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RESUMO

O presente trabalho foi realizado em duas etapas; a primeira para avaliar a eficiéncia de dois
protocolos de resfriamento (A e B) utilizando glicerol (10%) como crioprotetor e, a segunda, a
eficiéncia de dois crioprotetores (glicerol e dimetilsulféxido - DMSO a 10%) e o tempo (30, 60 e 90
dias de estocagem em nitrogénio liquido) para a criopreservacdo da massa espermadtica e
espermatéforo de camardes post mortem da espécie Litopenaeus schmitti. O protocolo A apresentou
velocidade de resfriamento de 0,5°C min! até alcancar -32°C e o protocolo B, 20°C min-! até alcancar
-120°C, sendo os materiais posteriormente transferidos para o nitrogénio liquido (N:L). A
viabilidade espermatica foi avaliada por meio do esfregaco de sémen corado com eosina-nigrosina.
A curva que resultou na maior média de sobrevivéncia espermadtica foi a do protocolo A (50,9%).
Portanto, para o segundo experimento foi utilizado o protocolo A; entretanto, neste ndo houve
diferenca entre os crioprotetores para a massa espermdtica, contudo, o tempo influenciou na
sobrevivéncia. Foi observada diferenca entre os crioprotetores e a influéncia do tempo na
sobrevivéncia espermética dos espermatéforos criopreservados. O glicerol a 10% foi mais eficiente
para a criopreservacgao dos espermatéforos, porém, para as massas espermaticas, ambos podem ser
utilizados.
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POST-MORTEM SPERMATOPHORE AND SPERM CRYOPRESERVATION OF THE
WHITE SHRIMP Litopenaeus schmitti

ABSTRACT

This study was carried out in two phases; the first to evaluate the viability of two cooling protocols
(A and B) using glycerol (10%) as a cryoprotectant and the second, the efficiency of two
cryoprotectants (10% glycerol and DMSO) and times (30, 60 and 90 days of storage in liquid
nitrogen) for the cryopreservation of post-mortem sperm mass and spermatophores of the shrimp
Litopenaeus schmitti. The protocol A presented a cooling rate of 0.5°C min! until reaching -32°C and
protocol B, 20°C min-! until reach -120°C, after which the samples were transferred to liquid
nitrogen (N2L). The sperm viability was assessed by smearing the semen stained with eosin-
nigrosin. The curve resulted in higher mean sperm survival was Protocol A (50.9%). Therefore, for
the second experiment, the protocol A was used, however there was no difference between the
cryoprotectants for sperm mass, although the influence on survival time. Difference was observed
between the cryoprotectants and the influence of time on sperm survival of cryopreserved
spermatophores. Glycerol 10% was more efficient for cryopreservation of spermatophore, but for
the masses sperm, both can be used.
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INTRODUCAO
A criopreservacdo do  espermatéforo
(estrutura de armazenamento dos

espermatozoides) é um método valioso na
restauracdo de espécies em perigo de extingdo,
bem como uma técnica para manipulagdo
reprodutiva e a melhoria genética do camarao
(MEMON et al., 2012). BART et al. (2006) e
VUTHIPHANDCHAI et al. (2007) obtiveram
taxas de sobrevivéncia satisfatorias
(respectivamente, 79,9% e 27,3%) de
espermatdéforos de camardes Penaeus monodon
criopreservados e mantidos em nitrogénio liquido
por 2 e 210 dias, respectivamente.

Independentemente da técnica, todos os
métodos de criopreservacdo necessitam de
crioprotetores, que permitem uma reducdo do
ponto de solidificagdo das solugdes durante o
congelamento (FULLER ef al, 2004). Os
crioprotetores sdo divididos em duas categorias,
permeaveis e ndo permeaveis (SANTOS et al.,
2008), podendo ser usados separadamente ou
associados para diferentes tipos de protocolo de
criopreservagdo. Os crioprotetores permeaveis
protegem as organelas das células durante o
resfriamento, o0s quais sdo constituidos por
moléculas com baixo peso molecular, que
permitem atravessar as membranas celulares com
relativa facilidade, sendo os mais empregados:
dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, propanodiol,
etilenoglicol e propilenoglicol (GONCALVES
et al., 2008). Contrariamente, os ndao permeéveis
possuem alto peso molecular, o que impossibilita
a permeabilidade através das membranas
celulares, sendo utilizados para reduzir a
formacdo de gelo intracelular, facilitando a
desidratacdo das células e protegendo a
membrana (HOVATTA, 2005).

Durante o congelamento, & medida que as
células sao resfriadas a temperaturas entre -5 e -
15°C, ocorre, inicialmente, a formacdo de gelo no
meio extracelular (MAZUR et al., 1984). Com a
continua redugdo da temperatura, a quantidade
de gelo aumenta e os solutos concentram-se no
meio extracelular, criando um gradiente osmético
(ELMOAZZEN, 2000). A partir desse estagio, os
eventos fisicos subsequentes dependem da
velocidade de resfriamento. Logo, se a taxa de
resfriamento for alta, a desidratagdo celular ndao
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serd adequada devido a formacgdo de cristais de
gelo intracelular, levando a morte do
espermatozoide. Por outro lado, se a taxa de
resfriamento for baixa, ocorrera uma desidratacdo
excessiva da célula, levando a um aumento da
concentracao de soluto (efeito solucdao) que
também ¢é prejudicial ao ambiente celular
(MAZUR, 1985; FRIEDLER et al., 1988). No
entanto, independentemente da velocidade de
resfriamento, danos celulares poderdo ocorrer
(ELMOAZZEN, 2000).

Tanto a andlise morfolégica quanto a
motilidade espermadtica tém sido apontadas por
muitos autores como importante ferramenta para
avaliar a qualidade do sémen (VERSTEGEN et al.,
2002; MATOS et al., 2008). A avaliagdo dos
espermatozoides maduros em crustaceos se torna
mais complexa quando comparada a vertebrados.
Isso se deve a auséncia de flagelos e, por
conseguinte, de motilidade, impossibilitando a
sua avaliacdo por meio dos batimentos flagelares.
Portanto, em camardes peneideos, a contagem dos
espermatozoides e suas avaliagdes macroscopicas
sdao utilizadas para caracterizar o potencial
reprodutivo (WANG et al, 1995). Assim,
diferentes técnicas sdo utilizadas para avaliar a
viabilidade espermatica como, por exemplo, a
“técnica de exclusdo”, com a utilizacdo do corante
eosina-nigrosina (JEYALECTUMIE e
SUBRAMONIAM, 1989; NIMRAT et al., 2006),
o corante “trypan blue” (WANG et al., 1995;
BRAVANISHANKAR e SUBRAMONIAM, 1997),
a ligacdo do espermatozoide-ovo (BEHLMER e
BROWN, 1984), analises bioquimicas
(BRAVANISHANKAR e SUBRAMONIAM, 1997),
indugdo a reacdo acrossdmica do espermatozoide
(ANCHORDOGUY et al., 1988; PONGTIPPATEE
et al.,2007) e avaliacdo da fertilizacdo por meio
de inseminagdo artificial (AKARASANON et al.,
2004; BART et al.,2006; VUTHIPHANDCHAI
et al., 2007).

CASTELO-BRANCO et al. (2014) avaliou dois
tempos de equilibrio (10 e 30 minutos) e dois
crioprotetores (glicerol e DMSO a 5 e 10%) em
massa espermatica de camardes Litopenaeus
schmitti frescos. Neste experimento, o autor ndo
observou diferenga entre os tempos nem entre as
concentragoes dos mesmos; posteriormente
criopreservou a massa espermatica em glicerol a 5
e 10%, ndao havendo também diferenca na
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sobrevivéncia espermadtica dos espermatozoides
criopreservados nestas concentragdes. O camardo
Litopenaeus schmitti, objeto deste estudo, é uma
espécie abundante nas pescas artesanais na Baia

de Sepetiba - R].

O uso de machos post mortem em cativeiro
visa o maior aproveitamento dos mesmos e
menores custos, desde que os machos sejam
comprovadamente livres de patégenos. A
utilizagdo dos espermatozoides destes animais
constitui uma nova alternativa para o emprego
da criopreservagado e utilizagao futura do material
genético por apresentarem espermatozoides
viaveis.

O presente trabalho é pioneiro em utilizar
sémen ou espermatdforo de decapodas post
mortemm  para a
maximizar a utilizagdo do potencial reprodutivo
dos camardes machos, pois os demais estudos
utilizaram

criopreservacao, visando

espermatoforos ou massas

espermaticas oriundos de animais vivos.

Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivos avaliar: i) a viabilidade de dois
protocolos de congelamento utilizando glicerol a
10%; ii) a eficiéncia de dois crioprotetores (glicerol
e DMSO, ambos a 10%), tanto na criopreservagdo
da massa espermatica como do espermatéforo;
iii) o tempo de estocagem em nitrogénio liquido
(30, 60 e 90 dias).

MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados com machos
adultos de L. schmitti oriundos da pesca artesanal
na Baia de Sepetiba (Saco da Pombeba -
23°3'13.91"S; 43°54'44.93"W), sendo os espécimes
utilizados 48 h post mortem. O primeiro ensaio foi
realizado em fevereiro/2011, utilizando-se 55
machos, objetivando-se avaliar o melhor protocolo
para congelamento. Apds essa avaliacao, foi
realizado o segundo ensaio, em agosto/2011, com
65 machos.

Foi empregado um equipamento para
criopreservagdo  (TK  Equipamentos  para
reprodugdo, modelo - TK 3000 compacta SE -
Brasil) computadorizado, com varios protocolos
para criopreservacao de sémen e embrides, sendo
a temperatura controlada de acordo com o
protocolo selecionado.

No primeiro ensaio, os tratamentos foram
distribuidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
duplo (2x2), com cinco repeti¢des, sendo os
fatores de estudo: dois protocolos de
congelamento (duas curvas de congelamento)
com dois niveis (massa espermadtica e
espermatéforo) utilizando apenas o glicerol a
10%. Para o segundo foi utilizado o delineamento
em blocos inteiramente casualizados (dias de
congelamento) em arranjo fatorial 2x4, com 10
repeticdes, para testar os efeitos de dois
crioprotetores (glicerol e DMSO) e quatro
tempos com relagdo & sobrevivéncia espermatica:
0 (ndo congelado, fresco ou controle), 30, 60 e 90
dias (tempo de permanéncia do material
criopreservado e mantido em nitrogénio liquido).

Inicialmente, foram tomados o peso e o
comprimento dos animais (comprimento total e
comprimento da carapaga) por meio de balanca
analitica de precisao 0,001 g e paquimetro digital,
respectivamente. O comprimento total consistiu
na medida da extremidade do rostro até a
extremidade do telson. O comprimento da
carapaga foi medido da base do pedunculo ocular
até a extremidade posterior da carapaga.

Foram wutilizados 65 espermatéforos de
machos maduros no periodo de intermuda,
selecionados de acordo com as especificagdes
segundo o padrdao de qualidade sugerido por
PEREZ-JAR (2005) em relacio a sua aparéncia:
brancos, grandes e targidos.

Os espermatoforos completamente maduros
foram removidos pela técnica de leve compressdo
abdominal (ARCE et al., 1999 e NIMRAT et al.,
2006); em seguida; foram medidos com
paquimetro com precisdo de 0,01 mm e pesados
em balanga analitica com precisao 0,001 g.

As massas espermaticas foram extrusadas por
meio de leve compressio na extremidade
posterior do espermatéforo; em seguida, tanto os
espermatéforos quanto as massas espermaticas
foram imersos em 0.5 mL de solugdo salina livre
de célcio (Tabela 1). Posteriormente, ambos foram
imersos em glicerol 10%, diluidos em solucédo
salina livre de calcio (VUTHIPHANDCHALI et al.,

2007), a temperatura ambiente (25°C) por 30
minutos (tempo de equilibrio).
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Tabela 1. Composicdo da solugdo salina para
imersdo dos espermatéforos e massa espermatica.

Reagentes Quantidade
NaCl 2,163 g
KCl 0112 g
H3BO3 0,053 g
NaOH 0,019¢g
MgSO, 7H,O 0493 g
H,O destilada 100 mL g.s.p.

A viabilidade espermatica foi avaliada por
meio do esfregaco de sémen corado com eosina-
nigrosina (Sigma N4763 e E6003,
respectivamente), segundo JEYALECTUMIE e
SUBRAMONIAM (1989), com  pequena
modificacdo, onde foram adicionados 25 pL de
eosina a 0,5% e 25 pL de nigrosina a 10%, em 50
pL  de  solugdo
homogeneizac¢do de 100 pL resultantes de solucao

espermatica.  Apds a
corada, realizou-se o esfregago em lamina de
microscopia para observagdo em microscépio
Optico. A porcentagem média para a viabilidade
espermatica foi calculada por meio da contagem
de células vivas e mortas (minimo de 100 células
por lamina, sendo duas réplicas por amostra). As
células mortas apresentaram-se coradas pela
eosina (réseas) e as vivas ndo apresentavam
coloragao, mostrando-se translicidas em contraste
com o fundo arroxeado da nigrosina.

Primeira Etapa: Awvaliagio de duas Curvas para a
definigdo de um Protocolo

Para o protocolo A foram utilizados machos
com peso médio de 22,80 + 3,87 g, comprimento
total médio de 13,59 * 0,81 cm e comprimento da
carapaca médio de 2,96 = 0,2 cm. O comprimento
e o peso médios dos espermatéforos foram 0,87 +
0,1 cm e 0,14 * 0,03 g, respectivamente. Para o
protocolo, B os animais apresentaram peso médio
de 22,75 £ 2,05 g, comprimento total médio de
13,52 £ 0,59 cm e comprimento da carapaga médio
de 2,97 £ 0,09 cm. O comprimento e o peso médios
dos espermatéforos foram 0,84 £ 0,05 cm e 0,15
0,11 g, respectivamente.

As massas espermaticas foram colocadas em
palhetas francesas pldsticas (IMV®) com
capacidade de 0,5 mL e os espermatéforos em
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criotubos (IMEC) de 20 mL. Ambos
permaneceram em equilibrio por 30 minutos em
glicerol 10% (Sigma, G6279), segundo CASTELO-
BRANCO et al. (2014), a temperatura ambiente
(25°C), e posteriormente foram criopreservados,

utilizando os protocolos mencionados a seguir.

O protocolo A do equipamento Compacta TK
3000 (SALAZAR et al, 2008) realizou a
criopreservacio em  duas etapas, onde
inicialmente ocorreu a estabilizagdo a -6°C e,
posteriormente, a insercdo das palhetas e
criotubos, contendo a solu¢cdo de massa
espermatica e espermatéforo, respectivamente, e o
crioprotetor. Apdés dois minutos, realizou-se o
procedimento de “seeding” (inducéo artificial da
cristalizagdo de gelo, geralmente através do
contato de uma pinga previamente imersa em
nitrogénio liquido (N:L), no sentido de evitar o
super-resfriamento das células). Em seguida, a
maquina foi novamente estabilizada por 10
minutos. Posteriormente, iniciou-se a reducgdo da
temperatura de -6°C a -32°C, a uma velocidade de
resfriamento de 0,5°C min!. As amostras
permaneceram por mais 8 minutos no
equipamento antes de serem transferidas para o
nitrogénio liquido (-196°C) (Tabela 2).

Tabela 2. Protocolos (A e B) utilizados para
criopreservacdo da massa espermdtica e do
espermatéforo do camardo branco Litopenaeus
schmitti.

Protocolo A
Inicio - a partir do 1° patamar

Temperatura 1° patamar -6°C
“Seeding” 2 min
Tempo por rampa 10 min
Rampa 0,5°C min-!
Temperatura 2° patamar -32°C
Tempo 20 patamar 5 min
Transferéncia para o NoL -196°C

Protocolo B
Inicio - a partir da temperatura ambiente

Rampa Positiva 0,5°C min-!
1o Patamar +5°C
Rampa Negativa 20°C min?
Patamar Final -120°C
Transferéncia para o NoL -196°C

O protocolo B teve inicio a partir da
temperatura ambiente, sendo esta reduzida numa
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velocidade de 0,5°C min® até alcangar 5°C (fase
positiva). Na fase negativa, marcada pela
introdugdo do nitrogénio liquido no recipiente da
méquina de criopreservagdo e posterior imersdo
dos criotubos, a temperatura foi reduzida numa
velocidade de 20°C min?! até alcancar -120°C,
quando entdo o material foi imerso em N>L.

Concluidos os tempos de estocagem em N>L
(30, 60 e 90 dias), as massas espermaticas foram
retiradas e imediatamente imersas em banho
maria a 20°C por 10 segundos para o
descongelamento (SALAZAR et al., 2008). Os
espermatoforos foram imersos em agua a 30°C por
dois minutos (BART et al., 2006;
VUTHIPHANDCHAI et al., 2007).

Segunda Etapa: Crioprotetores e tempo de estocagem
em N>L

O peso médio dos animais foi de 29,86 *
3,19 g, o comprimento total médio de 15,03 *
0,56 cm e o comprimento da carapaga médio de
3,19 £ 1,15 cm. O comprimento e o peso médios
dos espermatéforos foram 0,96 £ 0,07 cm e 0,19 +
0,02 g, respectivamente.

O periodo experimental ocorreu durante
cinco dias consecutivos. Diariamente foram
retirados o0s espermatéforos de 13 machos,
totalizando 130 espermatoéforos.

Nesta etapa foram criopreservadas duas
amostras por dia para cada tratamento,
totalizando 10 repeticdes,
diariamente duas amostras referentes ao controle

avaliando-se

durante o periodo de congelamento.

A criopreservagdo das massas espermaticas e
dos espermatéforos foi realizada com 10% de
glicerol (1,36 M) e 10% DMSO (1,40 M) (Sigma,
D4540), ambos a 10 %, utilizando-se o protocolo
definido na primeira fase experimental. As massas
espermaticas foram inseridas em palhetas
plésticas de 0,5 mL e posteriormente vedadas com
alcool polivinilico. Os espermatéforos foram
colocados em criotubos com capacidade para
2,0 mL. Ambos permaneceram nas respectivas
solugdes crioprotetoras por 30 minutos, antes de
serem transferidas para o equipamento de
criopreservagao.

O descongelamento foi realizado seguindo o
mesmo procedimento efetuado na primeira etapa
experimental.

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade  (Shapiro-Wilk;, a = 5%) e
homocedasticidade (Levene; a = 5%) das
variancias. Na primeira etapa (avaliacdo de duas
curvas de congelamento), utilizou-se a Andlise
de Variancia (ANOVA; a = 5%) para testar a
viabilidade dos protocolos. Esta mesma anélise
foi utilizada na segunda etapa do experimento
(comparagdo entre crioprotetores de acordo com
os tempos de estocagem) para a comparacao das
médias de sobrevivéncia espermatica da massa
(Glicerol e DMSO), enquanto as médias de
sobrevivéncia para 0s espermatéforos
criopreservados em DMSO foram analisadas
pelo teste de Kruskall-Wallis (a = 5%); além disso,
foi realizada a andlise de regressdo linear, para
testar a relacdo entre a sobrevivéncia espermadtica
(massa e espermatdforo) e o tempo de
criopreservagdo. O coeficiente angular de cada
reta (“b”) foi submetido ao teste t de Student
(Ho: b = 1, a = 5%). As declividades e os
interceptos das regressdes obtidas para as massas
e para os espermatéforos foram analisadas pela
andlise de covaridncia (ANCOVA; a = 5%). Todas
as andlises foram realizadas utilizando-se o pacote
estatistico SAEG v.9.1 (UFV, 2007). As parcelas
perdidas foram corrigidas pela equagéao:

y=kT+rB-G
(k-1)(r-1)

onde:

y = valor estimado da parcela;

k = ntmero de tratamentos;

r = namero de blocos (dias de congelamento);

T = total das parcelas do tratamento com parcela
perdida;

B = total das parcelas do bloco com a parcela
perdida;

G'= soma de todas as parcelas existentes no
experimento.

RESULTADOS
Definicio do protocolo para criopreservagio

A sobrevivéncia espermatica média foi
significativamente superior com o protocolo A
(50,96%) quando comparada ao B (7,13%)
(Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios e desvios padrdes das curvas de resfriamento da massa espermatica e do

espermatéforo (SPTF) de Litopenaeus schmitti.

SOBREVIVENCIA ESPERMATICA (%)

Curvas de resfriamento

MASSA SPTF MEDIA
PROTOCOLO A (-32°C) 4357 +15,74  58735+20,74 50,96 + 19,5
PROTOCOLO B (-120°C) 1,99 +3,48 12,26 £16,05 7,13 +12,55b

Meédias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si pelos testes F, a 5%

de significancia.

Awvaliagdo dos crioprotetores e métodos (massa
espermdtica e espermatéforo) para criopreservagio

De acordo com a anédlise de covaridncia, as
regressoes de sobrevivéncia dos espermatéforos
diferiram significativamente em relagdo aos
crioprotetores. Sendo assim, os interceptos das
duas retas diferiram entre si (p 0,0414),
demonstrando a presenca de duas equagdes.
Contrariamente, a relagdo entre a sobrevivéncia
da massa criopreservada em glicerol e DMSO em
fungdo do tempo de estocagem em NL (30, 60 e

90 dias) foi demonstrada por uma dnica equacao,
uma vez que tais regressdes nao diferiram
significativamente quanto aos seus interceptos

(p = 0,6130) e declividades (p = 0,2855).

Quando analisada a sobrevivéncia ao longo
do tempo, pdde-se perceber uma queda na
sobrevivéncia espermatica & medida que o tempo
de estocagem aumentou de 30 para 90 dias (p =
0,0000), sendo esse padrdo
demonstrado pela inclinacdo da linha de

decrescente

tendéncia dessas massas espermaticas (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivéncia espermatica das massas de Litopenaeus schmitti criopreservadas por 30, 60 e 90 dias
utilizando como crioprotetores o glicerol e DMSO, armazenadas em nitrogénio liquido.

No tempo zero (0), considerando a contagem
a fresco (grupo controle), a sobrevivéncia
espermatica foi superior em relagdo as massas
espermadticas criopreservadas em glicerol e
DMSO.

Com relagdo aos espermatoforos
criopreservados, foram observadas diferencas
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nado somente entre os crioprotetores (p = 0,0043),
mas entre os tempos testados na sobrevivéncia
espermatica (p 0,0248). Porém, nao houve
interacdo entre os crioprotetores e os tempos
(p = 0,7779). Assim como observado para a massa
espermatica, a sobrevivéncia dos espermatéforos
decresceu em relacdo ao tempo de estocagem
(p = 0,0000) (Figura 2).
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Figura 2. Sobrevivéncia espermatica dos espermatéforos (SPTF) de Litopenaeus schmitti criopreservados por
30, 60 e 90 dias, utilizando como crioprotetores o glicerol e 0 DMSO armazenados em nitrogénio liquido.

(*** diferenga significativa, a = 5%)

A sobrevivéncia média dos espermatozoides
das massas espermaticas e dos espermaté6foros
criopreservados em Glicerol e DMSO a 10%
encontra-se na Figura 3.

A sobrevivéncia espermadtica das massas
criopreservadas em glicerol (10%) no periodo de
30 dias foi superior em relagdo aos demais tempos
(60 dias; p = 0,0113; 90 dias p = 0,0040), porém
nao foi observada diferenca significativa entre 60
e 90 dias (p = 0,5963). Nao foram encontradas

diferencas mna  sobrevivéncia das massas
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espermaticas durante o periodo de
criopreservacdo em DMSO (10%) (30 dias; p =

0,1728; 60 dias; p = 0,1255; 90 dias; p = 0,2474).

A sobrevivéncia espermatica dos
espermatoforos criopreservados em glicerol (10%)
foi superior no periodo de 30 dias quando
comparada com 90 dias em N.L (p = 0,0451).
Entretanto, quando foram criopreservados em
DMSO (10%), nao houve diferenca significativa na
sobrevivéncia durante os periodos de manutengdo

em N,L (p = 0,0992).

m 0 Controle
m 30 dias
m 60 dias

Controle (fresco) Massa GLY 10% Massa DMSO 10% SPTF GLY 10%

SPTF DMSO 10%

Figura 3. Porcentagem média de sobrevivéncia espermatica das massas espermaéticas e dos espermatéforos
de Litopenaeus schmitti criopreservados em glicerol e DMSO a 10% por 0 (controle), 30, 60 e 90 dias. Os
valores assinalados com letras iguais, ndo denotam diferencas significativas (P<0,05) entre os tempos.
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DISCUSSAO

De acordo com WANG et al. (1995), a
contagem dos espermatozoides e suas avaliacdes
macroscopicas sdo utilizadas para caracterizar o
potencial reprodutivo em camardes peneideos.

A principal preocupagdo em relacao aos
espermatozoides que tenham sido submetidos a
criopreservacao € se estes apresentam qualidade,
em termos de viabilidade, quando comparados
aos frescos. Embora a fertilizacdo seja um critério
final em que a qualidade dos espermatozoides
descongelados pode ser avaliada, este método é
pouco préatico, uma vez que a maturacdo das
fémeas em cativeiro torna-se dificil para a espécie
L. schmitti.

A viabilidade espermatica verificada no
presente estudo reduziu com o aumento do tempo
de permanéncia, tanto do espermatéforo quanto
da massa espermatica em NoL. Este resultado
pode indicar a influéncia do tempo na queda do
metabolismo  dos
suposigdes podem ser inferidas como a perda de
proteinas, lipideos ou carboidratos durante a
manutencdo das amostras em N,L, como foi
observado por YOO et al. (1987), quando verificou

espermatozoides.  Varias

a perda de proteinas pela membranas celulares
dos espermatozoides do fluido seminal
criopreservado de salmdo. JEYALECTUMIE e
SUBRAMONIAM (1989) observaram o declinio de
carboidratos e proteinas em espermatozoides do
caranguejo Scylla serrata (Forskal, 1775) a -4°C.

Os resultados indicaram que a taxa de
resfriamento é um fator critico na criopreservagdo
do espermatozoide de L. schmitti, sendo o mesmo
observado por LEZCANO et al. (2004) para
Litopenaeus vannamei.

A menor sobrevivéncia verificada no
protocolo B, utilizado no presente estudo,
provavelmente ocorreu devido as crioinjurias
causadas pela formacgdo de cristais de gelo
intracelular (ndo houve, neste caso, a desidratagdo
adequada da célula durante o processo de
congelamento), originada pelo congelamento
rapido, tornando a membrana celular mais
sensivel as mudancas osmoéticas.

BART et al. (2006) congelaram espermatéforos
de Penaeus monodon em duas etapas: na primeira,
a temperatura baixou 15°C min! até alcancar
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-10°C; posteriormente a queda foi de 2°C min’,
diminuindo de -10°C para -80°C e, finalmente,
os espermatéforos foram imersos em NaL,
permanecendo criopreservados por 48 h. Estes
autores utilizaram como agentes crioprotetores,
DMSO, metanol e etilenoglicol, nas concentracdes
de 5 e 10%, sendo o melhor resultado observado
com DMSO a 5%, obtendo 79,7% de sobrevivéncia
espermatica. A medida que aumentaram a
concentracdo dos crioprotetores para 10%, a
sobrevivéncia espermaética foi reduzida. Portanto,
a sobrevivéncia elevada dos espermatozoides
provavelmente ocorreu devido ao reduzido tempo
de exposi¢do dos espermatéforos em NoL, o que
torna dificil a comparagdo com os resultados
obtidos no presente estudo.

Ao trabalharem com duas velocidades de
congelamento (rapida e lenta), LEZCANO et al.
(2004) verificaram que mais de 98% das células
espermaticas de L. vannamei foram destruidas
quando submetidas a uma velocidade de redugao
de 10°C min?. No entanto, quando a velocidade
da queda da temperatura foi superior a 5°C min’,
as células esperméticas descongeladas de Sicyonia
ingentis foram danificadas (ANCHORDOGUY
et al., 1988), concordando com o protocolo B do
presente estudo. Estes autores relatam que a
queda da sobrevivéncia espermatica em fungdo da
velocidade de resfriamento (“fast freezing”) se
deve a ruptura da membrana celular, ao contrario
do que ocorre com a baixa taxa de resfriamento
(“slow freezing”). CHOW et al. (1985) também
relataram a influéncia negativa do resfriamento
rapido sobre a viabilidade do espermatozoide em
Macrobrachium rosenbergii.

O congelamento lento do sémen foi bem
sucedido com outras espécies de decapodas,
como S. ingentis (ANCHORDOGUY et al., 1988),
S. serrata (JEYALECTUMIE e SUBRAMONIAM,
1989), L. vannamei (LEZCANO et al., 2004) e
M. rosenbergii (CHOW et al., 1985;
AKARASANON et al., 2004); concordando com os
resultados do presente estudo para o protocolo A,
em que a velocidade da queda de temperatura
foi de 5°C min! até atingir -32°C.

JEYALECTUMIE e SUBRAMONIAM (1989),
ao criopreservarem espermatéforos de S. serrata a
-196°C, -79°C e -4°C por até 30 dias obtiveram até
95% de sobrevivéncia espermaética em glicerol e
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89% para o DMSO, corroborando com o presente
estudo, no qual experimentos com glicerol
apresentaram maior sobrevivéncia espermatica
(31,18%) em relagdo ao DMSO (20,74%). Embora
PARKS e GRAHAM (1992) tenham sugerido que
o glicerol interfere na extremidade hidrofilica dos
fosfolipideos das celulares,
conduzindo ao dano das mesmas, esta informacéo

membranas

nao estd de acordo com os resultados encontrados
no presente estudo, em que o glicerol mostrou ser
o melhor agente crioprotetor para o
espermatoforo, quando comparado ao DMSO.

LEZCANO et al. (2004) criopreservaram por
2-3 dias espermatéforos, massa espermdtica e a
suspensdo espermdtica em DMSO, metanol,
glicerol e etilenoglicol a 10% em duas curvas
(rapida e lenta). Os autores observaram uma
variagdo na taxa de sobrevivéncia espermatica de
acordo com o crioprotetor e o tipo de material
criopreservado. A melhor sobrevivéncia foi obtida
com a massa espermadtica, utilizando metanol e
etilenoglicol a 10%, com 45% e 27% de células
normais (presenca de espinho), respectivamente,
no congelamento lento de 0,5°C min?. Esses
autores observaram a menor taxa de
sobrevivéncia para o glicerol (~25%) e DMSO
(~32%). Para os espermatoforos, os autores
verificaram a sobrevivéncia de aproximadamente
11% em glicerol e 15% em DMSO.
Contrariamente, no presente estudo, foram
encontrados resultados superiores, sendo a
sobrevivéncia para as massas espermaticas
criopreservadas em glicerol de 53,98%, em 30 dias
de manutencdo em NL, e 44,40% em DMSO
(protocolo  A). Para o0s  espermatoforos
criopreservados por 30 dias, a sobrevivéncia foi
31,18% em glicerol e 20,74% em DMSO.

As diferentes taxas de sobrevivéncia obtidas
para a massa espermdtica e o espermatéforo
podem ser explicadas pela utilizacdo de distintas
metodologias de descongelamento; entretanto,
SALAZAR et al. (2008) relataram que a parede do
espermatéforo  pode servir de barreira,
interferindo no efeito do crioprotetor sobre a
célula. Tal inferéncia corrobora com os resultados
do presente estudo, uma vez que se verificou
menor sobrevivéncia espermatica dos
espermatéforos em  relagdio  as
espermadticas criopreservadas. Outro fato que
pode ser levado em consideragdo é que o material

massas

adesivo que envolve os espermatozoides das
massas espermadticas pode contribuir para a
protegdo contra os danos do congelamento e para
a mudanga da osmolaridade nas mesmas.

SALAZAR et al. (2008), utilizando protocolo
semelhante ao do presente estudo (protocolo A),
criopreservaram massa espermatica, por 72 h,
utilizando metanol 10% e obtiveram maior
sobrevivéncia (60%) em relacao aos
espermatéforos (~25%). Estes resultados foram
semelhantes ao do presente estudo, porém
utilizando-se o glicerol e o DMSO a 10% no

periodo de 30 dias.

ANCHORDOGUY et al. (1988), estudando a

toxicidade de diferentes crioprotetores,
observaram a superioridade para o DMSO (5%)
em relagdo aos demais crioprotetores utilizados
(glicerol, sacarose, prolina e trealose). Tal
resultado difere do presente estudo com L.
schmitti, devido a auséncia de diferencas entre os
crioprotetores (glicerol e DMSO a 10%) para a
massa espermadtica, porém, corrobora com GWO
(2000), afirmando que a escolha do crioprotetor

depende da espécie de crustaceo.

LEENA GRACE e NATARAJAN (2003)
verificaram que a combinac¢do dos crioprotetores
glicose, glicerol, DMSO e metanol para a
criopreservagdo do sémen de Penaeus monodon
(Fabricius, 1798) por 30 dias resultou em 92,3% de
sobrevivéncia espermadtica para glicose/metanol
(considerada superior) e 86,5% (considerada boa)
para o glicerol isoladamente; j& para o DMSO foi
considerado moderado.

VUTHIPHANDCHALI et al. (2007) também
testaram um protocolo de criopreservacao de
espermatdforos de P. monodon e trés métodos de
descongelamento. Dentre 0s agentes
crioprotetores testados (DMSO, etilenoglicol,
propilenoglicol, formamida e metanol nas
concentragdes 5, 10, 15 e 20%), o DMSO a 5% foi o
que apresentou o melhor resultado no teste de
toxicidade. Esses autores, posteriormente,
avaliaram diferentes velocidades de queda da
temperatura e observaram a melhor sobrevivéncia
espermatica com a redugdo mais lenta da
temperatura, confirmando os resultados do
presente estudo para o protocolo A em que a
temperatura final foi de -32°C. Os autores
criopreservaram os espermatéforos em DMSO a
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5% por 210 dias em N>L e verificaram queda na
sobrevivéncia a partir de 60 dias (87,3%) e 90 dias
(53,3%), confirmando os resultados do presente
estudo. Embora os resultados de viabilidade
obtidos por esses autores sejam superiores em
relacdo ao atual estudo, também houve o efeito
negativo do tempo sobre a sobrevivéncia
espermatica.

Segundo MONTOYA (2001), ocorre uma
reducdo da qualidade dos espermatéforos em
Litopenaeus setiferus, L. stylirostris e L. vannamei,
quando o0s mesmos estdo em cativeiro,
influenciando na qualidade espermatica em
machos maduros. Estas observagbes sao
importantes para a continuidade dos esforcos em
relagdo a criopreservacdo, uma vez que, por meio
desta biotecnologia, a preservacdo tanto do
espermatéforo quanto da massa espermadtica
poderia beneficiar ndo somente a conservagdo dos
estoques genéticos masculinos, mas também as
aplicacbes em avangos tecnoldgicos, como por
exemplo, a manipulagdio genética, o que
beneficiaria tanto a preservagdo da espécie como a
aquicultura.

Assim como no presente estudo, BRAY e
LAWRENCE (1998) nédo observaram diferengas na
morfologia dos espermatozoides (contagem
espermatica e células anormais) de L. vannamei
quando mantiveram o vaso deferente e a ampola
terminal a 15°C por 36 h, demonstrando a
possibilidade de utilizagdo de sémen post mortem.

Como visto anteriormente, os crioprotetores
podem ser utilizados isoladamente ou em
combinagdo; portanto, sugere-se a inclusdo de
crioprotetores ndo permeaveis (gema de ovo, leite,
sacarose ou trealose), que ja estdo sendo usados
em mamiferos e em alguns trabalhos com
crustidceos, na tentativa de melhorar a
sobrevivéncia espermética apds a criopreservagao.
Além dos crioprotetores internos e externos,
outros fatores como a taxa de resfriamento e a

temperatura de  descongelamento  podem
melhorar e/ou otimizar os resultados aqui
descritos.

CONCLUSOES

Tanto o glicerol como o DMSO podem ser
utilizados na  criopreservagdo da massa

espermdtica de L. schmitti, entretanto para a
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criopreservagdo do espermatoforo, sugere-se a
utilizagdo do glicerol a 10%.

A utilizagdo dos espermatozoides de animais
48 h post mortem de L. schmitti, para a
criopreservagdo foi constada nesse estudo, sendo
uma nova alternativa para o uso futuro do
material genético, desde que os machos post
mortem estejam comprovadamente livres de
patogenos.
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