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RESUMO

A piabanha ¢ uma espécie de peixe ameacada de extingdo. Os esforgos para sua conservagao incluem estudos a
respeito da sua reprodugao artificial e da criopreservag@o do sémen. Tanto na avaliagdo da motilidade espermatica
quanto na criopreservacdo, o sémen ¢ diluido em solug¢des hiperosméticas em relagdo ao plasma seminal. A ativagdo
dos espermatozodides ¢ feita mediante a diluigdo em solugdes com osmolaridade inferior a do plasma seminal. Os
objetivos deste trabalho foram verificar a motilidade espermatica do sémen da piabanha Brycon insignis em solugdes
de NaCl de varias osmolaridades, para obter uma solugao pré-diluidora ndo ativadora da motilidade, e determinar a
osmolaridade minima necessaria para a solug@o diluidora do sémen com finalidade de criopreservagdo. Amostras
seminais de 3 piabanhas hipofisadas (0,5 mg de extrato bruto de hipdfise/kg de peso), criadas na Estagao Experimental
do Projeto Piabanha (Itaocara-RJ), foram coletadas por meio de massagem abdominal. Uma gota de sémen foi coloca-
da sobre uma lamina de vidro em um microscopio pré-focalizado. Adicionaram-se, entdo, duas gotas de solugdo de
NaCl com as seguintes osmolaridades (mOsm): 0, 68, 137,205,274, 342,410,479, 547. Verificou-se que osmolaridade
de até 274mOsm ativou praticamente todos os espermatozoides, mas com 342mQOsm, apenas parte dos espermatozdides
foi ativada. Quando a solugdo acrescentada apresentou 410mOsm ou mais, ndo ocorreu ativagao espermatica. Con-
clui-se, portanto, que essa osmolaridade ndo ativa a motilidade espermatica e pode ser utilizada como solugao pré-
diluidora de sémen nessa espécie.
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ABSTRACT

OSMOLARITY EFFECTS ON SPERM MOTILITY OF PIABANHA BRYCON INSIGNIS.

Piabanha Brycon insignis is an endangered species whose conservation efforts include studies on induced
spawning and sperm cryopreservation. In both cases, the evaluation of sperm motility and cryopreservation, the
semen is diluted using hyper-osmotic extender in relation to the seminal plasma. Sperm activation is accomplished by
activating solutions with lower osmolarity than the seminal plasma. The aim of this article was, therefore, to verify the
sperm motility of piabanha Brycon insignis, in a series of NaCl solutions of different osmolarities to obtain an
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extender solution that does not activate sperm motility and determine the minimum osmolarity for the extender
solution to be used in sperm cryopreservation. Three “piabanhas” from the Experimental Station of the Piabanha
Project (Itaocara, Rio de Janeiro, Brazil) were induced to spawn (0.5 mg carp pituitary gland/kg male) and sperm
samples were collected by stripping. A drop of semen was placed on a slide, and then examined under a previously-
focused microscope. Then, two drops of NaCl solution were added with the following osmolarities (mOsm): 0, 68, 137,
205,274,342,410,479, 547. Osmolarities higher than 275mOsm activated most of spermatozoa. At 342mQOsm, only part
of spermatozoon was activated. No sperm activation occurred when solution at 410mOsm or higher was added and,

therefore, it does not activate sperm motility and can be used as a sperm extender for this specie.

Key Words: reproduction, semen, fish, osmolarity, motility.

INTRODUCAO

A piabanha Brycon insignis ¢ uma espécie de peixe
encontrada naturalmente apenas na bacia do rio Paraiba
do Sul (Nomura, 1984), cuja populagdo vem reduzindo-se
rapidamente, a ponto de ser considerada oficialmente em
extingdo (Brasil, 2004). Planos de recuperagio da popula-
¢do da espécie tém sido implantados nos Gltimos anos,
incluindo o desenvolvimento de estudos a respeito da
producao de alevinos para repovoamento (Andrade-
Talmelli et al., 2001a,b) e criopreservacdo do sémen
(Shimoda et al., 2004a).

Todos os experimentos sobre motilidade e criopreser-
vagdo do sémen relatados foram realizados com dilui¢ao
(Billard & Cosson, 1992). Uma vez que a duragdo da
motilidade ¢ curta (1-2 min para os espermatozoéides da
maioria das espécies) e 0 movimento espermatico varia
durante a fase de motilidade, a dilui¢ao é uma peca chave
para a determinacdo da dindmica de ativagdo. A
sobreposicao dos fatores de inibigao (alta concentragio
de potassio e alta osmolaridade) que acarretariam a ati-
vagdo simultdnea de todos os espermatozoides vidveis
somente poderia ser obtida com uma dilui¢do seminal da
ordem de 1000 vezes. E proposto um procedimento, divi-
dido em duas etapas, para eficiente obtengdo desta ati-
vag¢ao: (1) uma dilui¢do ndo ativadora, de 100 vezes, em
solugdo com osmolaridade igual ou superior a do fluido
seminal, e (2) outra dilui¢do, ativadora, com agua destila-
da, da ordem de 20 vezes.

Variagdes na pressao osmotica induzem a motilidade
espermatica em muitas espécies de peixe (Suquet et al.,
1994) e, ao contrario, alta osmolaridade inibe a atividade
espermatica em ciprinideos, como o Carassius auratus,
a carpa-comum Cyprinus carpio (Morisawa et al., 1983)
e salmonideos (Morisawa & Suzuki, 1980; Turdakov,
1970). Experimentalmente, alta pressdo osmotica pode ser
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utilizada fixamente para inibir a motilidade, por exemplo,
durante a dilui¢do do sémen antes da criopreservagao
(Billard & Cosson, 1992). Em trabalho com a piabanha
(Andrade-Talmelli ez al., 2001a), foi verificada motilidade
média de 90,9%, apos a adigdo de 2 gotas de NaHCO, 1%
auma gota de sémen.

O objetivo deste trabalho foi, portanto, verificar a
influéncia da osmolaridade na motilidade espermatica da
piabanha.

MATERIAL E METODOS

Os peixes, oriundos da Estacdo Experimental do Pro-
jeto Piabanha, localizada no municipio de Itaocara (RJ),
foram despescados dos tanques externos de cultivo. Trés
machos, em estagio de maturacdo avangada, verificada
pela verténcia de sémen sob compressao abdominal, fo-
ram selecionados e transportados até o laboratorio, onde
foi feita a biometria (medi¢do do peso e comprimento)
dos animais.

Os peixes foram submetidos a indu¢do hormonal da
espermiagao, sendo aplicado 0,5mg de extrato bruto pituitario
de carpa por quilograma de peso (Woynarovich & Horvath,
1983). A coleta de s€émen foi realizada 260h-grau ap6s a apli-
cagdo, com massagem abdominal no sentido antero-poste-
rior. O poro urogenital, assim como as regides adjacentes,
foram devidamente secas e limpas, e as porgdes do sémen
contaminadas com sangue ¢/ou urina descartadas.

Imediatamente apds a extrusdo, as amostras seminais
de trés exemplares de piabanha foram colocadas em ma-
leta térmica com gelo e mantidas a 4°C. A seguir, foram
misturadas 1 gota de sémen e 2 gotas de solugdes sali-
nas com diferentes concentragdes e osmolaridades, cujos
valores estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentragdes (g de NaCl/100 mL de agua destilada)
e osmolaridades (mOsm) das solugdes testadas para verificagao
da motilidade espermatica no sémen de piabanha Brycon insignis

Concentracao (%) Osmolaridade (mOsm)

0 0
0,2 68,38
0,4 136,75
0,6 205,13
0,8 273,50
1,0 341,88
1,2 410,26
14 478,63
1.6 547,01

A percentagem de espermatozdides moveis foi deter-
minada subjetivamente, mediante observagao ao micros-
copio optico comum, sob aumento de 400 vezes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relacionados a motilidade espermatica quan-
do o sémen foi diluido em diferentes concentragdes sali-
nas sdo apresentados na Tabela 2 (dados individuais) ¢
na figura 1 (médias).

Considerando que a osmolaridade média do plasma
seminal da piabanha ¢ de 286 mOsm (Shimoda et al.,
2004b), ¢ possivel verificar que, quando o sémen ¢ dilui-
do em solugdes cujas osmolaridades sdo inferiores a do
plasma seminal (de 0 a 274 mOsm), praticamente todos os
espermatozoides sdo ativados. A inibi¢do parcial ou total
dos espermatozoides ocorre quando a dilui¢ao € realiza-
da em solucdes com osmolaridades superiores a do plas-
ma. Os espermatozdides do exemplar 2 (Tabela 2) ndo
apresentaram motilidade quando a diluicdo ocorreu em

100 5

Motilidade Espermatica Subjetiva (%)

Concentragio de NaCl em %
(Osmolaridade em mOsm)

Figura 1 - Motilidade espermatica subjetiva do sémen de
piabanha Brycon insignis submetido a solugdes de NaCl com
diferentes osmolaridades.

solugdo de 341,88 mOsm. Entretanto, os espermatozoides
dos outros dois exemplares testados apresentaram algu-
ma motilidade na mesma situagdo. A partir de 410,26 mOsm,
nenhum dos exemplares apresentou qualquer tipo de ati-
vagao espermatica. Estes resultados corroboram outros
trabalhos realizados com salmonideos, nos quais foi ve-
rificado que a alta pressdao osmotica (400 mOsm) inibe a
motilidade espermatica (Morisawa & Suzuki, 1980; Suquet
et al., 1994). Também verificou-se que os espermato-
z6ides da tilapia Oreochromis mossambicus sdo ativados
quando a osmolaridade da solugdo diluente varia de 0 a
333 mOsm (Linhart & Kvaniscka, 1992). Tanto em
salmonideos quanto na tilapia, a osmolaridade do plas-
ma seminal ¢ de aproximadamente 350mOsm.

Diversos trabalhos (Kavamoto et al., 1986; Silveira et
al., 1990; Oliveira et al., 1991; Linhart & Kvaniscka, 1992;
Shimoda, 1999; Andrade-Talmelli et al.,2001a, b; Shimoda
et al., 2004b) relatam a ativagdo dos espermatozdides
adicionando 2 gotas de agua a 1 gota de sémen. Entre-

Tabela 2. Motilidade espermatica (em %) no sémen da piabanha Brycon insignis (n=3) verificada em diferentes solu¢des de

NaCl. Dados individuais, médias, desvios-padrao e coeficientes de varia¢do (C.V. - %)

Concentragoes de NaCl, em % (osmolaridades, em mOsm)

Numero do

Exemplar 0,0% 02% 0,4% 0,6% 0.8% 1,0% 12%  14%  16%
0) (68) 37 (205) (274) (342) 410)  479) (547)
Peixe | 95% 95% 95% 95% 95% 30% 0% 0% 0%
Peixe 2 90% 90% 90% 90% 90% 0% 0% 0% 0%
Peixe 3 90% 90% 90% 90% 90% 20% 0% 0% 0%
Média 91,67% 91,67% 91,67% 91,67% 91,67% 16,67% 0% 0% 0%
Desvio-padraio  2,89% 2,89% 2,89% 2,89% 2,89% 15,28% 0% 0% 0%

C.V.(%) 3,15% 3,15% 3,15% 3,15% 3,15% 91,65% - - -

432revista

Ceres

Set/Out 2007



tanto, essa metodologia ndo proporciona a ativagao si-
multanea de todos os espermatozdides (Andrade-Talmelli
etal., 2001a). A diluigdo requerida para obten¢do de efici-
ente ativagdo de todos os espermatozoides ¢ relativa-
mente alta (1/1000). A metodologia utilizada ainda hoje
em alguns centros de pesquisa no pais, baseada em di-
luigdes menores, ndo permite a ativagdo simultanea de
100% dos espermatozoides. Isto se constitui em um pro-
blema na avalia¢@o de motilidade, pois o espermatozoide
dos peixes tem curto periodo de atividade apds a ativa-
¢do. A verificagao da motilidade espermatica em solu-
¢des com diferentes osmolaridades podera permitir a adap-
tacdo do procedimento proposto existente (Billard &
Cosson, 1992) para analise mais acurada do percentual
de espermatozoides moveis no sémen da piabanha.

CONCLUSAO

Os espermatozoéides da piabanha ndo sdo ativados
quando diluidos em solugdes que contém concentragdes
de NaCl superiores a 1,2% (410mOsm), podendo estas
serem utilizadas em pré-diluicdes nao ativadoras da
motilidade.
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