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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de técnicas que levam ao aumento da producgdo animal, seja
para conservacdo de espécies passiveis de extincdo ou espécies que servem para
alimentagcdo e para repovoamento, vai ao encontro de questdes econdOmicas e
ecologicas atualmente levantadas. Entre as espécies em destaque o Curimba
(Prochilodus lineatus), possui ampla distribuicdo na América do Sul, sendo afetado
pela intensa exploracdo e degradacdo dos ecossistemas (COSTA FILHO; GAYA,
2012).

O interesse pela preservacao e intensificacdo nos estudos pela espécie ocorreu
devido a sua alta prolificidade, crescimento rapido, elevada rusticidade e também por
fonte de alimento para as espécies de peixes predadores (CEMIG/CETEC, 2000). A
criopreservacdo espermatica € considerada uma ferramenta para aumentar o
manejo reprodutivo e consequentemente aumentar o nimero de juvenis produzidos
a partir de fertilizacdo artificial ajudando dessa forma na preservacédo da espécie.

No entanto, muitos estudos relatam danos em espermatozéides de peixes
devido a criopreservacgdo, afetando a motilidade, o metabolismo celular, estrutura da
membrana plasmatica, mitocondrias, cauda e cromatina (VIVEIROS et al. 2012,
CABRITA et al. 2010) Esses danos podem ser atenuados atravées do uso de
crioprotetores. Um dos crioprotetores mais utilizadas sdo as amidas, que sao
compostos organicos de baixo peso molecular com elevada permeabilidade celular
(HOLT, 2000). Este grupo funcional liga-se ao hidrogénio das moléculas de agua,
promovendo a formacdo de gelificacdo intracelular em vez de cristais de gelo,
minimizando as les6es da membrana (BIANCHI et al. 2008).

Assim o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracdes (2, 5, 8 e 11%) de dimetilformamida (DMF), em células esperméticas
de P. lineatus submetida no processo de criopreservagao.

2. METODOLOGIA

Os reprodutores de P. lineatus (n=5), foram obtidos de uma piscicultura
comercial, durante a estacdo reprodutiva (novembro a dezembro). A coleta de
sémen foi realizada através de massagem abdominal, evitando a contaminag&o por
fezes e /ou urina (GODINHO et al. 2003). Para avaliacdo visual da motilidade
espermética, se utilizou como agente ativador agua destilada com taxa de dilui¢cdo
1:4 (sémen: agente ativador), Apenas amostras que apresentavam motilidade acima
de 80% /10 s de ativacdo foram criopreservadas.As amostras foram diluidas na
proporcao de 1:9 (sémen: diluente; v: v) em solucéo base diluente base BTS com pH
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7.2 e 318mOsm/Kg, contendo concentracfes dos crioprotetores: DMSO (CHj3),SO,
10% (controle) e dimetilformamida (C3H;NO) nas concentragbes (2, 5, 8, 11%),
envasadas em palhetas de 250 uL para o congelamento (VARELA JR et al. 2012).
As palhetas foram descongeladas em duplicatas em cada macho para cada
tratamento em temperatura de 45°C/5s (STREIT JR et al. 2006). O conteudo de
cada amostra foi novamente ressuspensa em eppendorf contendo 400uL de BTS
(com pH 7.2 e 318mOsm/Kg), a uma temperatura de 22°C para minimizar a
toxicidade do crioprotetor apds o descongelamento.

Apés o descongelamento do sémen, foi feita a analise dos parametros como
taxa de motilidade, tempo de motilidade, funcionalidade de mitocondria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Biotecnologias de criopreservacao constituem uma ferramenta que auxilia na
rotina de reproducéo (VIVEROS et al. 2012), podem, do auxiliar na conservagéao da
variabilidade genética, assim como reposicdo dos estoques naturais através da
formacéo de bancos de germoplasma (CABRITA et al. 2010).

Tabela 2. Efeito de diferentes concentracfes de dimetilformamida (DMF) e
Dimetilsulfoxido DMSO, na concentracdo de 10%, em amostras de sémen de
Currimba (P. lineatus), criopreservadas sob parametros funcionalidade de
mitocondria (M), taxa de motilidade e tempo de motilidade, resultados expressos em
porcentagem (média + desvio padrdo da média).

Crioprotetores (%) Taxa Tempo
MI (%) o o
Motilidade (%) Motilidade (s)
DMSO 10 37,6 + 39,9° 18,0 + 16,45 16,8 + 15,3"%
DMF 2 87,0 £ 0,0" 26,0 + 8,9° 21,4+ 7,58
78,0 + 4,8"8 64,0 + 8,9* 28,6 + 3, 7"
67,4 + 32,0"® 62,0 + 30" 29,6 +5,3*
11 47,6 + 16,0"® 42,0 + 26,88 15,2 + 8,6"®

ABC| etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P<0.05).

Em peixes de agua doce, a motilidade do esperma é ativada quando entra em
contato com a agua do meio ambiente (meio hipoosmaético) (MORISAWA ET AL.
2003), e a motilidade € o parametro mais utilizado para avaliar a qualidade do
esperma. As mitocondrias tém relacdo direta com a quantidade de ATP disponivel, a
qual se faz necesséaria para a manutencdo da motilidade e tempo de motilidade
espermatica, mas mesmo essas estando superiores ao controle, ndo evidenciam
diferenca estatistica para motilidade e tempo de motilidade esperméatica no DMF 2%.
ALVES et al. 2016 também encontrou resultados similares, com outra espécies de
peixe de agua doce, o qual DMF n&o reduziu a taxa de motilidade apds o
descongelamento embora na literatura observa-se que os parametros de motilidade
diferem entre as espécies (FABBROCINI et al. 2000; TIAN et al. 2008; IRAWAN et
al. 2010).

4. CONCLUSOES
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O uso de amidas como crioprotetor mostrou-se eficaz nos parametros testados,
apresentando resultados superiores ao controle (DMSO) normalmente utilizado em
peixes de agua doce. Recomenda-se com os resultados obtidos nestas condicdes
experimentais o uso da amida DMF, nas concentragdes de 2,5 e 8%, para protocolos
de criopreservacédo seminal de Curimba (Prochilodus lineatus).
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