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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar alteracées morfolégicas
nos espermatozéides de tambaqui criopreservado em diferentes recipientes
e submetidos a diferentes velocidades de descongelamento. Sémen de cinco
reprodutores foi coletado em tubos de ensaio, diluido 1:9 (sémen:solucdo) em
solucdo contendo glicose 5%, metilglicol e gema de ovo, envasado em criotubos
de 1,6 mL e 5,0 mL, congelado em botijdo de vapor de nitrogénio liquido e
descongelado em banho-maria a 60°C por 70 e 90s. Houve interacao significativa
(P<0,05) entre o volume dos criotubos e a velocidade de descongelamento.
Os menores numeros de alteracdes morfoldgicas nos espermatozéides foram
observados nas amostras de sémen congeladas nos criotubos de 1,6 mL quando
descongeladas a 70 s. O criotubo de 5 mL, por outro lado, quando descongelado
nesta mesma velocidade apresentou o maior nimero de alteragdes morfolégicas.
O sémen de tambaqui criopreservado em criotubos de 1,6 mL e descongelado
a 60°C por 70 segundos proporciona menor nimero de alteracdes morfolégicas
nos espermatozdides.
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Introducao

A criopreservacdo é uma técnica que se utiliza de temperaturas
extremamente baixas para manter a estrutura e funcionalidade de células e
tecidos vivos, conservando-os geneticamente vidveis e reversivelmente inertes
do ponto de vista metabdlico (PEGG, 2007). Os eventos ocorridos durante
a criopreservacdo envolvem os seguintes passos: reducdo da temperatura,
desidratacdo celular, congelamento e descongelamento. Estes procedimentos
podem ocasionar danos as células espermaticas e estdo diretamente ligados a
uma soma de fatores, como mudancas na temperatura, formacdo de cristais
de gelo intracelular e estresse osmético (CABRITA et al., 2005), tornando-se
necessaria a determinacao de procedimentos essenciais e especificos para cada
espécie, como solucdes crioprotetoras, recipientes de armazenamento e taxas
de congelamento e descongelamento.

A utilizacado de recipientes com grande capacidade de armazenamento
de sémen (1,5 a 5 mL) em substituicdo as tradicionais palhetas francesas de
0,5 mL passou a ser avaliada com o objetivo de reduzir o tempo necessario
para o envase, descongelamento e manipulacdao do sémen em procedimentos
de fertilizacdo em grande escala (CABRITA et al., 2005). Porém, em virtude
da existéncia de recipientes de armazenamento de sémen com diferentes
formas e materiais, variacdes nas propriedades de transferéncia de calor
durante o congelamento e descongelamento tém sido observadas (YANG,
2009), influenciando diretamente a incidéncia de alteracbes morfoldgicas
nos espermatozoides. Em decorréncia disso, a avaliacdo da morfologia
espermatica em peixes reveste-se de grande importancia, pois pode auxiliar
na caracterizacdo de amostras seminais, fazendo inferéncia ao seu potencial
fertilizante e explicando insucessos de reprodutores tidos como aptos apds
andlises convencionais de motilidade espermatica (MILIORINI, 20086).

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar as alteracbes
morfolégicas nos espermatozéides de tambaqui Colossoma macropomum
submetidos a criopreservacdo em criotubos de 1,6 e 5 mL e descongelados em
diferentes velocidades.
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Material e Métodos

Foram utilizadas amostras seminais de cinco machos (6,5 = 1,4 kg;
66,9 = 5,5 cm) coletadas em tubos de ensaio por massagem abdominal 10
horas apés a inducdo hormonal com 2,0 mg de extrato de hipéfise de carpa/
kg de peso. Apds a coleta do sémen, foi avaliada a motilidade subjetiva dos
espermatozdides em microscoépio 6ptico (400x), sendo selecionadas as amostras
seminais que apresentavam motilidade superior a 80 %.

Posteriormente, aliquotas de sémen foram adicionadas a solucdo de
congelamento, composta por glicose 5%, metilglicol e gema de ovo e envasadas
em criotubos de 1,6 e 5 mL para congelamento no botijdo de vapor de nitrogénio
liguido. Apdés 24 horas do congelamento, as amostras foram transferidas
para botijao de nitrogénio liquido e armazenadas a -196° C até o momento da
avaliacdo. Os criotubos foram descongelados em banho-maria a 60°C, sendo
testados dois tempos: 70 e 90 segundos. Em seguida, aliquotas do sémen
descongelado de cada tratamento foram fixadas em solucdo de formol-citrato
na proporcao de 1:1000 (sémen:solucdo) para a realizacdo de esfregacos com
o corante rosa bengala na proporcdo 1:30 (sémen fixado:corante). Apds a
secagem, os esfregacos foram visualizados em microscépio 6ptico (1000x com
6leo de imersdo) para a avaliagdo da morfologia espermatica, sendo utilizada a
seguinte classificagdo: macrocefalia, microcefalia, cabeca degenerada e cabeca
isolada, cauda fraturada, cauda enrolada, cauda degenerada e cauda dobrada.

Os dados foram submetidos a andlise de variadncia e, em caso de
diferenca significativa, foi aplicado o teste Skott-knott, com 5% de significancia
pelo software estatistico SISVAR.

Resultados e Discussao

Houve interacdo significativa (P<0,05) entre o volume dos criotubos
e a velocidade de descongelamento (Tabela 1). Os menores nUmeros de
alteracdes morfolégicas espermaticas foram observados nas amostras de sémen
congeladas nos criotubos de 1,6 mL quando descongeladas a 60°C por 70 s.
Os criotubos de 5 mL, por outro lado, quando descongelados nesta mesma
velocidade apresentaram o maior niumero de alteracdes morfolégicas.
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Tabela 1. Porcentagem (média + desvio-padréo) de alterac6es morfolégicas dos
espermatozéides de tambaqui congelados em criotubos de 1,6 e 5 mL e descongelados a
60°C por 70 e 90s.

1,6 mL 44 + b e 66 + 114°
5,0 mL 83 + 10 65 + 5 4e

ABab Médias seguidas por letras distintas, mailsculas na coluna e minusculas nas linhas,
diferem entre si pelo teste de Skott-knott (p <0,05).

As diferentes formas e materiais dos recipientes de armazenamento de
sémen resultam em diferentes propriedades de transferéncia de calor durante
o congelamento e descongelamento, que quando feitos de forma inadequada,
podem ocasionar danos celulares devido a mudancas na temperatura,
formacao de cristais de gelo, injurias oxidativas e alteracdes na membrana dos
espermatozéides (BALL, 2001).

Conclusoes

O sémen de tambaqui criopreservado em criotubos de 1,6 mL e
descongelado a 60°C por 70 segundos proporciona menor nimero de alteracdes
morfolégicas nos espermatozédides.
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