCIMENTO et al. (2007).

A maioria dos estudos com
ACP-104 utilizou o Dry Shipper como
método rapido de congelacdo, porém a

utilizacdo de rampaem caixa de isopor

também foi testada (Tabela 6).

Tabela 6. Métodos de congelacdo do sémen de peixes de fertilizacdo externa em ACP-

104.
Equipamento  Taxas  Tipo de Crioprotetor Referéncias
de congelacao de palheta
diluicdo
Dry shipper 1:9 0,5mL Metilglicol VIVEIROS et al., 2008
Dry shipper 1,9 0,5mL Metilglicol NASCIMENTO et al., 2010
Dry shipper 1:9 0,5mL Metilglicol VIVEIROS et al., 2010
Dry shipper 1:4e1:6 0,5mL Dimetil sulfoxido MELO, 2010
Dry shipper 1:4 0,5mL Dimetil sulfoxido LEITE, 2011
DRY shipper 1:3 0,5mL Dimetil sulfoxido  LINHARES, 2012
Dry shipper 1:3 0,25mL  Dimetil sulfoxido LINHARES, 2012
Dry shipper 1:3 0,5mL Dimetil sulfoxido  VELASQUEZ- MEDINA, 2008
Rampa 1:3 0,5mL Dimetil sulfoxido  VELASQUEZ-MEDINA, 2008
Rampa 1:3 0,5mL Dimetil sulfoxido  VIEIRA, 2010
Rampa 1:3 0,5mL Dimetil sulfoxido  LINHARES, 2012
Rampa 1:3 0,25mL  Dimetil sulfoxido LINHARES, 2012
O diferentes estudos que poliestireno (isopor com rampa de

compararam 0s métodos de congelacdo

em Dry Shipper com a caixa de

congelacdo) (Linhares et al.,

Velasquez—Medina,

2012;
2008) utilizando
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ACP-104 como diluente demonstraram
que nao houve diferencas com relacéo a
motilidade e velocidade. Entre os
equipamentos testados.

A congelagdo do sémen de
tambaqui, Colossoma macropomum em
ACP-104 + DMSO a 10% resultou em
56,18 + 5,29% e 39% de motilidade,
(Vieira, 2010; Leite, 2012)
respectivamente com VCL de 30,1 + 3,2
uny/s (LEITE, 2012).

A diferenca entre os resultados
pode ser devido ao método de
congelacdo utilizado, ja que Vieira
(2010) utilizou caixa de isopor com
rampa distante 3 cm da superficie do
nitrogénio liquido para congelacéo,
enquanto LEITE (2012) utilizou o Dry
Shipper com imersdo direta em vapores
de nitrogénio.

O sémen criopreservado em
ACP-104 adicionado de metilglicol
resultou em taxas de fertilizacdo
comparaveis ao sémen fresco tanto para
a piracanjuba, Bryconorby gnianus
quanto para o sémen de pirapitinga,
Piaractus brachipomus e curimba,
Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al.,
2010). Atualmente o curimba encontra-
se na lista de espécies ameacadas de
extingdo na Bacia do Rio Grande -
Minas  Gerais (VIVEIROS &
GODINHO, 2009).

Considerac0es finais

Até o presente momento 0s
estudos com ACP-104 em teledsteos de
fertilizagdo  externa  estdo  mais
concentrados na analise da associacao
com DMSO ou metilglicol, taxas de
diluicdlo e solugbes ativadoras. O
crioprotetor que mostrou melhores
resultados de motilidade foi o
metilglicol na concentragdo de 10%
(VIVEIROS et al., 2008; 2010). Foi
demonstrado ndo haver diferenca
significativa entre taxas de diluicdo
muito proximas com relagdo ao
percentual de moveis, confirmando os
resultados da literatura. A melhor
combinacdo tem sido ACP-104 +
DMSO na proporcdo de 1:3, enquanto
na diluicdo 1:9 o melhor resultado
observado foi para o ACP-104 +
metilglicol al0%. Entretanto, quanto a
parametros cinéticos como a VCL, as
medias encontradas tém sido inferiores
a 50 pum/s, com excecdo de Viveiros et
al. (2010) que obtiveram VCL de 53,7 £
25,1 um/s parao sémen de pirapitinga.
Deste modo novos estudos deverdo ser
realizados no intuito de se encontrar um
protocolo capaz de fornecer parametros
cinéticos compativeis com o sémen
fresco.

Conforme observado, a

diversidade dos protocolos testados
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dificultam as comparagfes. Porém, o0s
dados obtidos sugerem que as
diferencas observadas podem estar
relacionadas as interacBes entre o
metodo de congelacdo (rampa ou Dry
Shipper) com o tipo de palheta e as
taxas de diluicdo pds-descongelagdo
para ativacdo dos espermatozoides, bem
como a prépria espécie em particular.
Deste modo, o0s estudos devem
prosseguir em cada espécie para
aperfeicoamento dos protocolos.
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