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RESUMO GERAL

Com o primeiro experimento objetivou-se comparapxicidade e o efeito da
combinacao de crioprotetores intra e extracelularas células espermaticas de
curimba Prochilodus lineatussubmetidas a criopreservacdo. Aliquotas de 400
uL de sémen, de 19 reprodutores, foram diluidas quratro solucdes
crioprotetoras (DMSO+gema de ovo, DMSO+lactose am@t-gema de ovo e
metanol+lactose) e envasadas em palhetes de 0,5Asnkmostras foram
colocadas durante 24 horas em vapor de nitrogémiab e apds esse periodo,
foram imersas nesse fluido criogénico por 10 digmds o descongelamento, a
maior taxa e duracdo de motilidade foram obtiddiizando a lactose como
crioprotetor extracelular, independente da sua @mgBo (p<0,05). Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos quaselcanalisou a morfologia
espermatica apds o descongelamento (p>0,05). Guasidb os efeitos dos
tratamentos testados, recomenda-se 0 uso da lactaseo crioprotetor
extracelular, acrescida de DMSO ou metanol, visie gssas combinacdes
apresentaram as maiores taxas e duracdes de auilid baixo indice de
alteracdes morfologicas apds o descongelamento. €eegundo experimento
objetivou-se desenvolver um protocolo simplificgdoa a vitrificagdo de sémen
de curimba utilizando diferentes concentragfes dtamol (10 e 20%). A
toxicidade aguda desse crioprotetor interno foitatlss € comparou-se a
vitrificagdo com e sem metanol na solugéo diluidéxkquotas de 20 pL de
sémen, de 23 reprodutores, foram colocadas emtaalde 0,25 ml e imersas
diretamente em nitrogénio liquido. Apds o descangehto das amostras,
mensurou-se a motilidade espermética e as alteragderfoldgicas nos
espermatozoides. A diluicio do sémen em solugOeprotetoras reduziu
significativamente a motilidade espermatica (p<0l)0Quando comparadas a
solucdo contendo apenas o diluidor Belltsville TimgwSolution (BTS), a
presenca do metanol no meio reduziu a taxa e ac@luraa motilidade
espermatica. Apés o descongelamento, ndo houvdidadé em nenhum dos
tratamentos e a analise morfolégica mostrou uma ialtidéncia de cauda
enrolada nas amostras que foram vitrificadas naepga do metanol. Esses
dados demonstram a necessidade de melhoria da@aépaia essa espécie e
mostram que a morfologia espermatica ndo é sufecipara avaliar os danos
causados durante o processo de vitrificacao.

Palavras-chaves: Preservagdo espermatica. Qualidag®nal. Toxicidade.
Crioprotetor.



GENERAL ABSTRACT

The first experiment aimed at comparing the toxiand the effect of the
combination of intra and extracellular cryoprotetsain sperm cells of curimba
(Prochilodus lineatus subjected to cryopreservation. Aliquots of 400 gill
semen from 19 males were diluted in four cryopnateicsolutions (DMSO+egg
yolk, lactose+DMSO, methanol+egg yolk and lactosethranol) and placed in
0.50 ml sterile straws. The samples were place@4ohours in liquid nitrogen
vapor and, later, immersed in the cryogenic fladX0 days. After thawing, the
highest motility rate and duration was obtainedubing lactose as extracellular
cryoprotectant, independent of its combination (PS5 There was no
significant difference between treatments when yaivadj sperm morphology
after thawing (p>0.05). Considering the effectstiod tested treatments, we
recommend the use of lactose as extracellular coyegtant, added with DMSO
or methanol, since these combinations presentedhitiest motility rates and
durations as well as low morphological change &dter thawing. The second
experiment aimed at developing a simplified protofmr curimba semen
vitrification using different methanol concentrato (10 and 20%). The acute
toxicity of this internal cryoprotectant was testdd we compared vitrifications
with and without methanol in the diluting solutiohliquots of 20 pl of semen
from 23 males were placed in 0.25 ml sterile strand directly immersed into
liquid nitrogen. After thawing, we measured spermtility and morphological
changes in spermatozoa. The dilution of the semearryioprotectant solutions
significantly reduced sperm maotility (p<0.0001). @hcompared to the solution
containing only Belltsville Thawing Solution (BT 3he presence of methanol in
the medium reduced sperm motility rate and duratidter thawing, there was
no motility in any of the treatments and the motppal analysis showed a
high incidence of curled tail in the samples whigdre vitrified in the presence
of methanol. These data demonstrate the need tmumphe technique for this
species and show that sperm morphology is notcserfi to assess the damage
caused during the vitrification process.

Keywords: Sperm preservation. Semen quality. Toxi€ryoprotectant.
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CAPITULO |
Introducao geral

1INTRODUCAO

O interesse no aperfeicoamento de técnicas deresepvacido de sémen
de peixes vem aumentando a cada dia devido a gsesthnémicas e sociais.
Vérios fatores sao apontados como responsaveisdeelnio do estoque de
peixes e dentre eles, destacam-se a pesca pradatriconstrucdo de
hidrelétricas e a urbanizagéo, que inclui a poluids rios e 0 desmatamento da
mata ciliar. A eficiéncia reprodutiva dos peixes giacema € drasticamente
reduzida ou cessada pelo obstaculo que as barrhgietétricas representam,
pois modificam o curso natural dos rios. J4 a udagdo prejudica por
desaparecer, parcial ou completamente, com o hahig@atico natural
(GODINHO, 2000).

A criopreservacdo ganhou impulso quando foi destalzecapacidade
do glicerol em proteger as células espermaticasa@s efeitos deletérios do
congelamento (GODINHO, 2000) e desde essa desaphgias substancias
vém sendo testadas com esse objetivo.

Outro processo de preservacdo de material genétewitrificacéo, a
gual desempenha um importante papel na consendagicaracteristicas do
sémen, porém exige mais cuidados no desenvolvindmrotocolos devido a
imersdo do material diretamente em nitrogénio diqu{-196°C) a partir da
temperatura ambiente.

Ambas as técnicas envolvem o armazenamento doiabaterinteresse
em nitrogénio liquido por tempo indeterminado. Bedsrma, elas sao
fundamentais na rotina de reproducdo induzida emethoria genética das

espécies. Além de facilitar o transporte de mdteriainimizar a assincronia na



12

maturacdo dos gametas, esses processos possilailiiaritacdo do estoque de
machos na piscicultura fazendo com que haja uma&ednos custos de criacdo
e uma exploracdo mais racional de reprodutores.

Apesar das técnicas serem muito utilizadas, amhbaesentam
importantes limitacbes, pois reduzem os parametdes motilidade e
consequentemente, a taxa de fertilizacdo. Uma dagimas de se minimizar 0s
efeitos deletérios causados por esses processositéizacdo de solugdes
crioprotetoras que protegem a célula espermaticatroOaspecto a ser
considerado é a diferenca de sensibilidade dosrreaperoides, de espécies
distintas, a reducédo da temperatura e a diluicdeatugdes crioprotetoras, o que
dificulta na definicho de um protocolo especifice driopreservacédo e
vitrificacao.

A curimba Prochilodus lineatusé um peixe nativo da América Central
e América do Sul e apresenta uma alta importarmcadenica pela facilidade de
manejo e alta produtividade. Além disso, devidaledinio de suas populacfes
nativas por interferéncias antropolégicas, o is®egela preservacdo da espécie
aumentou significativamente.

Portanto, torna-se imprescindivel o estudo de pobbs eficazes de
criopreservacdo e vitrificacdo, capazes de presesvanaterial genético da
curimba, permitindo assim, a realizacdo de umalifa¢do in vitro bem

sucedida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Curimba (Prochilodus lineatus)

A curimba é um peixe teledsteo de coloracdo cimatepda, com faixas
transversais escuras e inconspicuas no dorso @iurComo possui habito
alimentar iliéfago, seus pequenos e numerosos siemfeirados servem para
raspar detritos e perifiton, e sua boca forma ustadiquando é projetada
(LOGATO, 2000). A curimba possui cabecga larga, caafio e alongado com
nadadeiras escamadas na base. Os individuos poiilegr até 70 cm de
comprimento e peso corporal superior a 6 Kg (SVERROS; ORTI, 1993;
CRUZ, 2001).

A classificagcdo taxonémica da curimba é feita dmsge forma:

Reino: Animalia;

Filo: Chordata;

Classe: Actinopterygii;
Ordem: Characiformes;
Familia: Prochilodiolae;
Subfamilia: Prochilodontinae
GéneRyochilodus
Esmeélrochilodus lineatusValenciennes, 1836.

Figural. CurimbaProchilodus lineatus
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No Brasil, a curimba possui outros nhomes populaeso curimbata,
curimatd, papa-terra e grumatd, e pode ser endange todo o territério
brasileiro, principalmente na regido Norte, Cents® e Nordeste, além dos

estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Parana (Rigura

Figura 2. Distribuicdo geografica da curimBagchilodus lineatus

Assim como outros prochilodontidios, a curimba @wwspécie reofilica
gue realiza migrac6es ascendentes com fins refivod essas atividades estdo
sincronizadas com o aumento do nivel das dguapoeadlas enchentes. Sua
reproducéo inicia-se na primavera e tem o picoerdo;, podendo desovar entre
500.000 a 1.200.000 6vulos (SANTOS, 1981). Ela & aspécie de desova total
e normalmente é encontrada em ambientes l6ticosagilms mais lentas
(WINEMILLER, 1996).

Em cativeiro, a curimba necessita de inducdo hoam@ara se
reproduzir, e o desenvolvimento de biotecnologara essa finalidade tem sido
esmimulado pelo fato de suas larvas serem utilzamamo alimento para
espécies carnivoras na fase larval, como a pinalcarrycon orbignyanus o

dourado $alminus brasiliensg® o jal Zungaro jah). Além disso, a curimba
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também é utilizada como modelo para pesquisasdefivas devido a sua alta
taxa de fecundidade e facilidade de manejo (MUR@RA., 2003).

Devido a construcdo de hidrelétricas, urbanizas@brepesca, captura
em periodos de desova e introducdo de espécidasaxabs rios, o estoque de
peixes de piracema tem diminuido sigficativamer@&ROLSFELD et al.,
2003) fundamentando o interesse em conservar aiveisilade desse

prochilondontideo.

2.2 Caracteristicas gerais e biologia seminal

Apesar das variacbes, 0 sémen apresenta cartcasris
semelhantes entre todas as espécies existentely semposto pelo plasma
seminal e células espermaticas. Sua composicd@ i individuo para
individuo, apresentando uma interacdo complexae efdtores ambientais,
genéticos e fisiologicos (BILLARD, 1986; RURANGWA ., 2004).

O plasma seminal contém componentes organicoggaimaos, fornece
nutrientes adequados para o0 metabolismo espermatiemtém o estado
guiescente das células e protege os espermatozudga danos proteoliticos e
oxidativos (CIERESZKO, 2008).

Os componentes do plasma seminal sdo encontradoguanidades
bastante variadas. Ele é constituido principalm@otecompostos minerais -
magnésio, calcio, potassio e sbédio - sendo os disios 0s ions mais
predominantes e diretamente relacionados com a ilidedke dos
espermatozoides no plasma (BILLARD et al., 1995)egar de proteinas e
substratos energéticos serem encontrados em bamnaerdracdo, as proteinas
exercem uma importante funcdo de proteger as eékdpermaticas contra

ataques proteoliticos. Os componentes antioxidareacontrados em



16

abundancia no plasma seminal sdo os acidos - @szoeblrico - ambos
responsaveis pela prote¢cdo da membrana.

Na maioria das espécies de peixes teledsteos, ernesipzoide nao
possui acrossoma e € dividido em trés compartirsgariocipais: a cabeca, onde
se encontra o0 nucleo com o DNA paterno, a pecameidiaria composta pela
mitocdndria que fornece energia para o batimeratgefar, e o flagelo que é
responsavel pelo movimento espermatico (LAHNSTEINERTZNER, 2008).

2.2.1 Motilidade espermatica

Em peixes teledsteos, os espermatozoides permargpgestentes no
trato genital e a motilidade espermatica se inigj@ds a liberagcdo do
espermatozoide em ambiente aquatico, devido dediferde osmolaridade e a
composi¢ao ibnica do meio de ativacdo (BILLARD, B98ILLARD et al.,
1995).

A pressdo osmética desempenha um importante papetgulacéo da
motilidade, visto que esse fator sozinho é capazniéar a movimentacao
espermatica (MORISAWA et al., 1983). Em peixes gigaddoce, a diminuicdo
na concentracao intracelular de K+ em funcédo dasiggo ao meio hipotdnico
provoca a ativacdo da motilidade, enquanto que gpécies marinhas, ela é
ativada pelo mecanismo contrario (TAKAI; MORISAWEQ95).

Devido ao gradiente de concetracdo entre o meia eextracelular, a
célula espermatica altera o seu volume na tentdévequilibrar a osmolaridade
entre os meios. Em espécies marinhas sdo obserzagesda de agua e o
encolhimento celular, ao passo que o influxo deaaguorre em peixes
dulciculas, através da difusdo passiva da agumpBrtante salientar que estas
alteracdes sdo fendbmenos progressivos, que ocapémo inicio da motilidade

em fun¢do da variac@o na osmolaridade externa (U, €009).
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2.3 Efeito da criopreservacao e vitrificagdo na quadade do sémen

As técnicas da criopreservacdo e vitrificacdo @besi no
armazenamento de espermatozoides em nitrogénimldicel sGo amplamente
empregadas na conservacdo do sémen de diferenpésiess de peixes,
incluindo as espécies nativas do Brasil (FELIZARBCal., 2010; ORFAO et
al., 2011). Esses métodos sdo seguros para avagderde recursos genéticos,
uma vez que, a motilidade espermatica e capacididdertilizacdo sao
recuperadas ap0ds o processo de congelamento engelsgnento. No entanto, a
manutencdo do espermatozoide a baixa temperatiga axutilizacdo de um
adequado protocolo dependente da qualidade e dadatdo meio diluidor, tipo
e concentracdo dos crioprotetores, volume da amasticaracteristicas do
espermatozoide (KOPEIKA; KOPEIXA, 2008).

A variabilidade do sémen pode afetar diretamentesuoesso da
criopreservacado e vitrificacdo devido a fatoresinsecos que determinam a
crioresisténcia da célula espermatica, que consisée habilidade do
espermatozoide em preservar suas caracteristicAs apcriopreservacao,
mantendo suas estruturas intracelulares e funcdescas (KOPEIKA;
KOPEIXA, 2008).

A exposicdo as técnicas de criopreservacao ocasgiresse osmotico a
célula e pode danificar suas funcdes, afetando @lisade, a morfologia, a
composicado do plasma seminal e a atividade antoi@d(BUTTS et al., 2011;
MARTINEZ-PARAMO et al., 2012).

A morfologia espermatica também é afetada pelosessms de
criopreservacao e vitrificacdo, devido a alteragdmsmolaridade do meio que
circunda as células. Estas alteracdes ultraestisteeduzem a motilidade e a

capacidade de fertilizacdo e sdo causadas por mmEnpd da membrana,
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reducdo da funcéo mitocondrial, espiralizacéo,ungpbu aderéncia do axonema
(MARQUES, 2001).

As alteracBes espermaticas podem ser fisiol6gingsatoldgicas e sédo
divididas em dois grupos: primarias e secundawes.alteracdes primarias
(cauda dobrada, cabeca isolada e gotas citoplasmatiistal e proximal)
ocorrem durante a espermatogénese em decorrénfatodes que acometem os
reprodutores, e as secundarias (caudas quebradidene degenerada, macro e
microcefalia) estdo relacionadas a procedimentosdeejo durante a coleta
(MILIORINI, 2006).

Segundo Leung (1991), os maiores prejuizos natesiraas células
espermaticas ocorrem no intervalo critico entre -@08C. Para minimizar os
danos, algumas técnicas de criopreservacdo padoimcam o sémen
primeiramente em vapor de nitrogénio liquido paue @s espermatozoides
sofram um congelamento gradual e suas estruturasbraposas ndo sejam
muito alteradas (BILLARD, 1983). Em temperaturagren5 e -10°C, o
processo de desidratacdo se inicia e microcrideaigelo comecam a se formar
no meio extracelular (MEDEIROS et al., 2002).

Para se processar o congelamento de sémen de, gen@sessaria uma
taxa minima de 90% de motilidade espermatica (CO&80al., 1999) e de
acordo com Cruz (2001), o periodo de permanéncimaterial a temperatura

constante de -196°C ndo altera a qualidade do séenfmma significativa.

2.4 Solucgdes diluidoras do sémen de peixes

Com o objetivo de manter a viabilidade espermatioante a reducao
da temperatura, solugdes de sais ou carboidraboadééionadas ao sémen. Para
gue uma substancia seja aceita como diluidor, ela der: isotbnica, para que a

motilidade espermatica ndo seja ativada precocemestavel, para que suas
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caracteristicas fisico-quimicas nao sejam alteradascontato com o sémen;
condutora térmica, para permitir a rapida transigeéda temperatura externa
para os espermatozoides; estéril, sendo isentaict®rganismos nocivos as
células e finalmente, a solucdo deve servir commeadora de crioprotetores
(LEGENDRE; BILLARD, 1980).

Alguns diluidores utilizados na criopreservacdsémen de mamiferos
tém sido empregados com éxito em espécies de peixesspecial, Beltsville
Thawing Solution(BTS, Minitib®) acrescido ao sémen suino durante se
resfriamento e congelamento (MURGAS et al., 20B&squisadores utilizaram
0 mesmo diluidor na concentragé@o de 5% e obtiveesutados expressivos em
sémen de curimba (MILIORINI et al., 2004), pacu IMIRINI et al., 2002;
MURGAS et al., 2004), piapara (MURGAS; MILIORINI;IIS/A, 2003) e
piracanjuba (MURGAS et al., 2004). Esses trabalfmam pioneiros na

adequacéo do diluidor BTS ao sémen de peixes nuggad

2.5 Solucgdes crioprotetoras do sémen de peixes

Quando pesquisas relataram a capacidade do gliearoproteger as
células espermaticas contra efeitos deletérios ameatamento (GODINHO,
2000), a criopreservacao adquiriu um impulso eagdodutras substancias vém
sendo testadas com esse objetivo.

As solugBes crioprotetoras sdo acrescidas ao miki@at com o
proposito de proteger os espermatozoides, mas peddornar toxicas quando
utilizadas em altas concentracdes (MARIA et alQ8)0Essas substancias sao
divididas em crioprotetores intracelulares (ou ¢eis) e extracelulares (ou
insolGveis), sendo os primeiros capazes de reati@yua da célula e diminuir a
temperatura de congelamento no seu interior, inmoeda formacao de cristais

de gelo. Ja os crioprotetores extracelulares possuingdo de revestir a célula
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externamente, estabilizando a membrana e diminwedtanos provocados pelo
congelamento (CAROLSFELD et al., 2003).

Entre os crioprotetores intracelulares mais utili|a destacam-se o
dimetilsulfoxido (DMSO), o metanol, o glicerol e etilenoglicol. Os
extracelulares mais utilizados sdo a glicose, areae, a gema de ovo, o leite
desnatado, o soro e a agua de coco.

Segundo Chao (1991), o uso de crioprotetores iogemnvolve um
grande risco, pois podem provocar a desnaturacéteigs causando uma
toxicidade nos sistemas enzimaticos e celularem txorre principalmente
guando as concentracdes dos crioptotetores intsfmmuito elevadas (CRUZ,
2001) e aparentemente eles provocam resultadosntalistem espécies
diferentes.

A associacdo entre crioprotetores internos e eotegn indicada por
Carolsfeld e Harvey (1999) e Godinho (2000), e sdguBedore (1999), o
metanol apesar de ser o crioprotetor mais permeav@embrana, € o que

apresenta a maior toxicidade dentro do seu grupo.

2.6 Descongelamento do sémen de peixes

Ao contrario do congelamento, o descongelamentséoen envolve
uma reidratacdo das células devido a entrada d& @aya 0 meio intracelular
(HOLT, 2000). A fim de evitar o reagrupamento dgqumenos cristais de gelo, o
descongelamento rapido é necessario, e a veloceladmperatura devem ser
obtidas através de ensaios experimentais devigardisularidades seminais de
cada espécie (CAROLSFELD et al., 2003).

As taxas de descongelamento que envolvem altastaimpas e tempo
reduzido de exposicdo sdo as mais bem sucedid@3T(BMBAYNES, 1980),

entretanto, 0 superaquecimento deve ser evitado.g&ml, as palhetas sdo
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imersas em agua aquecida e as temperaturas majsagds estdo entre 50 e
60°C (MARIA et al., 2006), embora haja uma numera@gégcdo com relacdo a

taxa de descongelamento.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos dois trabalhos mostraan a
modificacBes espermaticas causadas por difererdtzdos de criopreservacéo
seminal. Para trabalhos futuros, sugere-se a agdliz de analises mais
elaboradas que visem explicar com maior clarezegas causas da diminui¢do

da motilidade espermatica no sémen descongelado.
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CAPITULO 2 Criopreservacdo de sémen de curimba Rrochilodus
lineatus): efeito da combinacdo de crioprotetores na motiiade e

morfologia das células espermaticas

RESUMO

O estudo foi conduzido entre janeiro e fevereiro2842 no municipio de
ltutinga em Minas Gerais, com o objetivo de compar@xicidade e o efeito da
combinacao de crioprotetores intra e extracelularas células espermaticas de
curimba submetidas a criopreservacdo. O sémen deefi@®dutores foi
analisado e diluido em quatro solu¢cdes compostasrfprotetores internos e
externos nas seguintes combinacdes: metanol +sigateetanol + gema de ovo,
DMSO + lactose e DMSO + gema de ovo. Uma parte&hoes diluido foi
congelada enquanto que a fracdo restante foi naaetid repouso e avaliada
apos 10 minutos. Para o congelamento, as amoditradad foram envasadas em
palhetas de 0,50 ml, colocadas em botijao de vd@artrogénio liquido por 24
horas e apés esse tempo, foram submergidas ergémtooliquido por 10 dias.
O descongelamento ocorreu em agua a 60°C, porudideg. A combinacéo de
DMSO + lactose se mostrou menos toxica para o séhgdo, resultando nas
maiores taxas e duragfes de motilidade quando cadgaaos demais
tratamentos (p<0,05). Apés o descongelamento, @rmaka e duracdo de
motilidade foram obtidas utilizando a lactose coaonimprotetor extracelular,
independente da sua combinacédo (p<0,05). Ndo hdiieeenca significativa
entre os tratamentos quando se analisou a morfolegpermatica apds o
descongelamento (p>0,05). Dentre as altera¢fes enaintradas estdo cauda
enrolada, seguida por cauda fraturada e cabegalésdConsiderando os efeitos
dos tratamentos testados, recomenda-se 0 uso tiseacomo crioprotetor
extracelular, acrescida de DMSO ou metanol, viste g@ssas combinacdes
apresentaram as maiores taxas e duracdes de auilid baixo indice de
alteracdes morfologicas apds o descongelamento.

Palavras-chave: Preservacdo genética. CriobiologiAndlise
espermatica.
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ABSTRACT

The study was conducted between January and Fgbnfal012 in the
municipality od ltutinga, Minas Gerais, Brazil, tvithe objective of comparing
the toxicity and the effect of the combination oftra and extracellular
cryoprotectants in curimba sperm cells subjectedry@preservation. Semen
from 19 males were analyzed and diluted in fountsmhs comprise of inner and
external cryoprotectants in the following combinag: methanol + lactose,
methanol + egg yolk, DMSO + lactose and DMSO + wgig. A portion of the
diluted semen was frozen while the remaining foactivas kept in repose and
evaluated after 10 minutes. For freezing, the @idutamples were packaged in
0.50 ml straws and placed into liquid nitrogen vafoo 24 hours and, after this
time, submerged into liquid nitrogen for 10 daykeThawing was conducted in
water at 60°C for 8 seconds. The combination of DMSlactose was less toxic
to the diluted semen, resulting in higher motiligtes and durations when
compared to the other treatments (p<0.05). Aftawthg, the highest motility
rate and duration were obtained using lactose &motlular cryoprotectant,
regardless of its combination (p<0.05). There wassignificant difference
between treatments when analyzing sperm morphaftgy thawing (p>0.05).
Among the most frequent changes was curled tdigvied by fractured tail and
isolated head. Considering the effects of the des®atments, we recommend
the use of lactose as a extracellular cryoprotéctaided with DMSO or
methanol, since these combinations presented thieest motility rates and
durations and low morphological change rate aftawing.

Keywords: Genetic preservation. Cryobiology. Spamalysis.
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1 INTRODUCAO

A curimba Prochilodus lineatuys € um peixe teleésteo nativo da
América do Sul, amplamente utilizado em reprodugdsistida. Além de
oferecer grandes vantagens a piscicultura, devidacdidade de manejo e
elevada taxa de crescimento (MURGAS et al., 20033a espécie responde
facilmente a inducéo hormonal (FRANCISCATTO et 2002; NAVARRO et
al., 2007). Desta forma, o interesse pela pres@oveda curimba tem aumentado
consideravelmente, fazendo com que o desenvolvordmttécnicas para essa
finalidade se torne essencial.

A criopreservacdo é uma técnica utilizada paraepvas o material
genético de espécies de interesse, por tempo indetelo. Esse procedimento
objetiva manter a viabilidade de células, tecidasgiios, armazenando-0s em
nitrogénio liquido (-196°C). Além de ser indicadagminimizar a assincronia
na maturacao de gametas e facilitar o transpogersmos, essa técnica limita
0 estoque de machos na piscicultura intensivaziedo os custos na producéo.

Em peixes telebsteos, o declinio de populacfeagehs e a expansao
da producédo aquicola impulsionaram o interessegpreservacédo do sémen
(BUTTS et al., 2011). Embora seja um método amptaenaitilizado em
mamiferos, essa técnica requer bastante estuddoda\diferenca celular entre
as espécies de peixes, fazendo com que haja respudividuais.

Durante o resfriamento, as células espermaticaamfiexpostas a
condicbes externas que as danificam, interferindetainente na sua
sobrevivéncia. A exposicdo das células a tempaatmuito baixas e o contato
com as solugbes crioprotetoras desencadeiam une d&reventos como,
estresse osmdético, alteracdes na bioquimica domplaseminal, danos
oxidativos, desidratacéo e cristalizacdo celul2DREIKA; KOPEIKA, 2008).

Como consequéncia, diversos parametros da ativielsgermatica sao afetados
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negativamente, com destaque para a motilidade dologia espermatica
(BUTTS et al., 2011; MARTINEZ-PARAMO et al., 2012).

Para evitar danos a célula espermatica, 0 usoiclgra@tetores torna-se
importante no processo de criopreservacdo. Estmstasgias tém a finalidade
de proteger os espermatozoides durante o congdianeedescongelamento
celular, impedindo as criolesdes causadas pelaagigetemperatura.

Os crioprotetores intracelulares sé@o utilizados paduzir a formacéo
de microcristais de gelo dentro da célula, enqugo®os extracelulares atuam
estabilizando e reparando a membrana externa.

Portanto, o principal objetivo desse trabalho fsiudar o efeito da
interacdo de diferentes crioprotetores internostereos na criopreservacao de

células espermaticas de curimba.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e selecéo de reprodutores

O estudo foi conduzido durante o periodo de rem&alpiracema) nos
meses de janeiro e fevereiro de 2012, no municipitiutinga e no laboratério
de Fisiologia da Universidade Federal de Lavrafycmmocalizados no sul do
estado de Minas Gerais.

Foram utilizados 19 machos de curimba ao longoxger@mento, com
pesos corporais entre 910 a 2050 gramas, os guai® fmantidos em viveiros
de terra na Estacdo Ambiental de ltutinga, da CoimpaEnergética de Minas
Gerais (EAI-CEMIG). Os reprodutores foram alimeotad libitum trés vezes
ao dia, com racdo comercial extrusada de oito rettims de didmetro com 28%
de proteina bruta, entre os meses de marco e ai@@011. Durante o periodo
reprodutivo (setembro a fevereiro), os animais nfo@imentados com ragéo
extrusada de mesmo didmetro, contendo 32% de ipadbeita.

Com o auxilio de redes de arrasto, foram selecmhabmente os
reprodutores que liberaram sémen sob delicada gerssaobre a parede da
cavidade celomatica. Estes foram transportados gguiarios de alvenaria de
2000 litros e foram mantidos a uma densidade deaemais por aquario. O
nivel de oxigénio foi monitorado e a temperaturaagaa mantida em torno de
28°C.

2.2 Inducao hormonal
Para serem submetidos ao tratamento hormonal corate@bruto de

hip6fise de carpa (EBHC), os animais ficaram emnjepor 24 horas antes da

aplicacdo. Cada reprodutor foi pesado e recebes dioses para espermiagdo
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que consistiram em inje¢bes intramusculares de®%0 mg de EBHC kgde
peso corporal, proximo a base da nadadeira ddtgaive um intervalo de 12
horas entre as aplicacdes e a coleta de sémero@nrtorno de 7 horas apés a
Ultima dose de EBHC.

2.3 Coleta e avaliacdo do sémen

Antes da coleta do material, a papila urogenitallifopa com papel
toalha para evitar a contaminacéao, por fezes mauei a ativacdo prematura das
células espermaticas. Em seguida, coletou-se o rnsgme meio de leve
massagem na parede celomatica no sentido cranitaicauas amostras foram
colocadas em tubos de ensaio estéreis e mantida®raperatura ambiente
(23°C).

Apés a coleta, uma aliquota de 10pL de sémen ffesciepositada em
uma lamina histolégica de vidro e homogeneizada 40pl de 4gua destilada,
para a mensuracdo da taxa e duracdo da motilidagerneatica. Esses
parametros foram observados em microscopio épadaz] sob aumento de 100
dioptrias e estimadas em porcentagem média ddsomageneizacdo com agua
destilada até que somente 10% dos espermatoz@dggentrassem maveis. A
mensuracdo da motilidade espermética foi realinadsémerin natura apds a
diluicdo nas solugdes crioprotetoras e no sémesodgslado.

Para o estudo da criopreservacao, uma aliquot®@ieL4de sémein
naturafoi mantida a temperatura de 26 + 0,8 °C duramte@mipulacdo e analise

das demais amostras.
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2.4 Determinacado da concentracao espermatica

Uma aliquota de 10uL de sémen de cada animal fetacta e diluida
em 990uL de solucéo de formol citrato (2,99 deattde sodio, 4ml de solucdo
comercial de formaldeido 35% e 100ml de agua désfjl Em seguida, 10uL da
amostra diluida foi adicionada a 990uL de solugdéodmol citrato, resultando
numa diluicdo final de 1:f0(sémen:formol citrato). A determinacdo da
concentracdo espermética foi feita em cémara débdlen e estimada pela

seguinte férmula:

CE=NXxFC

Onde:
CE é a concentracdo espermética (espermatozoidesmir
N é o numero de células contadas na cadmara de N&ubau

e FC é o fator de correcdo dado por:

FC=(qxfd)/d

em que:
g = 5 e representa a razdo entre 0 numero totauddrigulos da camara de
Neubauer (25) e o numero de quadriculos contadps (5

fd é o fator de diluicéio da aliquota de sémefi)(10

d é a profundidade entre a laminula e a camara dbauier (0,1mm)



35

2.5 Criopreservacao e descongelamento do sémen

As amostras de sémen foram diluidas na propor¢cdbs€100uL de
sémen:500uL de solucdo crioprotetora). As solucfmam preparadas
utilizando BTS a 5%Relltsville Thawing Solution crioprotetores intracelulares
a 8% (DMSO e metanol) e extracelulares a 5% (gesravd e lactose), diluidos
em 100 ml de agua destilada. Quatro combinac¢fesridprotetores intra e
extracelulares foram testadas: DMSO + gema deMS$O + lactose, metanol
+ gema de ovo e metanol + lactose. As amostragmers fresco ficaram em
contato com as solugBes crioprotetoras durante ifutos (periodo de
estabilizacdo) e, ap0s esse tempo, foram envasatpalhetas de 0,50 ml (uma
palheta por tratamento) que por sua vez, foramdasiaom massa cirlrgica
estéril. Em seguida, as palhetas foram colocadasbetijfio de vapor de
nitrogénio liquido (Taylor-Wharton, CP 300, “dryigber”, Theodore, AL,
USA) por 24 horas, o qual possui taxa de congelsongadrao de -35,6°C niin
entre 23 e -170°C. Apoés esse periodo, as amostam fmersas diretamente em
botijdo de nitrogénio liquido a -196°C (Cryomefa§-18, Kolovratska, Czech
Republic), por 10 dias.

As palhetas foram descongeladas individualmentérpersdo em agua
(banho-maria) a 60 °C por 8 segundos (MARIA et2006; PAULINO et al.,
2012) sendo agitadas durante todo o procedimestmesmas foram enxugadas
com toalha de papel e a extremidade foi cortada gescartar a massa cirdrgica.
Uma aliquota de 10uL de sémen foi depositada sadmee Iamina histologica
previamente focalizada em microscépio Optico s@umento de 100 dioptrias.
Apos a confirmagéo da auséncia de ativagdo, a eanfmstativada mediante
homogeneizacdo com 40uL de agua destilada.

A avaliagdo quantitativa da motilidade foi estimaelm funcdo da

porcentagem média dos espermatozoides méveis meddu(em segundos) foi
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estimada desde a homogeneizacdo com a 4gua destitadjue somente 10%

das células espermaticas se encontrassem moveis.

2.6 Analise da morfologia espermatica

Foram utilizadas amostras de sémen descongeladb9dasimais e as
andlises morfoldgicas foram realizadas em micrdscéptico de luz sob o
aumento de 1000 dioptrias.

Uma aliquota de 10pL de sémen descongelado fdddilem 990uL de
solucédo formol citrato e uma fracdo de 10pL desiséuma foi depositada em
uma lamina histologica juntamente com 10uL de derd&opsa Bengala 1%.
Apo6s a secagem, foi observada a morfologia de ®lllas espermaticas ao

longo de toda a lamina conforme esquematizadogquadril.

—> A —>

_>_>

Figura 1. Sequéncia de campos observados duraatélse morfolégica do
sémen de curimba. As setas indicam o sentido dee&a

Foram observadas alteracdes na cabeca, peca idiériaee cauda,
resumidas na Tabela 1 (MILIORINI, 2006).
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Tabela 1. Caracteristicas das alteragbes morfa@égacontradas no sémen de
curimba

AlteracBes primarias Caracteristicas

Cabeca isolada normal Cabeca sem qualquer alteiag&@m sem cauda

Dobradura em diversos graus sem envolvel

Cauda dobrada
mesma ou a cabega
Alteracdes secundérias Caracteristicas
Macrocefalia Cabeca gigante, com contornos e foanasmais
Microcefalia Cabeca reduzida, com contornos e feramormais

Cabeca e forma normais, com contorno irregular ou

Cabeca degenerada ~ .
degeneracdes cromatinica ou vacuolar

Peca intermediéri

degenerada (PID) Alteracdes na espessura, densidade e comprimento

Cauda fraturada Células com fratura e retencaauaidec

Dobradura e enovelamento da cauda sobre si

Cauda enrolada
mesma ou sobre a cabeca

Descontinuidade da cauda a partir da |

Cauda degenerada . o
intermediaria

Fonte: MILIORINI, 2006 (adaptado)

2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiranteecasualizado. As
andlises de normalidade para todas as varidvesndeptes foram realizadas
pelo teste de Shapiro-Wilk. As varidveis “anormatids na cabeca e na cauda”
dos espermatozoides foram transformadas emxlqgara sua normalizacéo,
sendo as médias posteriormente convertidas em gélogaritmo para
apresentacdo dos resultados. Os dados coletadwos fmbmetidos a analise de
variancia e teste F. Quando detectadas diferemgeesas médias, foi realizado o

teste de Tukey.
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As andlises foram efetuadas com auxilio do procedim "general
linear model" (GLM). As varidaveis “taxa e tempo deotilidade” foram
comparadas pelo teste de t pareado, comparandcs antedepois da
criopreservacdo do sémen. Para as demais vari@esigio a distribuicdo néo
ter se comportado de forma normal, foi realizadaise de variancia para as
médias ndo paramétricas por meio do teste de KrMgakis. O programa
estatistico utilizado foi 0 SAS verséo 9.0 (2002detou-se 5% como o nivel de

significancia maximo das analises.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentragdo espermética

No presente estudo, a concentracdo espermaticaa reédontrada no
sémen de curimba foi de 23.4XH¥permatozoide/mL. A variagdo encontrada
entre estudos é esperada, pois essa variavelaglafeor diversos fatores como,
mudancas ambientais, fase reprodutiva, tipo de @wionutilizado para a

inducdo e o volume seminal (SILVA et al., 2009).

3.2 Motilidade espermatica no sémen diluido em saléies crioprotetoras

Os dados mostram uma maior taxa de motilidade (8€Q) nos
tratamentos utilizando metanol + gema de ovo e DM3&xtose (Tabela 2).

Embora as taxas de motilidade tenham sido infeigue0,05) quando
comparadas ao sémen fresco (Tabela 3), as amasra®men de curimba
exibiram altas porcentagens de células méveis apdduicdo nas solucdes.
Esses dados demonstram que essas combinacfesogeotetbres ndo se
mostraram téxicas ao sémen de curimba, alcancamdotaxa de motilidade
média de 82,43%.

Tabela 2. Média da taxa de motilidade (%) no sédemrurimba diluido nas
solucgdes crioprotetoras, antes do congelament®jn=1

Crioprotetor extracelul (5%) Crioprotetor Intracelul: (8%)
DMSCQO METANOL
GEMA DE OVC 80,59 bt 90,29 a/
LACTOSE 88,24 a/ 70,59 bE

2PMédias seguidas de letras distintas, nas coluti@seth entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade® Médias seguidas de letras distintas, nas linhas,
diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel%ed® probabilidade
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A diluicdo do sémen em solugBes crioprotetoras & erapa necessaria
para realizar a criopreservagdo. Em testes utdizah5% de metanol e DMSO,
Miliorini (2006) obteve respectivamente, 87 e 908 tdxa de motilidade no
sémen diluido de curimba, sendo semelhante aogesalencontrados no
presente estudo, 88,24 e 90,29%, quando foranzadds 8% de metanol e
DMSO.

Tabela 3. Contraste para a taxa de motilidade (¥6fmen fresco e diluido

Média da taxa de motilidade (%)

Sémen fresco 98,53 a
Sémen diluido 82,43 b

2PMédias seguidas de letras distintas, nas coluti@seth entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade

Segundo Bedore (1999), a concentracdo elevadaaj@atetores pode
provocar reducao significativa na qualidade do séde peixes, porém nossos
dados mostram que o uso de crioprotetores intrdracelulares ndo apresentou
uma toxicidade relevante em nenhuma das combinéesiesias.

Na tabela 4 estdo apresentadas as médias dasaehidecfotilidade, em
segundos, do sémen de curimba diluido, mostranda imbteracdo entre os
crioprotetores intra e extracelulares, com destgguwa uma maior duracdo de
motilidade (p<0,05) nos tratamentos utilizando daet como crioprotetor
extracelular, combinado com DMSO (77,59 segundas)nwetanol (80,35
segundos).

Miliorini et al. (2011) verificaram que as amostdessémen de curimba
acrescidas de metanol e DMSO apresentaram durdedestilidade de 43 e 37

segundos, respectivamente, sendo inferiores asgadas no presente estudo.
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Tabela 4. Média da duracdo da motilidade (s) ncegéde curimba diluido nas
solugBes crioprotetoras, antes do congelament®jn=1

Crioprotetor extracelul (5%) Crioprotetor Intracelul: (8%)
DMSC METANOL
GEMA DE OVC 59,88 b/ 60,82 bA
LACTOSE 77,59 a/ 80,35 a/

aPMédias seguidas de letras distintas, nas colutif@seth entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade® Médias seguidas de letras distintas, nas linhas,
diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel%ed® probabilidade

Em ensaios de criotoxicidade, o periodo de estalg#io entre o sémen e
as solucdes € necessério e alguns estudos podeavalir o real efeito dos
crioprotetores sobre as células espermaticas (CRRE)1; RIBEIRO;
GODINHO, 2003). No presente trabalho, esse perfadareceu a manutencgéo
da qualidade seminal do curimba permitindo o cargehto das amostras com
viabilidade assegurada. Esse periodo (10 minutosjagel visto que os
procedimentos que antecedem o congelamento de s#anpeixes geralmente

despendem pouco tempo.

3.3 Motilidade espermatica no sémen descongelado

Houve interacdo entre os crioprotetores intra eaestulares com uma
maior taxa de motilidade do sémen (p<0,05) noartrahtos utilizando lactose
como crioprotetor extracelular, combinado com DM&B5,29%) ou metanol
(57,35%) (Tabela 5). As solugdes que continham gdmavo promoveram
menores taxas (p<0,05) de motilidade independentecribprotetor interno
utilizado. Ribeiro e Godinho (2003) ndo consideratisfatorio o uso da gema
de ovo na criopreservacao de sémerlLegorinus macrocephalustribuindo

isso a falta de sinergia entre os crioprotetores.
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Tabela 5. Média da taxa de motilidade (%) no sémencurimba, apds o
descongelamento (n=19)

Crioprotetor extracelul (5%) Crioprotetor Intracelul: (8%)
DMSC METANOL
GEMA DE OVC 41,18 bE 50,10 b/
LACTOSE 55,29 a/ 57,35 a/

aPMédias seguidas de letras distintas, nas colutif@seth entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade® Médias seguidas de letras distintas, nas linhas,
diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel%ed® probabilidade

Murgas et al. (2007) utilizando DMSO e metanol nepeservagéo de
sémen de curimba, obtiveram taxas de motilidaderiores ao presente estudo
porém a combinacdo de crioprotetores intra e exdures ndo foi utilizada,
podendo ser a causa da menor taxa encontradaegor el

Processos de congelamento e descongelamento podeificat ou
matar as células espermaticas, comprometendo aidage de fertilizacdo
(MARTINEZ; EKWALL, 1998). Nesse estudo, a taxa detiidade apds o
descongelamento decresceu 48% quando comparaémaa fresco e 38% em

relacéo ao sémen diluido (Tabela 6).

Tabela 6. Contraste para a taxa de motilidade @6¥émen fresco, diluido e
descongelado

Sémel Média da axa de mtilidade (%
Fresco x Diluid 98,53 2 82,43 E
Diluido x Descongelac 82,43 A 50,98 E

A® Médias seguidas de letras distintas, nas linhésret entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade

Para a duracdo da motilidade espermatica, os nsanateres (p<0,05)
foram encontrados nos tratamentos utilizando lactmambinada com DMSO
(73,94 segundos) ou metanol (74,18 segundos) @abel
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Tabela 7. Média da duragcdo da motilidade (s) noeséde curimba, apds o
descongelamento (n=19)

Crioprotetor extracelul (5%) Crioprotetor Intracelul: (8%)
DMSC METANOL
GEMA DE OVC 59,65 b/ 63,76 b#
LACTOSE 73,94 a/ 74,18 a/

aPMédias seguidas de letras distintas, nas colutif@seth entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade® Médias seguidas de letras distintas, nas linhas,
diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel%ed® probabilidade

Esses resultados foram maiores que os obtidos poyad et al. (2007)
cujo estudo encontrou uma duracdo de motilidadd&lsegundos no sémen
descongelado utilizando metanol ou DMSO. Essadtifsg pode ser explicada
pelo uso dos crioprotetores extracelulares, ossqmesmoveram uma maior
protecdo a célula espermatica.

O efeito positivo do metanol nas variaveis da nuatde pode estar
relacionado com sua osmolaridade (HARVEY; KELLEYQ84) e a rapida
penetracdo intracelular (JAMIESON, 1991).

Em ensaios de criopreservacao, Miliorini et al.1{POverificaram que o
uso da gema de ovo apresentou certa toxicidade gpagémen de curimba e
nossos dados também demonstram uma reducdo sigimdicia taxa e duracao
da motilidade espermatica (p<0,05) apés o descamgzito quando se utilizou
essa substancia como crioprotetor externo.

Apesar da reducdo observada no tempo de motiliddalesémen
descongelado, 68 segundos (Tabela 8), é possiwvebhafjue o método utilizado
no presente estudo foi bem sucedido quando compaiadriopreservacéo
realizada por Murgas et al. (2007), onde a duratzionotilidade foi de 18
segundos. Essa diferenca provavelmente esta ned@l@o ao uso dos

crioprotetores externos combinados com o DMSO amaét
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Tabela 8. Contraste para a duracdo da motilidgdeo(sémen fresco, diluido e
descongelado

Sémel Média da duracao da motilidade)
Fresccx Diluido 90,41 A 74,66 E
Diluido x Descongelac 74,66 A 67,88 £

AB Médias seguidas de letras distintas, nas linhésret entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade

A lactose combinada com o DMSO ou metanol podexercido uma
melhor protecdo sobre as membranas do sistemaamitdal, diminuindo os
danos durante os processos de congelamento e dekmoento, promovendo
assim, um maior tempo de batimento flagelar (MILINR2006).

A duracgdo da motilidade em sémen de peixes teleHste agua doce é
muito curta e varia entre as espécies (COSSON.etl299; LEGENDRE;
LINHART; BILLARD, 1996). E mais préatico partir dor@ssuposto de que a
motilidade do sémem natura é aquela que melhor se adapta a biologia dos
oo6citos mesmo em condigfes mais controladas qaditahnatural. A variagdo
de motilidade encontrada entre diferentes estuam® mer explicada pelas

condi¢Bes individuais dos reprodutores e o perétedcoleta do sémen.

3.4 Morfologia espermatica ap6s o descongelamento

N&o foi verificada diferenca significativa entre watamentos para a
analise de morfologia espermatica no sémen deskaltg@>0,05) (Tabela 9).

Tabela 9. Médias das alteracdes morfoldgicas (H)duias e secundarias, no
sémen de curimba, apés o descongelamento (n=19)

AlteracBes morfoldgicas (¢

Tratamentos

Priméaria: Secundarie Total
DMSO+gem: 5,8¢ 20,7¢ 26,6(
Metanol+gem 4 4t 19,8¢ 24,3¢
DMSO+lactos 4.,9¢ 20,9¢ 25,9¢

Metanol+lactos 3,8¢ 20,97 24,8
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Além da motilidade, a morfologia espermética é atorfimportante a
ser considerado. Possivelmente, as anormalidademteadas nesse trabalho
(24 a 27%) estdo associadas a diminuicdo da tameotikdade espermatica.

Assim como no estudo realizado por Moraes et 804, a principal
alteracdo encontrada no presente ensaio foi caudéada, seguida por cauda
fraturada e cabeca isolada (Tabela 10). Essas alidatles comprometem a
motilidade progressiva dos espermatozoides, pronum/e movimentos
circulares e oscilatorios que reduzem a taxa dififacdo (KAVAMOTO et al.,
1999).

Tabela 10. Média detalhada das alteracBes mort@ég{%) no sémen de
curimba, ap6s o descongelamento (n=19)

Tratamentos
Alteragbes primérias T1 T2 T3 T4 p*
Cabeca isolada 5,63 4,06 4,29 3,50 0,5013
Cauda dobrada 0,21 0,42 0,67 0,38 0,7568
Alterac8es secundarias T1 T2 T3 T4 p*
Macrocefalia 1,88 2,19 2,18 1,63 0,4163
Microcefalia 1,44 1,25 2,06 1,75 0,5885
Cabeca degenerada 1,31 0,88 1,19 0,65 0,6692
PID 2,88 1,69 2,41 2,50 0,4035
Cauda fraturada 5,56 3,56 5,06 5,56 0,3144
Cauda enrolada 6,50 9,00 7,47 8,00 0,7243
Cauda degenerada 1,19 1,31 0,59 0,88 0,6697
TOTAL 26,60 24,36 25,92 24,85  0,7607

T1 = DMSO + gema de ovo; T2 = metanol + gema de ®3c= DMSO + lactose; T4 =
metanol + lactose. *Valores de probabilidade dedmaom o teste Kruskal-Wallis, ao
nivel de 5%.
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As concentracdes utilizadas para os crioprotetiotes e extracelulares
promoveram um efeito protetor sobre as caractasstibioguimicas dos
espermatozoides, cuja protecao refletiu nos aspdisicos das células apés o
descongelamento, permitindo a ocorréncia de son2&8tedas alteracdes totais.

A fecundacdo artificial em curimba utiliza uma poogiio elevada entre
espermatozoides e o6citos em um ambiente controtstawlo provavel que o
percentual critico de anormalidades esperméticaieoem torno de 50%
(MILIORINI et al., 2011).

Outras consideragbes podem ser feitas observando®abela 10 e

levando-se em conta 0 segmento da célula espeanad¢itado.

a) Alteracdes na cabeca

Como comentado anteriormente, a alteracdo de cabeimfrequente
foi a cabeca isoladayja anormalidade pode ter sido em decorréncisdean
reprodutiva ou do manejo.

Embora a macro e microcefalia tenham ocorrido eixabascala, essas
anormalidades sédo atribuidas, respectivamenteyflaxo ou efluxo de liquido
para o citoplasma devido a um possivel efeito dsmdta solucdo de formol
citrato utilizada na fixacdo espermatica. Essd@fmde ser minimizado através
do tamponamento dessa solugdo fixadora e corregdsud isotonicidade
(MILIORINI et al., 2011).

b) Alteracdes na peca intermediaria (PID)

Com relacdo a ocorréncia de PID, todos os tratammempresentaram
baixa porcentagem dessa alteracé@o, ndo diferimghifisativamente entre eles
(p>0,05). Segundo Miliorini et al. (2011) essa amalidade, provavelmente, é
consequéncia da desestabilizagdo de membranas roifimas dos

espermatozoides quando as células sdo submetidasgelamento.
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c) AlteracBes de cauda

A alteragdo cauda enrolada apresentou a maioréneipientre todas as
anormalidades espermaticas consideradas ness®.eBasd resultado ndo era
esperado visto que os crioprotetores protegem abnagra citoplasmatica do
espermatozoide de curimba, evitando esse tipaei@aegiio morfologica.

Percentuais elevados de cauda fraturada e cabmadapodem estar
relacionados ao processo de preparacao de laménesfrégacos corados para a
analise morfol6gica (MORAES et al., 2004).
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4 CONCLUSAO

Todas as solugBes testadas nesse estudo foranvagfgbara a
criopreservacdo do sémen de curimba e ndo apresm@entiferencas quanto as
alteracdes morfologicas dos espermatozoides. Bntrgta lactose se destacou
como crioprotetor extracelular, apresentando maidexas e duracdes de
motilidade para o sémen descongelado, independenta combinacdo com
metanol ou DMSO.
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CAPITULO 3 Vitrificacdo de sémen de curimba Prochilodus lineatus):
toxicidade do metanol sobre as células espermaticas

RESUMO

A vitrificacdo pode ser utilizada para preservamosimas em campo e oferece
uma alternativa a criopreservacao convencional peanido tenha sido estudada
sistematicamente para as células espermaticasassp® presente trabalho foi
conduzido durante os meses de janeiro e feverei20d3 e teve como objetivo
geral desenvolver um protocolo simplificado parsitdficagdo de sémen de
curimba utilizando diferentes concentracfes de maétaA toxicidade aguda
desse crioprotetor interno foi testada ao nivetldee 20% e comparou-se a
vitrificagdo com e sem metanol na solugdo diluidd?ara avaliar os danos
causados pela técnica da vitrificacdo, mensuraussetilidade espermatica e as
alteracdes morfologicas nos espermatozoides apdiesgongelamento das
amostras. A diluicdo do sémen em solu¢bes cricpmte reduziu
significativamente a motilidade espermatica jA& nomanto da diluicdo
(p<0,0001). Quando comparadas a solucédo conteref@maBTS, a presenca do
metanol no meio reduziu 37% a taxa de motilida@8% a dura¢do da mesma.
Apo6s o descongelamento, ndo houve motilidade esjieamem nenhum dos
tratamentos. A andlise morfolégica mostrou uma #al@déncia de cauda
enrolada nas amostras que foram vitrificadas neepga do metanol, mostrando
um indicio de choque osmotico causado por essatdsuliss. Esses dados
mostram que o metanol, nas proporcdes utilizadasgrindicado como solucéo
crioprotetora no processo de vitrificagdo do sérdencurimba e a analise
morfolégica, sozinha, ndo consegue explicar as iE@isas do insucesso dessa
técnica para essa espécie.

Palavras-chave: Crioprotetor intracelular. Avalegdespermaticas. Choque
osmodtico.
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ABSTRACT

Vitrification can be used to preserve samples ia fleld and offers an
alternative to conventional cryopreservation, altfio it has not been
systematically studied for fish sperm cells. Thizrkvwwas conducted during the
months of January and February of 2013 and hadmhb& objective of
developing a simplified protocol for the vitrifigah of curimba semen using
different concentrations of methanol. The acuteictox of this intracellular
cryoprotectant was tested at 10 and 20% and we a@udpvitrifications with
and without methanol in the diluting solution. Tesass the damage caused by
this technique, we measured sperm motility and maliqmical changes in sperm
after thawing. The dilution of semen in cryoprogett solutions significantly
reduced sperm motility at the time of dilution (p8@01). When compared to
the solution containing only BTS, the presence eftranol reduced motility rate
in 37% and motility duration in 25%. After thawingperm motility was not
found in any of the treatments. Morphological as&\showed a high incidence
of curled tail in the samples which were vitrifigdthe presence of methanol,
indicating osmotic shock caused by this substahbese data demonstrate that
methanol in the proportions used in this work i$ indicated as cryoprotectant
solution in the vitrification process of curimbansan and that morphological
analysis alone does not explain the real caustslofe of the technique for this
species.

Key-words: Intracellular cryoprotectant. Sperm eadions. Osmotic shock.
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1 INTRODUCAO

A curimba Prochilodus lineatusé uma espécie nativa da bacia do Rio
Grande e apresenta alta produtividade quando ccantercialmente. Além da
importancia econdmica, o declinio de suas popufacdElvagens também
impulsionou o estudo de novas técnicas capazerederpar o material genético
dessa espécie.

A vitrificacdo é uma alternativa promissora parecripreservacao
padrdo e atualmente é utilizada em espermatozoiols;itos, embrides,
células-tronco e 6rgaos de mamiferos, incluind@essérumanos, macacos e
bovinos (BAGCHI; WOODS; CRITSER, 2008; LIEBERMANN;UCKER,
2002; SCOTT,; BAYNES, 1980; VIVEIROS; GODINHO, 200®)ONG,;
CORREA; VANDEVOORT, 2009). Essa técnica, além deid@, ndo requer
equipamentos caros e pode ser utilizada na presggrele amostras no campo.

A vitrificacdo consiste na imerséo direta, do matex ser preservado,
em nitrogénio liquido (-196 °C) objetivando armamem germoplasma de
reprodutores e espécimes de alto valor comercibialagico (HARVEY, 1998;
KOPEIKA; KOPEIKA, 2008).

Apesar das vantagens dessa técnica, esse métodé rdimeiro em
programas de fertilizacdo devido a diversos fatgres limitam a utilizacdo do
sémen vitrificado (BUTTS et al., 2011). A exposig® célula espermatica a
condicbes fisiologicamente inadequadas acarretareansignificativa perda na
gualidade seminal em consequéncia de estresse iosmdilteracdes
bioguimicas no plasma seminal, danos oxidativosiddatacdo e cristalizacédo
celular (KOPEIKA; KOPEIKA, 2008). Esses eventostaie negativamente a
morfologia, a motilidade e a viabilidade espernaat{BUTSS et al.,, 2011;
MARTINEZ-PARAMO et al., 2012).
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Desta forma, para desenvolver um protocolo defigiigdo, o primeiro
passo € identificar solu¢des diluidoras adequadsasrificar a toxicidade de
agentes crioprotetores.

Até o presente momento, poucos estudos foram plagc com
espermatozoides de peixes (MERINO et al.,, 2011aRMBE et al., 2011b;
CUERVAS-URIBE et al., 2011; FIGUEROA et al., 2018)nao ha relatos de
vitrificagdo de sémen de curimb&réchilodus lineatus Sendo assim, o
objetivo geral desse estudo foi o desenvolvimertard protocolo simplificado

para a vitrificagdo de sémen dessa espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e selecéo de reprodutores

O estudo foi conduzido durante o periodo de rem@alpiracema) nos
meses de janeiro e fevereiro de 2013, no municigibutinga, localizado no sul
do estado de Minas Gerais. A temperatura médi foicde 28°C.

Foram utilizados 23 machos de curimba ao longoxger@mento, com
pesos corporais entre 700 a 2400 gramas. Os aniimi@sl mantidos em
viveiros de terra na Estacdo Ambiental de ltutimgaCompanhia Energética de
Minas Gerais (EAI-CEMIG). Os reprodutores foranmahtadosd libitum trés
vezes ao dia, com racdo comercial extrusada denilitmetros de didmetro com
28% de proteina bruta, entre os meses de marcostoade 2012. Entre 0s
meses de setembro e fevereiro de 2013 (periodmdagiro), 0os animais
receberam racao extrusada de mesmo didmetro, don®@fo de proteina bruta.

Com o auxilio de redes de arrasto, foram selecmhabmente os
reprodutores que liberaram sémen sob delicada gerssaobre a parede da
cavidade celomatica. Estes foram transportados gguiarios de alvenaria de
2000 litros e mantidos a uma densidade de seisa@por aquario. O nivel de

oxigénio foi monitorado e a temperatura da aguetiaieaem torno de 28°C.

2.2 Inducdo hormonal

Para ser submetido ao tratamento hormonal com textreuto de
hipéfise de carpa (EBHC), cada reprodutor foi pesadecebeu duas doses para
espermiacdo. Estas consistiram em inje¢fes inteutares de 0,5 e 5,0 mg de

EBHC kg-1 de peso corporal, proximo a base da redadorsal. Houve um
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intervalo de 12 horas entre as aplicacdes e aacdeetsémen ocorreu em torno

de 7 horas apos a Ultima dose de EBHC.

2.3 Coleta e avaliagdo do sémen

Antes da coleta, a papila urogenital foi limpa cpapel toalha para
evitar a contaminagdo e ativagdo prematura dadasékespermaticas. Em
seguida, coletou-se 0 sémen em tubos de ensaieiespdr meio de leve
massagem na parede celomatica no sentido cranitaicauas amostras foram
mantidas em temperatura ambiente (23°C).

A taxa e duracdo da motilidade espermatica foramsmradas no sémen
in natura depositando-se uma aliquota de 10uL de sémen deatachal em
uma lamina histolégica de vidro e homogeneizada 40pl de 4gua destilada.
A motilidade foi observada em microscépio 6pticolule sob aumento de 100
dioptrias e estimada em porcentagem média desdeageneizacdo com agua
destilada até que somente 10% dos espermatozeideesntrassem moveis.

2.4 Avaliagdo da toxicidade do metanol antes da vificacédo

Para avaliar a toxicidade do metanol, utilizou-seohicdo diluidora
constituida de BTS Belltsville Thawing Solutior79,9g de glicose; 12,71g de
citrato de sédio; 2,65g de acido etilenodiaminatitico; 2,659 de carbonato
acido de sodio; 1599 de cloreto de potassio e 0jgOgulfato de gentamicina)
na concentracdo final de 5% (massa:volume - m:v).

Apoés a analise inicial, 200uL de sémannaturados 23 reprodutores
foi diluido lento e gradativamente em trés solugdedela 1), na proporcdo de
1:1 (sémen:solucéo). A avaliagéo foi feita no séwlikrido sem crioprotetor e

nas concentracdes de 10 e 20% de metanol (volulamgo v:v).
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Tabela 1. Solugdes utilizadas como tratamentosgaémen de curimba

BTS* . Concentracao
Tratamento % m ) Crioprotetor (% v:v)

T1 50

T 5,0 Metanol 10

T3 5,0 Metanol 20

* Belltsville Thawing SolutiorMiinitub do Brasil — LTDA

Todas as solu¢des foram preparadas com uma haateeedéncia da
diluicdo para que houvesse a estabilizacdo doprotetores e término das
reacBes exotérmicas prejudiciais as células estieasae foram mantidas a 4°C
até o momento da utilizacao.

Uma parte do sémen diluido foi vitrificada, enqoanue a fracao
restante foi deixada em repouso por 5 minutos a p&@ averiguacdo da
toxicidade das solucBes através da estimativa ddidade espermatica, pela

ativac@o dos espermatozoides com 4gua destilada.

2.5 Vitrificacdo e descongelamento do sémen

Imediatamente apés a diluicdo do sémen, 20uL de aatbstra foram
envasados em palhetas de 0,25 ml (trés palhetdsafsimento) que por sua vez,
foram vedadas com massa cirlrgica estéril. Em dagwds palhetas foram
imersas diretamente em nitrogénio liquido e percemaen por 30 dias. O
descongelamento ocorreu no Biotério Central da éfsidade Federal de Lavras
(UFLA), localizada no sul de Minas Gerais.

As palhetas foram descongeladas individualmenterpersdo em agua
(banho-maria) a 40°C durante 10 segundos (CUERVR®H et al., 2011),

sendo agitadas durante todo o procedimento. Estasfenxugadas com toalha
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de papel e a extremidade da palheta foi cortadagescartar a massa cirdrgica.
Uma aliquota de 10uL de sémen foi depositada sadmee Iamina histologica
previamente focalizada em microscépio Optico s@umento de 100 dioptrias.
Apos a confirmacgédo da auséncia de ativacdo, a erfosthomogeneizada com
40uL de agua destilada para que as células espeamfitssem ativadas.

A avaliagdo quantitativa da motilidade foi estimaelm funcdo da
porcentagem média dos espermatozoides méveis meddu(em segundos) foi
aferida desde a homogeneizacdo com a 4gua desttiadme somente 10% das

células se encontrassem moveis.

2.6 Analise da morfologia espermatica

Foram utilizadas amostras de sémen descongelad®d3dasimais e as
andlises morfoldgicas foram realizadas em micrdscéptico de luz sob o
aumento de 1000 dioptrias.

Uma aliquota de 10uL de sémen descongelado faddilem 990uL de
solucdo de formol-citrato e uma fracdo de 10uL alessostra foi depositada em
uma lamina histologica juntamente com 10uL de derd&opsa Bengala 1%.
Apo6s a homogeneizacéo, foi realizado um delicafegsco e a morfopatologia
de 100 células esperméticas foi observada ao Idegoda a lamina conforme

esquematizado na Figura 1.

— A —

—

Figura 1. Sequéncia de campos observados duraatélse morfolégica do
sémen de curimba. As setas indicam o sentido deg&a
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Foram observadas anormalidades na cabeca, pegaéddiéria e cauda,

conforme resumidas na Tabela 2 (MILIORINI, 2006).

Tabela 2. Caracteristicas das alteracdes morf@asgiacontradas no sémen de

curimba
Alterac6es primarias Caracteristicas
Cabeca isolada normal Cabeca sem qualquer alteiag&m sem cauda
Cauda dobrada Dobradura sem envolver a si mesraaabeca
Alteracdes secundérias Caracteristicas
Macrocefalia Cabeca gigante, com contornos e foanasmais
Microcefalia Cabeca reduzida, com contornos e feramormais
Cabeca degenerada Cabeca com contorno irregular
PID Alterac8es na espessura, densidade e compdment
Cauda fraturada Células com fratura e retencéaualdec
Cauda enrolada Dobradura sobre si mesma ou sahtsega
Cauda degenerada Descontinuidade a partir da pegmediaria

Fonte: MILIORINI, 2006 (adaptado)

Quando os espermatozoides apresentaram alteraghesirigs e
secundarias ao mesmo tempo, foram considerad&casdgirias e quando dois
tipos da mesma categoria foram encontrados na meséima, aquela de maior

implicacéo sobre a fertilizacéo foi consideradebélia 3).
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Tabela 3. Hierarquia das alteragBes espermaticasngadas no sémen de
curimba

Tipo de anormalidade Ordem de sobreposi¢édo das ategdes

1°: Cabeca degenerada 4°: Cauda fraturada
AlteracGes secundérias 2°: PID 5°: Cauda enrolada
3°: Cauda degenerada 6°: Macro e microcefalia

1°: Cabeca isolada

2° Cauda dobrada
normal

AlteracBes primérias

Fonte: Miliorini, 2006 (adaptado)

2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteirameecasualizado. Foi
realizada a andlise de normalidade para todasras/e@ dependentes, através
do teste de Shapiro-Wilk. A variavel “taxa de mdétbe” seguiu distribuicédo
normal. A variavel “tempo de motilidade” foi transfada em logx para sua
normalizacéo, sendo as médias posteriormente dagem seu antilogaritmo
para apresentacdo dos resultados. Os dados calefadom submetidos a
analise de variancia e teste F. Quando detectafd@eratas entre as médias, foi
realizado o teste de Tukey.

As andlises foram efetuadas com auxilio do procedim "general
linear model" (GLM). Para as demais variaveis, de\ distribuicdo nao ter se
comportado de forma normal, foi realizado analeseariancia para médias néo
paramétricas através do teste de Kruskal-Wallisrdadizado teste de regressao
em fungdo dos niveis de inclusdo de metanol ng&olarioprotetora utilizada
na vitrificagdo do sémen.

O programa estatistico utilizado foi o0 SAS versdb(8AS, 2002) e foi

adotado 5% como o nivel de significAncia maximoatedises.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo da toxicidade do metanol antes da vificacéo

Os valores médios de motilidade das amostras ders&ubmetidas a

andlise de toxicidade antes da vitrificacdo, estfcesentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios para a taxa e duragdodaldidade no sémen de
curimba, antes da vitrificacdo (n=23)

Tratamentos Taxa de Motilidade Du_rg(;éo da
(%) Motilidade (s)
Sémen fresco 98,70 a 66,79 a
Diluido em BTS (T1) 84,78 b 55,17 b
10% de metanol (T2) 64,35 c¢c 45,96 c
20% de metanol (T3) 53,04d 40,90 c
p* <0,0001 <0,0001
Cy** 13,08% 4,78%

abed\édias seguidas de letras distintas, nas coluifasenh entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. *Probabilidadeestretamentos (5%); **Coeficiente
de variagdo

As mensuracBes realizadas 5 minutos apdés a dilud@osémen
mostraram uma diferenca significativa na taxa eachw da motilidade nos
tratamentos quando comparadas ao sémen fresc®@QEd), apresentando uma
gueda em ambas as variaveis, jA& no momento dac@bludo sémen nas
diferentes solucdes crioprotetoras.

Os resultados encontrados para a taxa de motilidedgraram que a
adicao do crioprotetor nas solucdes reduziu sigatiffamente a porcentagem de

células esperméaticas méveis e a duracdo destadadél quando comparada a
diluicdo em BTS, mostrando uma queda de 37% e B&§pectivamente.
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Em estudo de toxicidade com o sémen de curimbaprviil et al.
(2011) encontraram resultados semelhantes acangfiz metanol a 10% (v:v) e
obtiveram 43 segundos de duracdo de motilidadeoemé porcentagem de
células espermaticas moveis tenha sido mais el€8884).

Em geral, a técnica utilizada para realizar afiga¢do ndo requer um
tempo de equilibrio com os crioprotetores antesnitgar o processo, a qual
difere dos protocolos de criopreservacao tradi¢iena que a desidratacdo e a
permeacdo dos crioprotetores ocorrem antes darmaiesfrimento.

Essa técnica pode ser melhorada com o uso decaltaentracées de
crioprotetor (40-60%) (LEIBO, 1989; LEIBO; SONGSASE2002; SHAW,;
JONES, 2003) embora a maioria desses agentes tetetaefeitos toxicos e
hipertdnicos quando utilizados em concentracdesadis para uma vitrificagdo
de sucesso (YAVIN; ARAV, 2007).

A toxicidade de um crioprotetor estd relacionadanca sua
concentracdo, duracdo e temperatura de exposic@s Aoncentracdes de
crioprotetor utilizadas em vitrificacdo requeremaumvaliacdo de toxicidade
aguda e tempos curtos de exposicdo (CUERVAS-URIBE,e2011).

Em estudos realizados com o bagre do canal, Cubivas et al.
(2011) ndo encontraram motilidade espermatica mesé&iluido em solucdes
com crioprotetores de concentracdo acima de 30%udnhdo utilizaram o
metanol a 10 e 20% durante 5 minutos, obtiveraroxapadamente 50 e 33%
de motilidade, respectivamente, enquanto que epregstudo encontrou 64 e
53% de células moveis utilizando as mesmas coreegigs de metanol.

De acordo com Cuervas-Uribe et al. (2011), umaipeksazao para o
encontro de motilidade espermética em altas coraggids de metanol é a
producdo de menor dano osmético causado por essprotetor quando

comparado a outros.
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Em geral, os espermatozoides de peixes de dguaatoeen-se méveis
em resposta a uma reducdo da pressdo osmoticatdftigao ao plasma
sanguineo) e Inoda e Morisawa (1987) observaramogsémen de peixes
dulcicolas apresenta osmolaridade em torno de 28Gmml. Portanto, o
metanol a 10 e 20% (v:v) pode ser utilizado emcgima crioprotetoras por nao
ser capaz de ativar a motilidade espermatica pesteate, embora apresente
uma certa toxicidade as células espermaticas quanitieado em altas

concentragoes.

3.2 Motilidade espermatica no sémen descongelado

Amostras de cada tratamento foram descongeladasioe houve
motilidade espermatica em nenhuma delas. Todasélatas permaneceram
imoveis durante 60 segundos de observacéo.

Em peixes, os fatores mais importantes para detarni ativacédo
espermatica e a duracdo da motilidade sédo a osdaalar a composicao ibnica
e 0 pH do plasma seminal (HAMAMAH; GATTI, 1998; MTERAWA,
SUZUKI, 1980). Entretanto, a mudanca da osmolagdado fator que mais
influencia na ativagcdo dos espermatozoides (BILLABDal., 1995; GWO,
1995).

Em estudos de vitrificacdo realizados com sémetbaige africano,
Steyn et al. (1985) ndo encontraram motilidade resfica apds o
descongelamento utilizando 5% de metanol (v:v)swdiscdes crioprotetoras. O
mesmo ocorreu quando Gwo et al. (2005) testaraemestifes concentracdes de
metanol (10, 20 e 30%) para vitrificar sémen denatabilho do Pacifico.

Embora nado tenha havido motilidade espermatica esesstudos,
Merino et al. (2011b) encontraram 86% de célulasvaisb no sémen

descongelado de truta arco-iris, submetido a iemgfio sem o uso de
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crioprotetores, reforcando a hip6tese de que o ssocelos protocolos é
dependente da espécie e que a toxicidade de detqmes pode ser letal em
alguns casos (STEYN et al., 1985).

O sémen dos peixes € composto principalmente poerais e contém
baixa concentracdo de acucares (CIERESZKO et@08)2 0 que ndo permite
uma protecdo natural a célula espermatica e prodaoas as mesmas. Com
base nos resultados obtidos nesse estudo, é praugeva membrana plasmética
tenha sido danificada pela formacdo de cristaigele (THIRUMALA et al.,
2005) ou por mudancas nas propriedades fisicas nulmente extracelular
(MORRIS, 2006).

A permeabilidade e a toxicidade dos crioprotetgresmedaveis séo
importantes propriedades que desempenham um papeliddranca na
criopreservacdo (GILMORE et al., 1997), porém sstoe@tamente relacionadas
ao dano osmoético devido a saturacdo celular comproietores antes de
resfriamento e a remocao de células apés o dedeomgeo (MERINO et al.,
2011b).

Os estudos tém demonstrado que as técnicas delamegto podem
causar grandes danos fisioquimicos nas membrarias eintracelulares dos
espermatozoides devido ao aumento na peroxidguigiich durante a saturacao
com crioprotetores, congelamento ou ap6s o deskongato (GAO et al.,
1997; MOSSAD et al., 1994). A peroxidacao lipidieaa a uma diminui¢édo da
motilidade espermatica e atividades mitocondriddOESAD et al., 1994,
O'CONNELL; MCCLURE; LEWIS, 2002).

Para todas as espécies, a funcdo mitocondrial hémm fator-chave
na fertilidade dos espermatozoides e para os pelged especialmente critica,
pois a alta motilidade normalmente tem dura¢agpeéeas 30 segundos a poucos
minutos, e pode ser reduzida pelos danos causadaisoédndria durante a
criopreservacao (MAISSE, 1996).
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O método da vitrificacdo utiliza crioprotetoresaaiente concentrados
gue podem ser letais aos espermatozoides devidohaque osmdético. A
vitrificacdo bem sucedida de espermatozoides husnésioconseguida sem a
utilizacdo de agentes crioprotetores permeaveidGHENKO et al., 2005,
2008).

Merino et al. (2011b) obtiveram resultados satisfas na vitrificacéo
de células espermaticas de truta arco-iris, aizarm parte do plasma seminal
na solugdo crioprotetora. Porém, a técnica counsgst colocar as células em
contato direto com o nitrogénio liquido sem o usopdlhetas ou qualquer
material protetor. Essa € uma grande desvantagamgpalquer tecnologia em
biologia reprodutiva deve garantir a protecdo irteglas células contra
contaminacdo por microorganismos capazes de swbred temperatura do
nitrogénio liquido (GARDNER, 1998; BIELANSKI et al2003; TEDDER, et
al., 1995).

3.3 Morfologia espermatica no sémen descongelado

Embora a motilidade espermatica tenha sido nula tedos os
tratamentos, seguiu-se com as analises de mordopega constatar os danos a
célula e o grau dos mesmos.

Em virtude do pequeno numero de ocorréncias des gitaplasmaticas,
distal e proximal, essas alteracdes foram descenaglds na analise dos dados.

As taxas de alteracbes morfolégicas, primarias eurgirias
encontradas no sémdn natura foram 3,75 e 4,42%, respectivamente. A
porcentagem média (7,87%) foi semelhante a enamnfpar Paulino (2009) e
Kavamoto et al. (1999), os quais constataram, ofispenente, uma ocorréncia
de 7,45 e 7,22% de células anormais no sémematurade curimba, ao passo

gue Murgas et al. (1998) observaram 40,2% de adidiadas esperméticas.
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Essas variacdes indicam que as andlises morfofdgica espermatozoides de
peixes também refletem as variacdes genéticas eiatais individuais.

Foi verificada diferenca significativa (p<0,000INtre os tratamentos
sobre as alteragcdes morfoldgicas, primarias e séciais (Tabela 5). Os dados
indicam que houve uma menor ocorréncia quandotfiizado apenas o BTS
sem a presenca de crioprotetores. A maior taxanderalidade espermética foi
encontrada no tratamento com 20% de metanol.

A adicdo de crioprotetores modifica 0 meio exteanoélula, podendo

resultar em um maior enrolamento de cauda quandespsrmatozoides sao
submetidos ao resfriamento e descongelamento (AGHAAIMI et al., 2013).
E provavel que a concentragio elevada de metailivhdéa no recente trabalho
tenha provocado um choque osmético nas célulass pouve uma alta
incidéncia dessa anormalidade espermatica nosmieatas que utilizaram o
crioprotetor.

Segundo Morris et al. (2012), o gelo intracelulao pode ser formado
no interior das células espermaticas em nenhuraad@xesfriamento ou mesmo
durante o processo de descongelamento.

O presente trabalho parte do principio de que ogwhoosmotico
causado pelas altas concentragfes de metanol s@iha principal razdo da
imobilidade espermatica, visto que a menor taxa a@rmalidades foi
encontrada no sémen contendo apenas BTS. Porladtroa elevada incidéncia
de cauda fraturada e cabeca isolada sugere que feosscorrido falha técnica
durante a realiza¢do do protocolo de vitrificagda, ndo diferenca significativa
entre os tratamentos para essa anormalidade redesgahipétese. A ativacéo
precoce dos espermatozoides também é uma posxileilial ser considerada ja
gue a incidéncia total de anormalidades nédo expboa precisdo a anulacdo da

motilidade.
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Tabela 5. Médias das alteracdes morfolégicas (¥géteen de curimba, apos o
descongelamento (n=23)

Tratamentos
AlteracGes primarias Tl T2 T3 p*
Cabeca isolada 7,93 7,61 8,17 0,5243
Cauda dobrada 3,39 3,27 3,43 0,9483
Alterac8es secundérias T1 T2 T3 p*
Macrocefalia 1,48 Db 3,65a 457 a <0,0001
Microcefalia 1,17 b 2,00 a 3,26 a <0,0001
Cabeca degenerada 2,17b 4,13 a 5,52 a <0,0001
PID 2,87hb 2,65 ab 4,00 a 0,0100
Cauda fraturada 5,62 7,70 6,65 0,3591
Cauda enrolada 3,09b 8,22 a 11,00 a 0,0002
Cauda degenerada 2,96 b 457 a 3,87 ab 0,0265
TOTAL 30,58 ¢ 43,80 b 51,47 a <0,0001

T1=BTS; T2 =BTS + 10% metanol; T3 = BTS + 20%ane|.
abepédias seguidas de letras distintas, nas linhéeredh entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade. *Probalaitie entre tratamentos (5%)

Em estudos com sémen de humanos, Satirapod 20aR)(observaram
um aumento significativo nos danos do DNA de célukubmetidas a
vitrificacdo onde 59% tiveram o DNA fragmentad@ribi et al. (2012) também
reportaram uma alta oxidacdo dessa molécula. Eisess estdo diretamente
relacionados a injurias mecéanicas causadas petadio de cristais de gelo e
por estresse oxidativo (SAID; GAGLANI; AGARWAL, 201 ZRIBI et al.,
2012).
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4 CONCLUSAO

As solucgdes testadas nesse estudo ndo foram efptiva a vitrificacéo
do sémen de curimba visto que ndo houve motilidesfgermatica apés o
descongelamento das amostras e a andlise morfalégzinha, ndo consegue

explicar as causas do insucesso da técnica papgaie estudada.
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