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1 INTRODUCAO

O pacu é uma espécie reofilica, e € amplamente explorada. Aléem disso, esta
sofrendo perdas na diversidade genética, devido a acdo antrOpica pela construcao
de barragens que mudam o curso dos rios, prejudicando sua reproducdo. A
criopreservacdo seminal € uma 6tima ferramenta para recuperacdo da espécie para
desenvolvimento de protocolos de congelamento e criacdo de bancos de
germoplasma. Entretanto, devido ao choque térmico o congelamento pode acarretar
prejuizos nas estruturas celulares. Os protocolos de congelamento utilizam
crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis com intuito de minimizar os possiveis
danos as células espermaticas. Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar o
efeito dos crioprotetores ndo penetrantes trealose, rafinose, lactose e sacarose nas
concentragdes de 50 mM, 100 mM e 150 mM sob as células espermaticas de Pacu
atraveés das analises de Integridade e Fluidez de Membrana plasmatica.

2 REFERENCIAL TEORICO

Diversos estudos utilizando crioprotetores nao penetrantes mostram que
acucares dissacarideos protegem a membrana celular a partir do volume celular no
congelamento e descongelamento. O efeito benéfico no congelamento seminal de
diferentes espécies como carneiro (Aisen et al 1995), cabra (Aboagla & Terada,
2003) e touro (Foote et al 1993) .

3 MATERIAIS E METODOS (ou PROCEDIMENTO METODOLOGICO)

Foram utilizados 14 machos da Piscicultura Panama. O semen foi coletado
por massagem abdominal, e s6 amostras acima de 80% de motilidade foram
congeladas. Apos foram adicionado ao diluente BTS (Pursel & Johnson 1975),
contendo o crioprotetor penetrante dimetilsulfoxido 10% e os diferentes
crioprotetores nao penetrantes: trealose, rafinose, sacarose e lactose nas
concentragbes 50mM, 100mM, e 150mM. As amostras foram envasadas, apés
20min colocadas em botijao Dryshipper (-70°C) por 12 horas e transferidas para
botijdo de nitrogénio liquido (-196°C). As palhetas foram descongeladas em banho-
maria a 45°C por 8 segundos e analisadas Integridade e Fluidez de membrana por
Citometria de fluxo Attune (Life Technologies - USA).

4 RESULTADOS e DISCUSSAO
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Com base nos resultados (Tabelal) a sacarose 150 mM (68%) e lactose 50
mM (53%) obtiveram melhor resultado para fluidez de membrana quando
comparado aos demais agucares. Na integridade de membrana o dissacarideo
sacarose 150 mM (55%) foi diferente estatisticamente dos demais tratamentos com
55% de membranas integras.

As concentracdes de 50 e 150 mM de Sacarose apresentaram melhor eficacia
de crioprotecdo na membrana plasmatica, pois estabiliza os fosfolipideos e conserva
a sua permeabilidade seletiva. Além disso, 0s dissacarideos minimizam os danos
como cristais de gelo por manter a pressdo osmatica, contribuindo para a
desidratacao celular.

Tabela 1- Influéncia de trealose, rafinose, sacarose e lactose em suas diferentes

concentracoes relacionados aos parametros da célula espermética analisados.

Acucar % Fluidez Membrana
Controle 0 645+47% 49.2 + 2.8
50 62.4 + 3.3%° 546+2.1°
Trealose 100 60.0 + 3.7 50.0 + 3.4 ¢
150 63.5 + 3.9 521+3.2%
50 63.7 + 2.8%° 49.6 + 2.6 2
Rafinose 100 62.3+ 3.7 46.2 + 2.9
150 59.2 + 3.4%° 426+3.7%
50 57.6+3.7" 422+29°
Sacarose 100 60.8 + 3.6 423+26°
150 68.0+3.7° 557+19°%
50 53.4+41° 445 + 2.8
Lactose 100 58.8 + 4.0 452 + 2.6
150 56.7 +3.7% 48.3 + 2.4 %

5 CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados desse estudo mostram que o dissacarideo sacarose é eficaz na
protecdo das membranas celulares de espermatozoides criopreservados de Pacu.
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