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RESUMO GERAL

Com o primeiro experimento objetivou-se determinar quais
caracteristicas espermaticas sdo capazes de predizer com mais precisao o
potencial de congelabilidade do sémen de curimba (Prochilodus lineatus).
Aliquotas de 200 pL de sémen, de onze reprodutores, foram diluidas na
solucdo crioprotetora (DMSO 10% e BTS 5%), envasadas em palhetes de
0,5 ml e criopreservadas em nitrogénio liquido por dez dias. A
criopreservagao afetou (P<0,05) todas as variaveis de qualidade. Apenas a
motilidade espermatica e duracdo da motilidade mensuradas no sémen
descongelado tiveram uma alta correlacdo (-0,6377 e -0,7306
respectivamente) com a varidvel canonica representada pelas
caracteristicas espermaticas do sémen fresco. Pode-se concluir que
motilidade e duracao da motilidade podem ser utilizadas para predizer o
potencial de congelabilidade. Com o segundo experimento objetivou-se
avaliar o efeito de diferentes concentragdes de cafeina, adicionada a
solugdo ativadora, nos pardmetros de motilidade espermatica do sémen in
natura e descongelado de pacu (Piaractus mesopotamicus) e curimba
(Prochilodus lineatus). As solugdes ativadoras foram preparadas a base
de NaHCOj; adicionadas de cafeina nas concentragoes de 0,0, 2,5, 5,0,
10,0 e 20,0 mM. Para a coleta do sémen foram utilizados um total de oito
reprodutores de pacu e 20 de curimba. Para criopreservagdo, utilizou o
mesmo protocolo do primeiro experimento. Houve um aumento linear na
motilidade espermatica para o sémen in natura pacu, para o Sémen in
natura de curimba e para o s€émen descongelado de curimba (P<0,05), em
fungdo do aumento na concentracdo de cafeina. Observou-se uma
resposta quadratica na duracdo da motilidade para o sémen descongelado
de pacu e para o sémen in natura de curimba. Portanto, esses resultados
indicam que a adi¢do da cafeina na solucdo ativadora pode melhorar os
parametros de motilidade espermatica, no entanto, ¢ dependente da
espécie e da concentragao utilizada.

Palavras-chaves: = Congelamento. Qualidade seminal.  Atividade
antioxidante total. Metilxatinas. Ativadores espermaticos.



GENERAL ABSTRACT

The first experiment aimed at determining which sperm characteristics
are capable of predicting with better precision the freezing potential of curimba
(Prochilodus lineatus) semen. Aliquots of 200 uL of semen, taken from eleven
breeders, were diluted in a cryoprotectant solution (DMSO 10% and BTS 5%),
placed in 0.5 mL sterile straws and cryopreserved in liquid nitrogen for ten days.
Cryopreservation affected (P<0.05) all quality variables. Only spermatic motility
and motility duration, measured in thawed semen, presented high correlation (-
0.6377 and -0.7306, respectively) with the canonic variable represented by the
spermatic characteristics of fresh semen. It may be concluded that motility and
motility duration may be used to predict freezing potential. The second
experiment aimed at evaluating the effect of different caffeine concentrations
added to the activating solution in the parameters of sperm motility in pacu
(Piaractus mesopotamicus) and curimba (Prochilodus lineatus) in natura and
thawed semen. The activating solutions were prepared based on NaHCO; added
of caffeine in the concentrations of 0.0, 2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 mM. For the
collection of the semen, a total of 8 pacu and 20 curimba breeders were used.
For the cryopreservation, the same protocol of the first experiment was used. A
linear increase occurred in sperm motility for pacu and curimba in natura semen
and for curimba thawed semen (P<0.05), due to the increase in caffeine
concentration. A quadratic response was observed in motility duration for pacu
thawed semen and for curimba in natura semen. Therefore, these results indicate
that the addition of caffeine in the activation solution may improve sperm
motility parameters, however, it is dependent of the species and the used
concentration.

Key-words: Freezing. Semen quality. Total antioxidant activity. Methylxatines.
Sperm activators.
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CAPITULO I Introduc&o geral

1 INTRODUCAO

A criopreservagdo ¢ uma ferramenta de grande utilidade para a
aquicultura, sendo fundamental na rotina de reproducdo artificial. O crescente
desenvolvimento do setor aquicola, associado com a necessidade de preservacio
das espécies ameacadas de extingdo, tém impulsionado cada vez mais o
desenvolvimento de técnicas apuradas de criopreservacao.

Embora seja amplamente empregada, a criopreservagao ainda apresenta
limitagdes importantes. Além da falta de protocolos bem padronizados para
aplicacdo em escala comercial, a reducao dos parametros de motilidade e taxa de
fertilizacdo sdo fatores considerados limitantes para o sucesso da
criopreservagdo. Portanto, ¢ importante encontrar meios para minimizar oS
efeitos deletérios da criopreservacao, como por exemplo, sele¢do de amostras de
sémen com maior potencial de congelabilidade e adigdo de potenciadores da
motilidade espermatica na solucdo ativadora.

Visto que o sucesso da criopreservacdo depende diretamente da
qualidade do sémen utilizado, torna-se necessario estabelecer um grupo de
variaveis para predizer o potencial de congelabilidade do sémen fresco. Entre
essas variaveis, pode-se destacar motilidade e morfologia espermatica, atividade
antioxidante total do plasma seminal e o nivel de peroxidagdo lipidica no sémen.

Além disso, para obter €xito na criopreservacdo, solugdes ativadoras
adequadas devem ser utilizadas para a ativagdo da motilidade espermatica pos-
descongelamento. Por exemplo, a adi¢do de cafeina na solucdo ativadora pode
aumentar o nivel de AMPc e de célcio intracelular resultando em uma melhora
nos parametros de motilidade espermatica e, consequentemente, do sucesso da

criopreservagao.



14

O pacu (Piaractus mesopotamicus) e a curimba (Prochilodus lineatus)
sdo espécies nativas da bacia do rio grande com importancia econdmica
relevante, caracterizada pela facilidade de cultivo e alta produtividade. Além
disso, devido ao declinio de suas populagdes selvagens, o interesse pela
preservagdo das espécies tem aumentado consideravelmente. Sendo assim, a
criopreservacdo do sémen e a fertilizacdo artificial podem contribuir para a
maior produtividade e preservagdo dessas espécies.

Portanto, torna-se imprescindivel a realizagdo de estudos que visem
contribuir para obtencdo de amostras de sémen com melhor qualidade e de
solugdes ativadoras com efeitos adicionais & motilidade espermatica, permitindo

assim o incremento da qualidade espermatica apds a criopreservagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais e morfologia espermatica

Em peixes teleosteos, a fisiologia espermatica e composi¢ao do sémen
apresentam grande variabilidade individual e depende de uma interacdo
complexa entre fatores genéticos, fisioldégicos e ambientais, associado as
adaptagOes necessarias para cada espécie. O sémen ¢ composto pelo plasma
seminal e pelo espermatozoide e, apesar das variagdes, caracteristicas gerais sao
observadas para todas as espécies (BILLARD, 1986; RURANGWA et al.,
2004).

O plasma seminal, produto de secre¢do dos testiculos e ducto
espermatico, ¢ composto por substancias que ddo suporte ao espermatozoide.
Sua principal funcdo ¢ fornecer mecanismos de protecao e viabilidade da célula
espermatica na qual incluem: manutencao do estado quiescente; fornecimento de
niveis adequados de nutrientes para o metabolismo espermatico; controle do
processo de maturacdo final e protecdo do espermatozoide contra danos
oxidativos e proteoliticos (CIERESZKO, 2008).

Em relacdo a sua composi¢do, em contraste com vertebrados superiores,
o plasma seminal de peixes ¢ caracterizado por baixa concentragdo de proteina e
outros compostos organicos, sendo constituido principalmente por compostos
minerais (so6dio, potdssio, calcio e magnésio). Em relacdo as substancias
organicas, apesar de presente em pequenas quantidades, as proteinas tém
importante fungdo de protecdo contra ataques proteoliticos. Além disso, tém sido
identificadas proteinas que atuam como fator de inibigdo ou que aumentam a
viabilidade espermatica. Substratos energéticos, como a glicose e frutose,
também sdo encontrados no plasma seminal, no entanto também em pequenas

quantidades. O acido ascorbico e o acido Urico sdo componentes antioxidantes
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encontrados em abundancia e sdo responsaveis por exercer prote¢do a membrana
plasmatica e ao DNA do espermatozoide contra danos oxidatixos (CIERESZKO,
2008). Entre os compostos minerais, 0 K+ ¢ o Na+ s@o os ions predominantes e
estdo diretamente relacionadas com a imobilidade dos espermatozoides no
plasma seminal (BILLARD et al., 1995).

O espermatozoide da maioria das espécies de peixes teledsteos ¢
caracterizado pela auséncia do acrossoma e consiste de trés compartimentos
principais, cabecga, peca intermediaria e cauda ou flagelo. A cabega contém o
nucleo e, portanto, o DNA paternal. O nucleo, na maioria das espécies de peixes
teledsteos, apresenta uma invaginagdo onde o axonema sera ancorado. A peca
intermediaria também € pequena e o seu conteido ¢ composto basicamente pela
mitocdndria, na qual fornece a energia necessaria para o batimento flagelar. O
flagelo € responsavel pelo movimento do espermatozoide e liga-se a cabecga,
especificamente na invaginacdo do nucleo, pelo complexo centriolar que ¢
composto por um centriolo proximal e outro distal (LAHNSTEINER;
PATZNER, 2008).

O axonema e a membrana plasmatica também sdo importantes
componentes da célula espermatica. O axonema, presente no flagelo, ¢ composto
por um arranjo tipico de nove pares de microtubulos periféricos ¢ um par de
microtubulos centrais. Cada microtubulo é organizado em um cilindro
composto por 13 protofilamentos aderentes sendo o ultimo filamento composto
por dimeros de tubulina. O deslizamento entre dimeros adjacentes atua como
forca para o deslizamento do axonema na qual resulta na curvatura do flagelo e,
consequentemente, do batimento flagelar. A membrana citoplasmatica envolve o
espermatozoide e desempenha importante papel na ativagdo da motilidade
espermatica através da deteccdo de alteragdes ionicas, sendo composta
basicamente por fosfolipideos e proteinas que sdo responsaveis por conferir

fluidez e permeabilidade (BOBE; LABBE, 2010).
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A morfologia do espermatozoide de peixes apresenta pouca variagdo
estrutural entre as espécies, sendo pequenas modificagdes observadas em fungdo
de cada familia. Os espermatozoides podem ser divididos em dois grupos
morfolégicos, de acordo com a estratégia reprodutiva. Em espécies de
fertilizacdo interna, os espermatozoides apresentam organizacao mais complexa,
com nucleo alongado e pega intermediaria maior com grande quantidade de
mitocondrias. Em relagdo ao tamanho, a cabeca apresenta em torno de 10 um,
peca intermediaria 5 pm e a cauda entre 30-40 pm. Com organiza¢do mais
simples, os espermatozoides de espécies com fertilizagdo externa sdo
denominados aquasperm. O formato da cabegca ¢ ovoide ou esférica com
tamanho menor que 5 um, a pe¢a intermediaria também ¢é pequena (2-4 um)
com poucas mitocondrias presentes, podendo ser monoflagelado ou biflagelados

(LAHNSTEINER; PATZNER, 2008).

2.2 Motilidade espermatica

Os espermatozoides de peixes teledsteos permanecem quiescentes no
trato genital sendo a motilidade espermatica uma propriedade transitoria que tem
inicio ap6s a libera¢ao do espermatozoide no ambiente aquatico. Esta inativagdo
¢ resultado de um efeito combinado entre a osmolaridade e a composi¢do do
plasma seminal, principalmente, associado ao ion K'. Varios sdo os fatores que
podem desencadear o inicio da motilidade, com destaque principal para a
osmolaridade e composi¢do i6nica do meio de ativacdo (BILLARD, 1986;
BILLARD et al., 1995).

Em relacdo a osmolaridade, a célula espermatica tem suas funcdes
controladas a partir da mudanca na osmolaridade extracelular, que atua como um
sinal fisiologico para desencadear um mecanismo celular em resposta a esta

variac¢do. Portanto, a pressdo osmotica como fator isolado ja € capaz de iniciar a
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motilidade espermatica indicando a importancia deste fator externo na regulagao
da motilidade (MORISAWA et al., 1983).

De uma maneira geral, a motilidade espermatica ¢ suprimida pela
osmolaridade isotdnica do plasma seminal e quando ocorre um aumento na
osmolaridade externa a motilidade espermatica ¢ iniciada em peixes marinhos.
Em peixes de dgua doce ocorre o contrario, sendo a diminui¢do da osmolaridade
responsavel pela a ativagdo da motilidade (TAKAI; MORISAWA, 1995). Em
espécies anadromas, como a perca listrada (Morone saxatilis) e eurialinas, como
o medaka (Oryzias latipes) e o (Fundulus grandis), a motilidade espermatica
pode ser ativa em uma ampla faixa de osmolaridade, em meios isotdnicos,
hipertonicos e hipotdnicos. Provavelmente, os espermatozoides desta espécie
desenvolveram-se mecanismos de adaptagdo que permitem a ativagdo tanto em
agua salobra quanto doce (HE; KEERAN-JENKINS; WOODS, 2004;
TIERSCH; YANG, 2009).

Alteracdo na concentracdo intracelular de K’ na célula espermatica é um
evento celular marcante que ocorre em fungdo de uma pressdo osmdtica pré-
estabelecida. Em Takifuso niphobes (peixe marinho), a exposi¢do ao meio
hipertonico resulta em um subsequente aumento da concentragdo intracelular de
K+ que ¢ responsavel pelo inicio da motilidade espermatica. Este aumento
ocorre em funcdo de dois eventos principais: (1) absor¢do de K+ através da
membrana plasmatica pelas bombas dependentes de ATP e (2) diminui¢do do
volume celular por desidratacdo. Em Danio rerio (peixe de agua doce) ocorre o
mecanismo contrario, com diminui¢do na concentrag¢do intracelular de K+ em
fungdo da exposicdo ao meio hipotdnico (TAKAI; MORISAWA, 1995).

A alteragdo no volume celular ¢ outro evento marcante que ocorre
durante o inicio da motilidade e ja foi observado em espermatozoides de carpa
(Cyprinus carpio), barbo rosado (Puntius conchonius) e barbo tigre (Barbus

barbus L). A tensdo osmotica na célula induz um gradiente de concentragdo
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entre o meio intracelular e extracelular, em resposta, a célula espermatica altera
o seu volume na tentativa de equilibrar a osmolaridade entre os meios. A perda
de agua e o encolhimento celular sdo observados em espécies marinhas,
enquanto que influxo de 4gua e tumefagdo celular sdo observados em espécies
de 4gua doce, eventos estes, que ocorrem pela difusdo passiva da agua.
Entretanto, ¢ importante salientar que estas alteragdes sdo fendmenos
progressivos, que ocorrem apos o inicio da motilidade em fung@o da variagdo na
osmolaridade externa (HU et al., 2009).

Os ions predominantes do plasma seminal sio K*, Na" e CI" sendo suas
concentragdes maiores em fung¢do do aumento da osmolaridade. Estes ions estdo
envolvidos na regulagdo da motilidade espermatica, seja pela contribuicao i6nica
intracelular ou pela regulacdo da osmolaridade (HE; KEERAN-JENKINS;
WOODS, 2004). Embora ndo apresente efeito primario na ativacdo da
motilidade espermdtico a concentragdo e o tipo i6nico predominante no meio de
ativagdo poderdo afetar os parametros de motilidade e a transducdo do sinal
osmotico para a célula espermatica (HE et al., 2012; MORITA et al., 2006;
YANG; TIERSCH, 2009).

Dentre os ions que regulam a motilidade espermatica, o K' merece
destaque. Na maioria das espécies de peixes teledsteos, como a truta
(Oncorhyncus mykiss) e o esturjdo (Acipenser ruthenus), a alta concentragdo de
K" no plasma seminal é um dos fatores que inibe a ativagdo da motilidade. Para
ocorrer a ativacdo, ¢ necessario que ocorra uma reducdo na concentragio de K
que varia de espécie para espécie (ALAVI; RODINA; LINHART, 2011).

Cations bivalentes, principalmente o Na“ e o Ca®’, sdo antagonistas ao
efeito inibitério do K sendo capazes de ativar a motilidade espermdtica mesmo
na presenca de K' intracelular na concentracio inibitéria minima. Esta

habilidade no processo de ativagio estd associada ao influxo de Ca®" e efluxo de
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K" através de canais idnicos, na qual promove uma reducio nos niveis de K",
permitindo assim, o inicio da motilidade (ALAVI; COSSON, 2006).

Além de atuar de forma direta na ativacdo da motilidade espermatica, o
Ca®" tem importante papel como segundos mensageiros para a transdugdo do
sinal interno, que ¢ necessario para a ativacdo da motilidade espermatica. Sendo
assim, a concentragdo extracelular deste ion é necessaria para a manutengao do
nivel intracelular adequado (HE; KEERAN-JENKINS; WOODS, 2004).
Entretanto, a agdo do Ca*" na ativagio da motilidade espermatica é diretamente
dependente da espécie e da osmolaridade externa. A resposta do espermatozoide
ao Ca”" extracelular evoluiu para adaptar-se a agua doce, onde a concentragio de
Ca’" é baixa, ou a agua salobra, onde a concentragdo ¢ alta. Portanto, a medida
que a osmolaridade do meio aumenta a necessidade de Ca®' extracelular
necessaria para a motilidade espermdtica também aumenta (MORITA et al.,

2006).

2.3 Ativacdo da motilidade espermatica

Para ocorrer a ativacdo da motilidade é necessario que o espermatozoide
perceba o sinal externo de ativacdo e o transforme em um sinal bioquimico
interno. Varios sdo os mecanismos envolvidos neste controle. Dentre eles, o
papel da membrana plasmatica ¢ essencial, associada com a permeabilidade e
alteragdes no potencial de membrana.

No plasma seminal, a membrana plasmatica do espermatozoide
encontra-se em um estado de despolarizagdo e quando exposta a meios
hipotonicos ou hipertdnicos ocorre uma hiperpolarizagdo, que ¢ necessaria para
a ativagdo espermatica. Este estado de hiperpolarizagdo ¢ resultado da troca de
ions entre os meios interno e externo do espermatozoide que leva a altera¢ao do

potencial de membrana. Por exemplo, em carpa (Cyprinus carpio), carpa java



21

(Puntius javanicus) e goby (Oxyeleotris marmorata) o livre transporte de K e
CI' pela membrana plasmatica do espermatozoide, associado a canais i6nicos,
permite a percepcao do sinal osmotico, que € necessario para alterar o potencial
de membrana e iniciar a motilidade espermatica (MORITA et al., 2006).

A presenca de canais de dgua na superficie da célula espermatica
também esta envolvida na ativagdo da motilidade espermatica. Estes canais sdo
responsaveis por controlar a entrada e saida de 4gua em fungdo da osmolaridade.
Em barbo (Barbus barbus L.)) o uso de um bloqueador de canais
mecanosensiveis resultou em menor motilidade indicando a possivel
participacdo destes canais no processo de transdugdo do sinal (HU et al., 2009).

A passagem de agua e ions pela membrana plasmatica induzem a
ativacdo da via de segundos mensageiros, principalmente a via do AMPc, que
sdo essenciais para a transducdo do sinal interno. A ativagdo da via do AMPc
determina a ativagdo de proteinas flagelares por fosforilacao/desfosforilagdo
(ZILLI et al., 2009, 2011).

Em resumo, o modelo proposto por Zilli et al. (2009) exemplifica, de
maneira clara e sucinta, o mecanismo molecular de ativagdo da motilidade
espermdtica em espécies marinhas. O choque hiperosmético ocasionado no
espermatozoide desencadeia o efluxo de dgua com subsequente redugdo do
volume celular. A saida de dgua, associada com o aumento da concentragdo
intracelular de ions, conduzem a ativag@o da adenilciclase ¢ a sinalizagdo da via
AMPc e posterior fosforilagdo de proteinas flagelares, especificamente a
proteina kinase A. Em peixes de dgua doce mecanismo semelhante ocorre, no
entanto, em funcdo de um choque hiposmoético, influxo de agua, aumento do

volume celular e diminui¢do na concentragdo de ions.
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2.4 Metabolismo energético do espermatozoide

Os espermatozoides de peixe permanecem quiescentes por periodos
relativamente longos no testiculo e no trato reprodutivo. Nessas condicdes, o
metabolismo energético € basal, caracterizado por baixo consumo de oxigénio,
necessario apenas para a manutengdo de trocas idnicas na membrana plasmatica,
e armazenamento de grandes estoques de ATP nas mitocondrias (BILLARD,
1986; INGERMANN, 2008). Em contraste, sdo altamente ativos e apresentam
curta duragdo da motilidade apos liberagdo e diluicdo no ambiente aquatico ou
quando expostos a um meio de ativacdo adequado (BOBE; LABBE, 2010).

As fontes centrais de energia para o espermatozoide sdo provenientes da
fosforilagdo oxidativa, ciclo do acido tricarboxilico e da glicolise aerdbica,
sendo o ATP a principal molécula energética. Apos ativacdo da motilidade, a
demanda por energia pelo espermatozoide ¢ muito alta e a atividade da adenilato
quinase torna-se intensa para gerar o ATP necessario para o batimento flagelar.
No entanto, o consumo energético ¢ muito maior do que a producdo de energia,
com rapida deplecdo dos niveis de ATP, o que resulta em curta duragdo da
motilidade, em torno de 60 segundos para a maioria (BURNESS; MOYES;
MONTGOMERIE, 2005; INGERMANN, 2008).

A capacidade da célula espermatica em metabolizar substratos
energéticos exogenos depende diretamente da estratégia reprodutiva da espécie.
Espécies de fertilizagdo interna sfo capazes de metabolizar substratos exdgenos
devido a presenca de substincias metabdlicas nos fluidos biologicos da fémea.
Por outro lado, em espécies de fertilizacdo externa, a célula espermatica tem
dificuldade em metabolizar o substrato extracelular, devido ao metabolismo
oxidativo limitado (BOBE; LABBE, 2010). Por exemplo, em medaka a presenga
ou auséncia de glicose no meio ativador ndo teve efeito significativo sobre a

motilidade indicando que a célula foi incapaz de utilizar a glicose. Esta
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incapacidade em metabolizar a glicose ¢ devido a permeabilidade reduzida da
célula espermadtica a este substrato e ndo a deficiéncia de enzimas glicoliticas

(YANG; TIERSCH, 2009).

2.5 Atividade antioxidante do plasma seminal

Em peixes teledsteos, o plasma seminal € constituido por moléculas
especificas que conferem protecdo a célula espermatica contra os danos
oxidativos (INGERMANN, 2008). Estas moléculas compdem o sistema
antioxidante, que tem a func@o, basicamente, de inibir a oxida¢do de outras
moléculas, sendo fundamental para a manutencdo da viabilidade celular
(AITKEN; CLARKSON; FISHEL, 1989). Entretanto, poucos estudos que
caracterizem o sistema antioxidante no sémen de peixes foram desenvolvidos
(LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010; LAHNSTEINER; MANSOUR;
PLAETZER, 2010).

A caracterizagdo do sistema antioxidante do sémen de truta marrom
(Salmo trutta), lota (Lota lota), perca (Perch fluvilatus) e alburno (Alburnus
alburnos), revelou a presen¢a de enzimas de defesa antioxidante (catalase,
glutationa redutase, sulfoxido de metionina redutase, peroxidase e superoxido
dismutase) e de metabolitos antioxidantes (dcido ascérbico, glutationa,
metionina, tocoferol e 4cido trico). O padrdo de atividade destas substancias,
tanto quantitativo como qualitativo, ¢ bastante uniforme entre estas espécies,
com pequenas diferengas interespecificas. A superoxido dismutase e o acido
urico foram os que apresentaram maior concentragdo e atividade, enquanto que a
atividade das outras enzimas e metabolitos foi relativamente baixa, com padrio
semelhante de comportamento (LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010;
LAHNSTEINER; MANSOUR; PLAETZER, 2010).
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A enzima superdxido dismutase fornece importante protecdo
antioxidante ao espermatozoide através da neutralizacdo dos radicais peréxidos
intracelulares e extracelulares, impedindo assim o processo de peroxidagdo
lipidica da membrana celular do espermatozoide (LAHNSTEINER;
MANSOUR; PLAETZER, 2010). Quando presente em niveis elevados no
sémen de robalo (Dicentrachus labrax), a superoxido dismutase foi associada a
auséncia de peroxidagdo lipidica, ratificando a importancia desta enzima na
protegdo contra as espécies reativas de oxigénio (EROs) (MARTINEZ-
PARAMO et al., 2012a).

O 4acido urico presente no plasma seminal ¢ originado, em parte, pelo
espermatozoide por meio do metabolismo da purina (INGERMANN, 2008).
Este metabolito ¢ um forte agente redutor e tem efeito positivo sobre os
parametros de motilidade e integridade de membrana, além de diminuir a
peroxidacdo lipidica. Ciereszco et al. (1999) reportaram altos niveis de acido
urico em truta (O. mykiss), perca (P. flavenses), Esox masquinongy, Esox lucius,
carpa (C. carpio), (Abramis brama) e tenca (Tinca tinca), sendo que a faixa de
concentragdo variou entre 2.1 a 12.4 mg/100 ml. Estes resultados indicam que a
presenca do 4acido urico no plasma seminal ¢ espécie-especifico e,
provavelmente, apresenta efeito antioxidante diferente de acordo com a espécie.

Vitaminas e aminoacidos também sdo conhecidos por sua acgdo
antioxidante, ambos com a fun¢do de neutralizar os radicais livres e impedir a
propagacdo dos danos oxidativos na célula. O &cido ascorbico (vitamina C) e o
tocoferol (vitamina E) sdo exemplos de vitaminas antioxidantes naturais
particularmente importantes. A taurina e a hipotaurina sdo exemplos de
aminoacidos sulfurados com ag¢éo antioxidante (CABRITA et al., 2011).

A participagdo do acido ascorbico como antioxidante no sémen de
peixes ¢ controversa. Em truta (O. mykiss), esta vitamina estd presente no

plasma seminal em niveis relativamente elevados, o que € um forte indicio da
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sua importincia como antioxidante (CIERESKO; DABROWSKI, 1994). De
maneira semelhante, a adi¢do do acido ascorbico ao meio crioprotetor no s€émen
de robalo (Dicentrachus labrax) foi suficiente para neutralizar o dano oxidativo
promovido pela criopreservacdo, sendo mais um indicio da sua importancia
(MARTINEZ-PARAMO et al., 2012a). Contraditoriamente, no sémen de
dourada (Sparus auratus) a adi¢do de vitaminas (acido ascorbico e tocoferol), ao
meio extensor de congelamento ndo foi capaz de proteger contra os danos
oxidativos e sim aumentar a fragmentacdo do DNA pos-descongelamento,
provavelmente devido as doses utilizadas (CABRITA et al., 2011).

Em relagdo aos aminoacidos, o efeito antioxidante da taurina e
hipotaurina podem ser evidenciados por meio da suplementagdo desses
compostos ao meio crioprotetor do sémen de dourada (Sparus auratus). A
adicdo de ambos os aminoacidos foi capaz de fornecer certo nivel de protecao
aos espermatozoides, caracterizado pela reducdo da fragmentacdo do DNA e
neutralizagdo das EROs (CABRITA et al., 2011).

Além da taurina e hipotaurina, é provavel que em sémen de peixes exista
um sistema antioxidante dependente do aminoacido metionina, que representa
um importante mecanismo de defesa em diferentes células. A metionina esta
presente no plasma seminal de lota (Lota lota), perca (Perca fluviatilis), alburno
(Alburnus alburnos) e truta marrom (Salmo truta). A agio da metionina redutase
esta relacionada a ligacdo com as EROs e subsequente oxida¢cdo desta molécula.
Ja a metionina oxidase estimula a atividade da metionina redutase, no entanto,
este mecanismo ¢ pouco conhecido (LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010;
LAHNSTEINER; MANSOUR; PLAETZER, 2010).
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2.6 Peroxidacdo lipidica no sémen

Radicais livres sdo intermediarios de reagdes quimicas, que contém um
ou mais elétrons desemparelhados, capazes de ocasionar danos celulares pela
transferéncia destes elétrons para outras moléculas quimicas. Os EROs sdo
exemplos de radicais livres. Eles sdo formados como subprodutos de reagdes
enzimaticas de sinalizagdes intercelulares e intracelulares, na qual incluem todos
os radicais de oxigénio, como o anion radical superéxido (O, ), radical hidroxila
(HO), radical alquila (L), alcoxila (LO") e peroxila (LOO"). Essas moléculas sdo
altamente reativas podendo combinar facilmente com outras moléculas e induzir
o processo de oxida¢do com consequente dano celular (KAUR; BILASPURI,
2011).

Os espermatozoides sdo células capazes de gerar EROs por um processo
fisiol6gico normal e, apesar de ocasionar danos oxidativos a célula espermatica,
quando presentes em concentragdes adequadas, desempenham importante papel
na fisiologia do espermatozoide. Em mamiferos, o anion superdéxido e o
peroxido de hidrogénio sdo capazes de induzir a hiperativacdo do
espermatozoide, além de promover a capacitacdo do espermatozoide e ligagao
da célula espermatica ao ovdcito, possibilitando assim o processo de fertilizagao
(LAMIRANDE et al., 1997).

Quando ha um desequilibrio entre a produ¢do de EROs e a atividade
antioxidante, a célula espermatica fica vulneravel ao estresse oxidativo, que ¢
uma condicdo associada ao acimulo de EROs na célula e, consequentemente, de
dano celular. Todos os componentes celulares, na qual incluem os lipideos,
proteinas, acidos nucleicos e carboidratos sdo alvos potenciais deste evento
(AITKEN; CLARKSON; FISHEL, 1989). Este acumulo de radicais livres na
célula espermatica pode ocorrer em fun¢do de dois eventos principais. Primeiro

associado a auséncia de um mecanismo de defesa endogeno funcional e, em
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segundo lugar, devido a exposicdo da célula a técnicas de manipulagdo, como
por exemplo, as técnicas de criopreservagdo (DU-PLESSIS et al., 2008).

Quando os danos ocasionados pelo estresse oxidativo sdo direcionados
aos lipideos da membrana do espermatozoide, ocorre um evento chamado de
peroxidacdo lipidica. A peroxidagdo lipidica é uma cascata de eventos
bioquimicos resultantes da acdo dos EROs sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares. Este evento gera, principalmente, os radicais L', LO, e
LOO, na qual leva a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de
troca de metabdlitos e, em condigdo extrema, a morte celular. A composi¢do
lipidica da membrana do espermatozoide torna esta célula particularmente
susceptivel ao dano oxidativo devido a grande quantidade de acidos graxos
insaturados (BENZIE, 1996).

Resumidamente, o processo de peroxidacdo lipidica ocorre em trés fases
principais conhecidas como iniciagcdo, propagagdo e terminacdo. Na primeira
etapa, basicamente o que ocorre ¢ o inicio da peroxidagdo a partir do ataque dos
acidos graxos poli-insaturados por uma espécie altamente reativa, capaz de
abstrair um atomo de hidrogénio destas moléculas e formar os radicais alquilas.
A propagacdo da reagdo se da por meio da combinacdo dos radicais alquilas com
o oxigénio, formando assim, o radical peroxila. O radical peroxila, por sua vez,
promove a remog¢ao de atomos de hidrogénio de outras moléculas de acidos
graxos na qual gera outro radical alquila. A reagdo entre o peroxila e atomo de
hidrogénio removido gera um hidroperoxido lipidico (LOOH). Além da
formacao de radicais peroxilas, os hidroperéxidos produzidos podem dar origem
a radicais alcoxilicos e hidroxilicos a partir da reagio com Fe" e Cu". Por
conseguinte, a fase de terminacdo consiste na aniquilagdo dos radicais formados
originando produtos ndo radicalares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Os danos ocasionados pela peroxidagdo lipidica ao espermatozoide sdo

altamente varidveis e depende de diversos fatores como duragdo da exposi¢do
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aos EROs, tipo e concentracdo de EROs e niveis de antioxidantes. Em um
revisdo feita por Kothari et al. (2010) os autores destacam que entre os danos
observados pela peroxidacao lipidica os danos ao DNA sdo os mais importantes,
na qual podem diminuir a viabilidade celular e, consequentemente, a capacidade
de fertilizacdo. Adicionalmente, os autores citam trabalhos onde a peroxidacao
lipidica pode ocasionar uma diminuicdo da fluidez da membrana e,
consequentemente, resultar em uma diminui¢do da motilidade espermatica e

fus@o do espermatozoide ao ovocito.

2.7 Efeito da criopreservacdo na qualidade do sémen

A criopreservagdo ¢ uma técnica bastante empregada para a conservagao
do sémen de diferentes espécies de peixes, incluindo as espécies nativas do
Brasil (FELIZARDO et al., 2010; ORFAO et al., 2011). A técnica baseia-se no
armazenamento de espermatozoides em nitrogénio liquido (-196 °C) na qual
permite a manuten¢do da viabilidade celular por tempo indeterminado

A criopreservacdo ¢ um método seguro a ser utilizado para a
preservagdo dos recursos genéticos, uma vez que, apds o processo de
congelamento ¢ descongelamento a motilidade espermatica e capacidade de
fertilizagdo sdo recuperadas. No entanto, para a manutencdo do espermatozoide
a baixa temperatura ¢ necessaria a utilizagdo de um protocolo de criopreservacio
adequado que depende da quantidade e qualidade do meio diluidor, tipo e
concentragdo dos crioprotetores, o volume da amostra e caracteristicas da célula
espermatica (KOPEIKA; KOPEIXA, 2008).

O sucesso da criopreservagdo pode ser afetado pela alta variabilidade na
qualidade do sémen a ser utilizado. Esta variabilidade estd associada,
principalmente, a fatores intrinsecos que determinam a crioresisténcia da célula

espermatica, que nada mais é que a habilidade do espermatozoide em preservar
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suas caracteristicas morfofuncionais apds a criopreservacdo. A crioresiténcia se
da em funcdo da resisténcia da membrana e a capacidade da célula em manter
suas estruturas intracelulares e fungdes basicas (KOPEIKA; KOPEIXA, 2008).

Durante o processo de criopreservacgdo, a célula espermatica ¢ exposta a
condicdes externas que nao sdo fisiologicamente adequadas e isto acaba por
afetar diversos pardmetros da atividade do espermatozoide, tais como
motilidade, morfologia, composi¢ao do plasma seminal e atividade antioxidante
(BUTSS et al., 2011; MARTINEZ-PARAMO et al., 2012a).

Dentre as causas deste efeito deletério, pode-se destacar a exposicdo do
espermatozoide ao meio crioprotetor que ocasiona estresse osmotico a célula e,
consequentemente danos a fungdo espermatica. A formagdo de microcristais de
gelo durante o congelamento também ¢ deletéria ao espermatozoide o que pode
ocasionar osmoconcentracdo e desidratacdo da célula (MEDEIROS et al., 2002).
Alteragdes metabdlicas e danos oxidativos ocasionados por EROs também sdo
eventos altamente prejudiciais ao espermatozoide (LI; LIU; ZHANG, 2006).

Entre os parametros afetados pela criopreservagdo, a motilidade
espermatica, ¢ reduzida significativamente quando a célula é exposta a baixas
temperaturas. Como exemplo, a criopreservagdo do sémen de curimba
(Prochilodus lineatus) diminuiu progressivamente a motilidade espermatica
(FELIZARDO et al.,, 2010). De maneira semelhante, os pardmetros de
motilidade de dourada (Sparus auratus), robalo (Dicentrachus labrax) ¢ de
salmonideos  (Salvelinus fontinalis e Oncorhynchus mykiss) foram
significativamente reduzidos em fun¢do do congelamento, com menor
percentual de células moéveis e menor velocidade progressiva, quando
comparado ao sémen fresco (LAHNSTEINER; MANSOUR; KUNZ, 2011;
MARTINEZ-PARAMO et al., 2012b; ZILLI et al., 2008). Segundo Zilli et al.
(2008), esta reducdo dos parametros de motilidade pode estar associada aos

danos ao flagelo, redugdo da fun¢do mitocondrial e degradacdo de proteinas.
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A morfologia espermatica também pode ser afetada pelo processo de
criopreservagdo. Alteragdes ultraestruturais no espermatozoide podem ocorrer
em fungdo da alteracdo na osmolaridade do meio que os circundam. Estas
alteracdes podem ser caracterizadas por rompimento da membrana, reducdo da
funcdo mitocondrial, espiralizagdo, ruptura ou aderéncia do axonema, e sdo
responsaveis por deficiéncias funcionais e causas de reducdo da motilidade e
capacidade de fertilizagdo (MARQUES, 2001).

As anomalias espermaticas podem ser divididas em dois grupos, sendo
estas, anomalias menores € anomalias maiores. As anomalias menores ocorrem
durante a espermatogénese em decorréncia de fatores que acometem os
reprodutores. J4 as anomalias maiores estdo relacionadas aos procedimentos de
manejo durante a coleta (MILIORINI, 2006). Em mamiferos, amostras de sémen
com anomalias espermaticas acima de 30% para bovinos e 20% para ovinos e
suinos ndo devem ser utilizadas (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO
ANIMAL - CBRA, 1998). Para peixes, estes limites ainda ndo foram
estabelecidos, no entanto, durante a criopreservagdo do sémen de curimba
(Prochilodus lineatus) observou-se anomalias na faixa de 20 a 30% a qual foi
associada com a diminuicdo da taxa de motilidade pds-descongelamento
(FELIZARDO et al., 2010).

A exposigdo da célula espermatica ao meio crioprotetor € responsavel
por ocasionar danos ao espermatozoide. Além do choque osmédtico, a dilui¢ao no
meio extensor acaba por alterar a constituicdo do plasma seminal com diluigédo
de componentes importantes, como proteinas e enzimas antioxidantes. Portanto,
constituintes do plasma seminal quando presentes em condi¢des subotimas,
podem prejudicar a funcdo de protecdo do espermatozoide e, consequentemente,
o potencial de congelabilidade (BUTSS et al., 2011).

A reducdo da capacidade antioxidante total do sémen em fun¢do do

processo de criopreservagao foi observada durante a criopreservagdo do sémen
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de pargo (Pagrus major), caracterizado pela diminuig¢do na atividade da enzima
superoxido dismutase e catalase (CHEN et al., 2010). Em amostras de sémen
descongelado de robalo (Dicentrarchus labrax) a atividade antioxidante total
apresentou uma reducdo significativa, indicando que os antioxidantes
naturalmente presentes no plasma seminal desta espécie também foram
reduzidos em fungdo, provavelmente, da diluicio ao meio extensor
(MARTINEZ-PARAMO et al., 2009).

O aumento da peroxidagdo lipidica ocorre concomitante com a
diminuicdo da atividade antioxidante, uma vez que, a célula se torna mais
vulneravel a agdo das espécies reativas de oxigénio, como mencionado acima.
Em consequéncia, o EROs produzidos degradam os fosfolipidios de membrana
ocasionando assim o processo de peroxidacao lipidica (CHEN et al., 2010).

Entretanto, o processo de criopreservagdo nem sempre induzird a um
aumento do processo de peroxidagdo. Durante a criopreservacdo do sémen de
truta (Salvelinus fontinalis) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a
peroxidacdo lipidica ndo apresentou diferencas significativas entre amostras de
sémen in natura e descongelado, provavelmente associado com o curto periodo
de preservacdo da amostra, o que impediu a manifestagdo das EROs
(LAHNSTEINER; MANSOUR; KUNZ, 2011; MARTINEZ-PARAMO et al.,
2012a). Estes autores afirmam que a menor viabilidade do sémen apds a
criopreservacgdo estd relacionada apenas ao estresse osmoético, uma vez que, 0

nivel de peroxidacao lipidica pos-descongelamento ndo aumentou.

2.8 Solucdes ativadoras da motilidade espermética

O ambiente natural onde ocorre a fertilizagdo nem sempre € o melhor
meio para a sobrevivéncia dos espermatozoides e ovocitos. Isto se da em fungdo

dos efeitos deletérios da agua sobre os gametas. A exposi¢cdo ao ambiente



32

aquatico acaba por induzir deterioragdo morfologica rapida na célula
espermatica, com ruptura da membrana plasmatica. Ja para os ovocitos, apds
liberagdo na agua ocorre reagdo cortical com fechamento da micrépula. Sendo
assim, o uso da fertilizagdo artificial torna-se de grande importancia para a
melhora do processo reprodutivo em peixes (BILLARD, 1986).

A utilizag@o de solucdes ativadoras adequadas, que mimetizem o plasma
seminal e ndo comprometam a qualidade do sémen, pode contribuir para
aumentar a duragdo e intensidade da motilidade espermatica, ambas
contribuindo para maior sobrevivéncia e capacidade fertilizante do
espermatozoide, contrapondo assim os efeitos deletérios da exposi¢do ao
ambiente aquatico ou ao ativador espermatico (BILLARD, 1992;
VALDEBENITO et al., 2009). Além disso, pode contribuir para melhorar a
criopreservagdo do sémen.

A composi¢do i6nica do meio ativador, apesar de importante, exerce
menor influéncia sobre o espermatozoide quando comparada a osmolaridade,
uma vez que solu¢des ndo idnicas também sdo capazes de ativar a motilidade
espermatica. Entretanto, a adicdo de ions traz efeitos aditivos nos parametros de
motilidade (HE; KEERAN-JENKINS; WOODS, 2012; MORITA et al., 2006,
2008; YANG; TIERSCH, 2009).

A adicdo de potenciadores da motilidade espermatica na solugdo
ativadora ¢ uma alternativa a ser utilizada tanto em sémen fresco como em
sémen descongelado. Dentre estes, o uso de metilxantinas, como a cafeina e a
teofilina, em sémen tem sido proposta em diferentes espécies animais, como em
bubalinos (FATTOUH; ABDOU, 1991), coelhos (LOPEZ; ALVARINO, 2000),
bovinos (COSCIONI et al.,, 2001), suinos (GLOGOWISKI; DANFORTH;
CIERESZKO, 2002) caes (MILANI et al., 2010), equinos (CARRINGTON et
al., 2011) e primatas (OLIVEIRA et al., 2011).
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Em peixes, poucos estudos foram realizados, entretanto, ndo se pode
destacar a importancia destas substancias na motilidade espermatica, uma vez
que, podem contribuir para minimizar o efeito deletério ao espermatozoide,
ocasionado, por exemplo, pelo processo de criopreservacdo (BABIACK et al.,

1999; VALDEBENITO, 2007).

2.9 Cafeina adicionada a solucdo ativadora

A cafeina faz parte de um grupo de substidncias com efeito
farmacologico semelhante conhecido como metilxantinas. Além da cafeina,
inclui-se neste grupo a teofilina e a pentoxifilina, que sdo os principais
representantes desta classe. Estas substancias sdo metilados derivados da purina,
podendo ser classificada também com alcaloides (STAVRIC, 1988).

O efeito da cafeina no s€émen esta relacionado com a sua acdo como
inibidor da fosfodiesterase. Esta enzima ¢é responsavel pela hidrolise do AMPc
e, quando inibida, induz um aumento do AMPc, molécula essencial no processo
de ativacdo da motilidade espermatica ¢ no metabolismo energético da célula.
Sendo assim, a cafeina tem sido utilizada com frequéncia como aditivo no
sémen de mamiferos a fim de melhorar as caracteristicas de motilidade
espermaticas, principalmente relacionadas aos danos ocasionados pelo processo
de criopreservagio (COLAS; CEBRIAN'PEREZ; MINO-BLANCO, 2010).

As metilxantinas também atuam em outro sistema enzimatico
importante, a fosfatase alcalina (FA), tanto no plasma seminal como no
espermatozoide, com efeito distinguivel para cada tipo de metilxantina. A
teofilina e a cafeina apresentam efeito inibitorio sobre a FA do plasma seminal e
do espermatozoide. A teofilina é a que apresenta efeito mais acentuado, com
efeito inibitorio dose-dependente e influenciado pelo pH, tendo maior eficacia

em baixo pH. J& a pentoxifilina apresenta efeito paradoxal sobre a FA, sendo
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capaz de estimular esta enzima no espermatozoide e ndo exercer nenhum efeito
sobre a FA do plasma seminal. Apesar destes efeitos, a inibi¢do ou estimulagao
da FA pode ndo estar relacionada ao efeito benéfico destas substincias na
motilidade espermatica (GLOGOWISKI; DANFORTH; CIERESZKO, 2002).
Além disso, a cafeina também ¢ capaz de induzir um aumento significativo no
teor de calcio intracelular em espermatozoides vidveis que contribui para a
ativagio da adenilciclase com consequente aumento do AMPc (COLAS;
CEBRIAN'PEREZ; MINO-BLANCO, 2010).

A adigdo da cafeina ao sémen € capaz de afetar diferentes pardmetros da
motilidade espermatica em diferentes espécies animais, dentre eles, a
porcentagem de células moveis, intensidade e duracdo. Em coelhos, apds a
adicdo de solucodes de cafeina na concentragdao de 5 mM, ao sémen diluido,
fresco e refrigerado, observou-se um aumento na porcentagem de células moveis
o que indica que esta metilxantina ¢ capaz de induzir uma reativagdo de
espermatozoides imoveis (LOPEZ; ALVARINO, 2000). Em suinos, a
intensidade da motilidade espermatica foi maior na presenca dessa metilxantia
(GLOGOWISKI; DANFORTH; CIERESZKO, 2002). Em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), a cafeina adicionada na solugdo ativadora na
concentragdo de 10 mM, foi capaz de prolongar a duragdo da motilidade
espermatica (VALDEBENITO, 2007) Em equinos, concentracdo de 2 mM de
cafeina foi capaz de induzir um aumento no nimero de células moveis, além de
aumentar a duragdo da motilidade pds-descongelamento (CARRINGTON et al.,
2011).

Variaveis individuais dos espermatozoides, tais como velocidade
curvilinea (VCL), amplitude lateral de cabeca (ALH), velocidade linear (VSL) e
motilidade progressiva (PM), sdo afetadas de maneira diferente pela adicdo da
cafeina. Em sémen de cdes, a adicdo de cafeina no momento do

descongelamento, na concentragdo de 7,5 mM, foi capaz de aumentar os valores
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de VCL e ALH, entretanto apresentou efeito negativo no VSL e PM. Apesar dos
efeitos diferentes em cada varidavel, de uma maneira geral, a cafeina foi capaz de
aumentar a qualidade do sémen pela melhoria da motilidade total (MILANI et
al., 2010). A adicdo de cafeina na concentracdo de 2 mM no sémen refrigerado
de equino foi capaz de induzir um aumento na PM quando comparado ao grupo
controle (sem adi¢do de cafeina), resultando em maior duragdo da motilidade
espermatica (CARRINGTON et al., 2011).

Apesar do efeito benéfico da cafeina, a inclusdo em altas concentragdes
no sémen pode ocasionar efeitos adversos sobre os espermatozoides e,
consequentemente, sobre a capacidade fertilizante. A adigdo de solugdes de
cafeina na concentragdo de 100 mM no sémen diluido de coelho, apesar de
aumentar a motilidade, reduziu a taxa de fertilizacao (LOPEZ; ALVARINO,
2000). Concentracdes de 4 mM e 6mM, adicionadas ao sémen diluido de
bubalinos antes do congelamento, também mostraram-se prejudicial, uma vez
que, a motilidade pos-descongelamento manteve-se por curto periodo
(FATTOUH; ABDOU, 1991). Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
concentragdo elevada de cafeina (20 mM), adicionada a solucdo ativadora,
mostrou-se prejudicial a motilidade espermatica, com reduc¢do da duragdo
(VALDEBENITO, 2007).

O efeito da cafeina sobre a motilidade espermatica pode ser afetada pelo
tempo de incubacdo e armazenamento do s€émen. Para que a cafeina possa
exercer efeito sobre o espermatozoide ¢ necessario um tempo minimo de
incubacdo que permita a restauracdo da motilidade, sendo o aumento da
motilidade proporcional ao tempo de incubagdo. Em bubalinos a adi¢do da
cafeina no sémen diluido resultou em maiores valores de motilidade quando o
periodo de incubagdo foi de 2 horas (FATTOUH; ABDOU, 1991).
Contraditoriamente, o tempo de incubagdo nao exerceu influéncia sobre a

motilidade espermatica em sémen de cdes, sendo que a cafeina ja foi capaz de
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melhorar os pardmetros de motilidade logo apds a sua adicdo (MILANI et al.,
2010). Ja em relagdo ao armazenamento, longos periodos fazem com que a
célula entre em exaustdo e perde a capacidade de reagir com reagir com a
cafeina (LOPEZ; ALVARINO, 2000).

O efeito da cafeina ¢ bastante varidvel e depende de diferentes fatores,
tais como, a espécie animal, concentragdo, tempo de incubacdo e
armazenamento. Além disso, estas variagdes podem estar associadas a presenga
de substratos exdgenos presentes no meio diluidor ou ativador (FATTOUH;
ABDOU, 1991). Por exemplo, o uso da agua de coco, como meio diluidor,
adicionado de cafeina foi capaz de aumentar a motilidade e o vigor do sémen de
macaco-prego quando comparado a outros diluidores (TES-TRIS).
Provavelmente, estas substincias atuam de forma sinérgica no processo de
ativacdo espermatica, combinando os efeitos benéficos destas substincias. A
cafeina estimula o aumento do AMPc e a 4agua de coco, que ¢ rica em acido
acético, ¢ capaz de restaurar vias especificas do AMPc, ambas contribuindo para

a capacidade energética da célula espermatica (OLIVEIRA et al., 2011).
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CAPITULO 2 Caracteristicas espermaticas para predizer o potencial de

congelabilidade do sémen de curimba (Prochilodus lineatus)

RESUMO

Este experimento foi conduzido com o objetivo de determinar quais
caracteristicas espermadticas sdo capazes de predizer com mais precisdo o
potencial de congelabilidade do sémen de curimba (Prochilodus lineatus),
através da andlise de correlagdo candnica. Foram utilizados onze reprodutores
com peso inicial de 705,21 £ 111 g. Para a criopreservagdo, aliquota de 200 pL
de sémen, de cada animal, foi diluida na solugdo crioprotetora (DMSO 10% e
BTS 5%), na propor¢do de 1:4 e envasada em palhetes de 0,5 ml. A
criopreservacao afetou (P<0,05) todas as variaveis de qualidade, com reducdo na
motilidade espermatica, duragdo da motilidade e atividade antioxidante e
aumento nas anomalias totais, anomalias maiores, anomalias menores e
peroxidacdo lipidica. No sémen fresco, observou-se correlagdo positiva entre
duracdo da motilidade e patologias maiores (r=0,4688; P=0,0278) e correlagdo
negativa entre motilidade e duracdo da motilidade (r=-0,4893; P=0,0208),
atividade antioxidante e patologias menores (r=-0,5149; P=0,0142). No sémen
descongelado observou-se correlagdo positiva entre motilidade e duragdo da
motilidade (r=0,7159; p=0,0002), motilidade e atividade antioxidante (r=0,4288;
p=0,0465) e correlacdo negativa entre motilidade e patologias menores (r=-
0,4166; p=0,0538), atividade antioxidante e peroxidagdo lipidica (r=-0,3683;
p=0,0917). Apenas a motilidade espermdtica e duracdo da motilidade
mensuradas no sémen descongelado tiveram uma alta correlacdo (-0,6377 e -
0,7306 respectivamente) com a varidvel canodnica representada pelas
caracteristicas espermaticas do sémen fresco. De acordo com os resultados
obtidos pode-se concluir que motilidade e duragdo da motilidade podem ser
utilizadas para predizer o potencial de congelabilidade.

Palavras chaves: Atividade antioxidante. Congelamento. Morfologia espermatica
Motilidade espermatica. Peroxidagao lipidica.
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ABSTRACT

The study was conducted with the objective of determining which sperm
characteristics were able to predict more accurately the freezability potential of
curimba (Prochilodus lineatus) semen by means of canonical correlation
analysis. Eleven breeders with the initial weight of 705.21 = 111 g were used.
For the cryopreservation, an aliquot of 200 uL of semen taken from each animal
was diluted in the cryoprotectant solution (DMSO 10% and BTS 5%) in a ratio
of 1:4 and placed into 0.5 ml sterile straws. Cryopreservation affected (P <0.05)
all quality variables, with reduction in sperm motility, motility duration and
antioxidant activity and increase in total anomalies, major anomalies, minor
anomalies and lipid peroxidation. In fresh semen there was a positive correlation
between motility duration and major pathologies (r = 0.4688, P = 0.0278) and
negative correlation between motility and motility duration (r = -0.4893, P = 0,
0208), total antioxidant activity and anomalies minor (r = -0.5149, P = 0.0142).
In the thawed semen was observed a positive correlation between motility and
motility duration (r = 0.7159, p = 0.0002), motility and antioxidant activity (r =
0.4288, p = 0.0465) and negative correlation between motility and minor
pathologies (r = -0.4166, p = 0.0538), and lipid peroxidation and antioxidant
activity (r = -0.3683, p = 0.0917). Only sperm motility and motility duration,
measured in thawed semen, presented high correlation (-0.6377 and -0.7306
respectively) with the canonical variable represented by the sperm
characteristics of fresh semen. According to the obtained results it can be
concluded that motility and motility duration may be used to predict freezability
potential.

Keywords: Antioxidant activity. Freezing. Sperm morphology. Sperm motility.
Lipid peroxidation.
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1 INTRODUCAO

Dentre as espécies nativas do Brasil, a curimba (Prochilodus lineatus) é
uma espécie de piracema de médio porte que se destaca pela sua importancia
para o ecossistema, além de apresentar alta produtividade quando criadas
comercialmente, sendo importante a utilizagcdo de técnicas que permitam a sua
preservagdo ¢ o aumento da produtividade, como por exemplo, através da
preservagdo dos espermatozoides.

A criopreservagdo de sémen ¢ uma técnica que se baseia no
armazenamento de espermatozoides em nitrogénio liquido (-196 °C), na qual
permite a manutengdo da viabilidade celular por tempo indeterminado. Em geral,
esta técnica tem sido amplamente utilizada para praticas reprodutivas,
conservacdo do germoplasma e melhoramento genético em varias espécies de
mamiferos (MARTINEZ-PARAMO et al., 2012). Em peixes teleosteos, a
expansdo da producdo aquicola e o declinio das populagdes selvagens tém
impulsionado o interesse pela criopreservagdo do sémen (BUTTS et al., 2011).

Apesar de ser um método seguro, a criopreservagdo do sémen ainda néo
¢ uma pratica de rotina nos programas de fertilizacdo. Isso se da em funcao de
diversos fatores que limitam a utilizagdo do sémen criopreservado, como por
exemplo, protocolos de criopreservagao nao padronizados, perda de qualidade
seminal e a variabilidade na qualidade inicial do sémen (BUTTS et al., 2011).

A perda de qualidade seminal durante a criopreservacao estd associada a
exposicdo da célula espermatica a condigdes externas que ndo sdo
fisiologicamente adequadas. Essa exposicdo desencadeia uma série de eventos
prejudiciais ao espermatozoide, tais como, estresse osmotico, alteracdes na
bioquimica do plasma seminal, desidratacdo e cristalizagdo celular e danos

oxidativos (KOPEIKA; KOPEIKA, 2008).
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Como consequéncias desses eventos, diversos pardmetros da atividade
do espermatozoide s3o afetados negativamente, com destaque para a motilidade
e morfologia espermatica e atividade antioxidante (BUTSS et al., 2011;
MARTINEZ-PARAMO et al., 2012). Além disso, a variabilidade na qualidade
inicial do sémen influencia diretamente a capacidade do espermatozoide em
preservar suas caracteristicas morfofuncionais ap6s a criopreservagao e,
consequentemente, no sucesso do congelamento (KOPEIKA; KOPEIKA, 2008).

Em funcdo da perda de qualidade e da variabilidade na capacidade dos
espermatozoides em sustentar a criopreservagdo, ¢ de extrema importancia
desenvolver modelos que prevéem a capacidade da célula espermatica em
suportar ou ndo o congelamento criogénico. Tradicionalmente, os parametros de
qualidade mais avaliados sdo motilidade, concentracdo espermatica e morfologia
espermadtica, taxa de fertilizacdo e sobrevivéncia do embrido (KOPEIKA;
KOPEIKA, 2008). No entanto, esses parametros ddo uma visdo geral da
qualidade do sémen, sendo necessarias analises mais especificas como a
atividade antioxidante total e nivel de peroxidacdo lipidica.

Portanto, o principal objetivo proposto com a execugdo desse trabalho
foi o de determinar quais caracteristicas espermaticas sdo capazes de predizer
com mais precisdo o potencial de congelabilidade do sémen de curimba
(Prochilodus lineatus), por meio das correlagdes candnicas entre as varidveis do

sémen antes e apos a criopreservacao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e animais

O experimento foi conduzido no Setor de Piscicultura do Departamento
de Produgdo Animal da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias
(DPA/EV/UFG), em Goiania, GO, no més de janeiro de 2012. As andlises de
morfologia espermatica ¢ analises bioquimicas do sémen foram realizadas no
Setor de Fisiologia e Farmacologia do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

Onze reprodutores de curimba (Prochilodus lineatus), com peso de
705,21 + 111 g, foram mantidos em viveiros de terra sendo capturados com
auxilio de rede de arrasto. Os peixes foram selecionados de acordo com as
carateristicas reprodutivas, tais como papila urogenital hiperémica e liberagao de
sémen apds leve massagem abdominal. Apds captura e sele¢do, os animais
foram transportados para o Laboratério do Setor de Piscicultura em caixas de
transporte com oxigenacdo e qualidade de agua adequada, onde foram mantidos
em caixas d’agua de polietileno (500 L) até a realizacdo da coleta do sémen. As
condigdes de temperatura, oxigenacdo ¢ pH da agua foram mantidas ideais

dentro do laboratorio.

2.2 Inducéo hormonal, coleta e avalia¢éo do sémen in natura

Os animais foram submetidos a tratamento hormonal com extrato bruto
de hipofise de carpa (EBHC) para indugéo a espermiagdo, sendo os reprodutores
de curimba, primeiramente, pesados e marcados para estabelecer as doses do

horménio. A indugdo procedeu-se pela aplicacdo de duas doses do hormonio,
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prévia e definitiva, de 0,5 e 5,0 mg de EBHC kg ! proxima a base da nadadeira
dorsal. O intervalo entre as aplicacdes foi de 12 horas e o tempo entre a Gltima
dose e a coleta do sémen foi de, aproximadamente, oito horas.

Para coleta do sémen, os animais foram retirados da caixa d’agua,
envoltos em toalha e apoiados em uma superficie plana para facilitar o
manuseio. As papilas urogenitais e regido circunjacente foram limpas e secas
como papel toalha para evitar qualquer tipo de contaminacdo com fezes, urina e
sangue. Apos leve massagem na parede celomatica, no sentido cranio-caudal
(FELIZARDO et al., 2010), o sémen foi coletado em tubos de ensaio graduados
estéreis.

Para certifica-se que o sémen coletado ndo havia sido previamente
ativado por contamina¢do, uma aliquota de 10 pL de sémen por animal foi
depositada em lamina histologica de vidro e homogeneizada com 40 pL de
solucdo de NaHCO;, certificando-se da auséncia de motilidade. Em seguida,
uma aliquota de 10 pL de cada animal foi coletada e diluida em formol citrato
(990 pL), para determinagdo da morfologia espermatica. O restante do sémen foi

utilizado para criopreservacao (200 puL) e obteng¢do do plasma seminal.

2.3 Criopreservacao e descongelamento do sémen

Ap6s a andlise inicial, 200 pL do sémen in natura de cada reprodutor foi
depositado em tubo de ensaio estéril para dilui¢do, lenta e gradativa, pela
solucdo crioprotetora, na propor¢ao de uma parte de sémen para quatro partes da
solugdo (800 pL). A solugdo foi composta pelo crioprotetor interno
dimetilsulfoxido (DMSO) adicionado na concentracdo de 10% e pelo diluidor
Beltsville Thawing Solution (BTS Minitiib™) na concentragio final de 5%.

A criopreservacao foi conduzida imediatamente apo6s a dilui¢do, sendo

as amostras envasadas em palhetes de 0,5 mL (duas palhetes por animal) que,
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por sua vez, foram vedadas com massa cirurgica estéril. Em seguida as palhetes
foram entdo acondicionadas em raques de polietileno e transferidas para botijao
de vapor de nitrogénio liquido (Taylor-Wharton, modelo CP 300, tipo dry
shipper) para resfriamento. Apds 24 horas, todas as amostras foram transferidas
para o botijao de nitrogénio liquido para congelamento.

Oito dias apos a criopreservagdo as palhetes foram retiradas do botijao
para descongelamento. Utilizou-se banho-maria a temperatura de 60 °C para o
descongelamento, sendo as palhetes imersas e levemente agitadas por oito
segundos. Em seguida, foram retiradas do banho-maria, enxugadas com papel
toalha sendo a extremidade correspondente a massa cirtrgica descartada. O
sémen foi entdo depositado em tubos tipo Eppendorf, sendo uma aliquota de 10
pL coletada e diluida em formol citrato (990 pL), para determinagdo da
morfologia espermatica apds o descongelamento. O restante do sémen foi

utilizado para obtencdo do plasma seminal.

2.4 Obtencéo do plasma seminal

O restante do sémen in natura e¢ descongelado de cada amostra foi
centrifugado durante 10 minutos a 7000 rpm. O sobrenadante foi entdo colocado
em tubos criogénicos ¢ armazenados a -80 °C até realizacdo das analises de
atividade antioxidante total e peroxidagdo lipidica (BUTSS et al., 2011). Duas
mensuragdes de cada componente do plasma seminal (atividade antioxidante e

peroxidagdo lipidica) foram realizadas.
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2.5 Avaliacdo das caracteristicas espermaticas

2.5.1 Motilidade espermatica

Para ativacdo da motilidade uma aliquota de 10 uL de sémen de cada
animal foi depositada em lamina histologica de vidro e homogeneizada com 40
pL de solugdo de NaHCOs; (0,76%). A motilidade espermatica, das amostras de
sémen fresco e descongelado, foi observada em microscépio optico de luz sob
aumento de 100 dioptrias sendo estimada em porcentagem média de células
moveis em trés campos, em uma escala de 0-100%. A duragdo foi determinada
desde a homogeneizagdo com a solucdo ativadora até que restassem apenas 10%
de espermatozoides moéveis. Esse procedimento foi realizado em duplicata para

cada amostra

2.5.2 Morfologia espermatica

A analise morfologica foi realizada a partir de amostras de sémen in
natura e descongelada previamente fixada em formol citrato. Uma aliquota de
10 pL da solugdo foi depositada em Iadminas de vidro e cobertas por laminula.
Em seguida, a morfopatologia de 100 espermatozoides, focalizados em diversos
campos da lamina, foi observada em microscopio Optico de contraste de fase
com iluminacdo episcopica em um aumento de 1000 dioptrias. Foram
investigadas as patologias de cabeca, peca intermediaria e da cauda, conforme
descrito a seguir (MILIORINI, 2006):

Patologias de cabeca: patologias maiores (macrocefalia, microcefalia e
cabeca degenerada) e patologias menores (isolada normal);

Patologias de pega intermediaria: patologia maior (pega intermediaria

degenerada);
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Patologias de cauda: patologias maiores (fraturada, fortemente enrolada
e degenerada) e patologias menores (dobrada).
Assim como para os componentes do plasma seminal e motilidade, esse

procedimento foi repetido para obter duas mensuracdes para andlise estatistica.

2.5.3 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante do sémen, antes e apos a criopreservagao, foi
determinada utilizando kit comercial colorimétrico (QuantiChrom™ Antioxidant
Assay Kit - DTAC-100). O principio do teste baseia-se na mensura¢do da
capacidade antioxidante total (TAC), onde o Cu’" ¢ reduzido por um
antioxidante (trolox) para Cu’. Quando incubado com o reagente, o Cu" forma
um complexo corado, sendo a intensidade da cor em 570 nm proporcional ao
TAC da amostra. Trolox foi utilizado como padrdo e as amostras foram

expressas em UM equivalentes das concentragdes padrao de trolox.

2.5.4 Peroxidacao lipidica

Para determinar o nivel de peroxidagdo lipidica, antes e apds a
criopreservagao, foi utilizado um kit colorimétrico comercial (QuantiChromTM
TBARS Assay Kit - DTBA-100). O kit baseia-se na reacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), como o malonaldeido (MDA), com o
acido tiobarbitirico (TBA) para formar um produto de cor rosa. A intensidade

da cor a 535 nm ¢ proporcional a concentracdo de TBARS na amostra.
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2.6 Analises estatisticas

Para avaliar o efeito da criopreservacdo sobre as caracteristicas
espermdticas foi feito uma andlise de varidncia. Em caso de significancia, os
dados foram submetidos ao teste T, a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico Sisvar versdo 5.3.

Associagdes simples no sentido bivariado, entre as caracteristicas
espermaticas mensuradas no sémen fresco e no sémen descongelado, foram
determinadas por meio do coeficiente linear de Pearson, considerando um nivel
de significancia de 5%.

Para avaliar a associacdo entre as caracteristicas espermaticas do sémen
fresco com as caracteristicas espermaticas do sémen descongelado foi feito uma
analise de correlacdo no sentido multivariado, por meio da andlise de correlagdo
candnica. Tal técnica ¢ um método estatistico multivariado cujo principal
objetivo ¢ a exploragdo das correlacdes de amostras entre dois conjuntos de
variaveis quantitativas observadas nas mesmas unidades experimentais.

Basicamente, considerou-se X (sémen fresco) o grupo de variaveis
independentes com p colunas e Y (sémen descongelado) o grupo de variaveis
dependentes com q colunas, obtendo-se assim as variaveis candnicas U, que ¢
um fator formado pelas combinagdes lineares das variaveis do grupo X, e
variaveis candnicas V, que ¢ um fator formado pelas combinacdes lineares das
variaveis do grupo Y. Logo, as varidveis candnicas constituem a primeira fungdo

candnica associada a correlagdo canonica, expressa por:

e cop{l, 1)
e
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Para cada par de varidveis tem-se um coeficiente de correlagdo. O

numero de variaveis € igual a min {3, gJ, que neste caso serd igual a 6, ou seja,

tem-se 6 pares de variaveis candnicas e 6 coeficientes de correlagdo candnico
correspondentes a cada par candnico. Essas andlises foram realizadas por meio
do pacote computacional R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012), com o
auxilio da fungdo “cc” do pacote “CCA” versio 1.2 (GONZALEZ; DEJEAN,
2012). Utilizou-se o teste lambda de Wilks para avaliar a significincia dos
coeficientes de correlagdo com o auxilio da fungdo “p.asym” do pacote “CCP”

versdo 1.1 (MENZEL, 2012), considerando-se um nivel de significancia de 10%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da criopreservacao nas caracteristicas espermaticas

A criopreservagdo do s€émen de curimba reduziu (P<0,05) a motilidade
espermatica, duragdo da motilidade e atividade antioxidante total e propiciou o

aumento nas anomalias maiores, anomalias totais e peroxidagdo lipidica (Tabela

1.

Tabela 1 Efeito da criopreservagdo nas caracteristicas espermaticas do sémen de

curimba

Sémen Sémen

o
fresco descongelado CV (%) P

Caracteristicas espermaticas

Motilidade espermatica (%) 47,27+13,11° 97,27+4,58° 12,12 <0,0001
Durac¢do da motilidade (s) 52,22+8 47" 60,9+1 1,5° 15,28 0,0018

Anomalias menores (%) 6,45+4,11 7,50+£2,70 49,89 0,3249
Anomalias maiores (%) 4,81+1,94* 15,90i3,58b 27,82  <0,0001
Anomalias totais (%) 11,27+4,77*  23,40£4,72° 2739  <0,0001
Atividade antioxidante total

(UM trolox) 157+116° 598+200° 43,15 <0,0001
Peroxidacao lipidica (uM

MDA) 0,64+0,47°  2,07+0,44° 34,54  <0,0001

> Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste T (P<0,05)

3.1.1 Motilidade espermatica e duracdo da motilidade

Observou-se uma redugdo (p<0,05) na motilidade espermatica apos a

criopreservagdo do sémen (Tabela 1). Esse resultado foi consistente com os
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achados anteriores para esta espécie. Felizardo et al. (2010) constataram uma
reducdo de 44% na motilidade espermatica apds o descongelamento, semelhante
a média encontrada neste trabalho de 49,39%. A criopreservagdo também
comprometeu a motilidade espermadtica de outras espécies de peixes, como o
bacalhau do atlantico (Gadhus morhua L.) e o robalo (Dicentrachus labrax)
(BUTTS et al., 2011; MARTINEZ-PARAMO et al., 2012). O congelamento ¢
descongelamento podem ocasionar danos a célula espermatica e,
consequentemente, reduzir a atividade do espermatozoide. Provaveis causas de
reducdo na motilidade incluem danos diretos ao axonema do flagelo, reducao da
fun¢do mitocondrial e destruicdo de proteinas associadas a ativacdo da
motilidade (ZILLI et al., 2008). Chen et al. (2010) destacam ainda que perdas do
estoque de ATP, pelos danos as mitocondrias, também diminui a motilidade
espermatica.

De maneira semelhante, a duracdo da motilidade também sofreu uma
reducdo significativa. Porém, Felizardo et al. (2010) ndo encontraram influéncia
da criopreservacao sobre a duragdo da motilidade do sémen descongelado de
curimba, que foi de 70£51s, superior ao valor obtido nesse trabalho. Essa
diferenca pode ser atribuida ao protocolo de criopreservagao utilizado, uma vez
que neste trabalho foi utilizado apenas o DMSO (10%) como crioprotetor
interno e no trabalho citato utilizou-se, em combina¢do ao DMSO (8%), a
lactose (5%) como crioprotetor externo. Esses autores citam ainda que a
combinagdo entre agentes crioprotetores externos e internos pode fornecer maior

duragdo da motilidade.

3.1.2 Morfologia espermética

As anomalias totais aumentaram significativamente em fungdo do

processo de criopreservagdo (Tabela 1). Em um trabalho realizado por Felizardo
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et al. (2010) as anomalias espermaticas ocorreram em uma faixa de 20% a 30%
no sémen descongelado de curimba, corroborando os resultados encontrados
nesse trabalho onde observou-se uma porcentagem média de anomalias totais de
23% no sémen descongelado. Em mamiferos, amostras de sémen com patologias
espermaticas acima de 30% para bovinos e 20% para ovinos e suinos ndo devem
ser utilizadas (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL -
CBRA, 1998). Para peixes, estes limites ainda ndo foram estabelecidos, no
entanto, patologias acima de 30% podem estar relacionadas com a diminuigdo da
taxa de motilidade e da capacidade de fertilizacdo. Miliorini (2006) destaca
ainda que o ponto critico de anormalidades espermaticas de peixes oscila em
torno de 50%.

Neste trabalho, apenas as patologias maiores sofreram um aumento
(P<0,05) em funcdo da criopreservacao (Tabela 1). De uma maneira geral, as
anomalias menores ocorrem durante a espermatogénese, decorrentes de causas
que acometem os reprodutores. Em contrapartida, as patologias maiores ocorrem
em fungdo do manejo durante a coleta do sémen a ser criopreservado
(MILIORINI, 2006). Esse aumento pode estar associado a alteragdes ultra-
estruturais nos espermatozoides apds a alteragdo da osmolaridade do meio que
os circunda, por exemplo, pela exposi¢do ao crioprotetor, sendo estas alteracdes

limitantes a dura¢do da motilidade (MARQUES, 2001).

3.1.3 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total foi menor (P<0,05) no s€men
descongelado quando comparada ao s€émen fresco (Tabela 1). A criopreservagao
também teve efeito negativo sobre a atividade antioxidante total no sémen de
bacalhau do atlantico (Gadhus morhua L) (BUTTS et al., 2011). De maneira

semelhante, a criopreservagdo do sémen de pargo (Pagrus major), também
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reduziu significativamente a atividade de duas enzimas antioxidantes, a
superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (CHEN et al., 2010), o que
indica uma possivel redugdo na atividade antioxidante total. Esta redu¢ao pode
estar associada ao consumo dos antioxidantes na tentativa de eliminar o excesso
de EROs produzidos e, possivelmente, em funcdo da exposi¢do ao ambiente e
diluicdo ao meio crioprotetor.

Outro aspecto importante a ser ressaltado ¢ a identificacdo da presencga
de um sistema antioxidante com atividade clevada no sémen de curimba,
caracterizado por atividade antioxidante total de 598+200 uM trolox no plasma
do sémen fresco, fato este ainda ndo caracterizado anteriormente para esta
espécie. Lahnesteiner ¢ Mansour (2010) e Lahnteiner, Mansour e Plaetzer (2010)
também identificaram a presenca de um sistema antioxidante eficiente no plasma
seminal e no espermatozoide de truta marrom (Salmo trutta), lota (Lota lota),
perca (Perch fluvilatus) e alburno (Alburnus alburnos), composto por enzimas e
metabolitos antioxidantes. A superdxido dismutase e o acido urico apresentaram
alta concentragdo e atividade, enquanto que a atividade das outras enzimas e
metabolitos foi relativamente baixa, com padrao semelhante de comportamento.

A caracterizagdo das principais substincias antioxidantes no sémen de
curimba torna-se necessario para investigagdes futuras, o que pode fornecer

evidéncias para definicdo de melhores protocolos de criopreservagao.

3.1.4 Peroxidacao lipidica

No sémen fresco, o baixo nivel de peroxidacédo lipidica indica que a alta
atividade enddgena do sistema antioxidante (Tabela 1) foi capaz de fornecer
uma prote¢do aos espermatozoides contra os danos oxidativos. Esses resultados

estdo de acordo com os demais trabalhos da literatura, caracterizados pela
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presenca de sistema antioxidante endogeno eficiente (LAHNESTEINER;
MANSOUR, 2010; LAHNTEINER; MANSOUR; PLAETZER, 2010).

A peroxidagdo lipidica aumentou significativamente em funcdo do
processo de criopreservacdo, com aumento superior a trés vezes (Tabela 1).
Resultado semelhante foi observado para o sémen de pargo (Pagrus major) e de
robalo (Dicentrachus labrax), caracterizado pelo aumento significativo na
peroxidacdo lipidica em func¢do da criopreservacdo (CHEN et al., 2010;
MARTINEZ-PARAMO et al., 2012). Esse processo pode ocorrer em fungdo de
duas situagdes principais: devido a auséncia de um mecanismo de defesa
antioxidante endogeno funcional e/ou devido a exposi¢do da célula a técnicas de
manipulacdo, que induz um aumento excessivo na producdo de EROs (KAUR;
BILASPURI, 2011).

E importante ressaltar que o metabolismo do espermatozoide, em
condicdes de armazenamento em nitrogénio liquido, ¢ totalmente suprimido.
Portanto, a alteracdo observada nesse trabalho na peroxidacdo lipidica é,
possivelmente, decorrente dos danos ocasionados ao sistema de protecao
antioxidante pelo congelamento ou pela exposicdo do sémen ao ambiente.
Contraditoriamente, Chen et al. (2010) observaram que a peroxidagdo lipidica
aumenta a medida em que o tempo de armazenamento também aumenta.
Segundo os autores, esses resultados indicam que o processo metabdlico do
espermatozoide ndo ¢ interrompido durante o armazenamento em nitrogénio
liquido o que, contradiz a ideia inicial. Sendo assim, sdo necessarias
investigacdes futuras a cerca das possiveis causa do aumento desse processo

decorrente da criopreservacao.
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3.2 Analise de correlacdo entre as variaveis de qualidade seminal

A analise de correlagdo, no geral, revelou uma baixa correlagao entre as
variaveis de qualidade mensuradas no sémen fresco e no sémen descongelado,
no entanto, com algumas excegoes.

Dentre as variaveis avaliadas no sémen fresco observou-se uma
correlagdo negativa entre motilidade e duragdo da motilidade (r=-0,4893;
P=0,0208), e entre atividade antioxidante e patologias menores (r=-0,5149;
P=0,0142) e uma correlagdo positiva entre duracdo da motilidade e anomalias

menores (r=0,4688; P=0,0278) (Tabela 2).

Tabela 2 Correlacdes entre as caracteristicas espermaticas mensuradas no sémen
fresco de curimba

M DM PM PMR PL AAT
M 1 0,0208 0,1638  0,4067 04777 0,2983
DM -0,4893 1 0,7743 0,0278  0,9533 0,4604
PM 0,3075  -0,0648 1 0,6324  0,6728 0,0142
PMR -0,1862  0,4688 0,108 1 0,2208  0,5456
PL -0,1597  0,0133 0,0954 0,272 1 0,7447
AAT -0,2323 0,166 -0,5149  0,1362  -0,0736 1

Na diagonal acima do valor 1, encontram-se os p-valores dos coeficientes de correlagao
e na diagonal abaixo do valor 1, encontram-se os valores dos coeficientes de correlacdo.
M: motilidade espermatica; DM: duragio da motilidade; AME: anomalias menores;
AMA: anomalias maiores; PL: peroxidacdo lipidica; AAT: atividade antioxidante total.

A correlag@o negativa entre motilidade e duragdo da motilidade pode ser
explicada pelo metabolismo energético do espermatozoide. Apds ativagdo da

motilidade espermatica, a demanda por energia é muita alta e a atividade da
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adenilato quinase torna-se intensa para gerar o ATP necessario para o batimento
flagelar. No entanto, o consumo energético ¢ muito maior do que a produgio de
energia, com rapida deplegdo dos niveis de ATP. Assim, motilidade espermatica
elevada induziria um maior consumo de ATP na tentativa de manter o batimento
do flagelo mais intenso, o que pode explicar a reducao da duracdo da motilidade
em fungdo do aumento da motilidade espermatica no sémen fresco (BURNESS;
MOYES; MONTGOMERIE, 2005).

Essa correlagdo moderada entre motilidade espermatica e duragdo da
motilidade leva a crer que basta a analise de uma delas para predizer a respeito
da outra. A motilidade espermatica (porcentagem de células moveis) ¢ uma das
variaveis mais utilizadas para avaliar a qualidade do sémen, principalmente,
devido a sua praticidade de analise. Ela ¢ um parametro de qualidade integrativo
que permite a analise de varios compartimentos celulares, tais como, membrana
plasmaética, mitocondrias e axonema (BOBE; LABBE, 2010). Por outro lado,
devido a baixa duragdo da motilidade em funcdo do rapido metabolismo
energético (BURNESS; MOYES; MONTGOMERIE, 2005) a analise da
duracdo da motilidade pode ser mais dificil de mensurar, embora seja
extremamente importante. Portanto, essas variaveis devem ser analisadas em
conjunto, uma vez que, ambas sdo importantes € se complementam.

A correlacdo negativa entre atividade antioxidante e anomalias menores
indica que uma redu¢do na atividade antioxidante total pode ser responsavel, em
parte, pelo o aumento das anomalias e vice-versa. Segundo Butss et al. (2011), o
aumento da atividade antioxidante total ¢ capaz de combater o ataque dos
radicais livres, fornecendo assim, prote¢do da integridade da membrana e do
genoma, o que pode refletir diretamente na ocorréncia de anomalias
espermaticas explicando a correlag@o entre essas variaveis.

A correlagdo positiva entre duracdo da motilidade e anomalias menores

foi um achado inesperado uma vez que, ndo ha uma explicacdo fisioldgica para
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tal fato. As anomalias de cabeca isolada e cauda dobrada refletem diretamente
na ocorréncia de movimentos flagelares oscilatorios e circulatorios o que
compromete a fertilizagdo do ovocito (KAVAMOTO et al., 1999). Sendo assim,
o se aumento refletiria negativamente na duracdo da motilidade.

A correlacdo entre essas variaveis também ¢ considerada moderada.
Tradicionalmente, a analise morfologica dos espermatozoides € utilizada como
parte integral na rotina de avaliagdo do sémen, pois permite fazer inferéncias a
respeito do potencial de fertilizagdo e auxilia na caracterizagdo de amostras de
sémen para criopreservacdo. No entanto, a andlise por meio de microscopio
optico pode ser dispendiosa e necessita de treinamento especifico. Por outro
lado, a analise da atividade antioxidante, por ser um método colorimétrico, pode
trazer resultados mais precisos, além de permitir uma analise prontamente
automatizada com rendimento de varias amostras por dia.

Dentre as variaveis avaliadas no sémen descongelado observou-se
correlagdo positiva entre motilidade e duragdo da motilidade (r=0,7159;
P=0,0002), motilidade e atividade antioxidante (r=0,4288; P=0,0465) e
correlagdo negativa entre motilidade e anomalias menores (r=-0,4166;
P=0,0538). Na tabela 3 encontram-se os coeficientes de correlagdo entre as

variaveis de qualidade mensuradas no sémen fresco.

Tabela 3 Correlagdes entre as caracteristicas espermaticas mensuradas no sémen
descongelado de curimba

M DM AME AMA PL AAT
M 1 0,0002 0,0538 0,2765  0,9044 0,0464
DM 0,7159 1 0,1427 0,2630  0,6488 0,1752

AME -0,4166  -0,3229 1 0,2587  0,4668 0,1397
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“Tabela 3, conclusdo”

M DM AME AMA PL AAT
AMA -0,2427  -0,2494 0,2516 1 0,5869 10,7991
PL -0,2772 -0,1029 0,1637 0,1226 1 0,0917
AAT 0,4288  0,2998 -0,3252  -0,0576  -0,3683 1

Na diagonal acima do valor 1, encontram-se os p-valores dos coeficientes de correlagio
¢ na diagonal abaixo do valor 1, encontram-se os valores dos coeficientes de correlagio.
M: motilidade espermatica; DM: duragio da motilidade; AME: anomalias menores;
AMA: anomalias maiores; PL: peroxidacdo lipidica; AAT: atividade antioxidante total.

A correlagdo positiva entre motilidade e duragdo da motilidade pode ser
explicada pela exposi¢ao do espermatozoide ao meio diluidor. Os diluidores sdo
solugdes de sais ou de carboidratos adicionados ao sémen com o intuito de
manter a viabilidade das células espermaticas durante a criopreservagao.
Portanto, o BTS utilizado como diluidor nesse trabalho pode ter contribuido para
o metabolismo energético do espermatozoide, apds o descongelamento,
resultando na manuten¢do da duracdo da motilidade espermatica em fungdo do
aumento da motilidade.

Correlagdes positivas entre diferentes pardmetros da motilidade
espermatica também foi observado por Martinez-Paramo et al. (2012) no sémen
de robalo (Dicentrachus labrax). Estes autores avaliaram a motilidade
progressiva, motilidade total, velocidade curvilinea, velocidade em linha reta e
linearidade, sendo que todas as variaveis foram correlacionadas entre si.
Correlacionando os parametros de qualidade espermatica com a capacidade de

fertilizacdo do sémen, Butss et al. (2011) observaram que existe uma correlacio
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positiva entre a motilidade espermatica e a capacidade de fertilizagdo do sémen
de bacalhau do atlantico (Gadus morhua).

A correlagdo positiva entre atividade antioxidante total e motilidade
espermdtica indica a importancia do sistema antioxidante enddgeno para a
prote¢do do espermatozoide contra os danos oxidativos.

Durante a criopreservacdo, o espermatozoide ¢ exposto ao estresse
oxidativo pela diluicdo ao meio extensor, exposi¢do ao crioprotetor e pela
manutencdo a baixas temperaturas. O acimulo de EROs na célula espermatica
pode ocasionar danos a estrutura do espermatozoide, caracterizado por reducao
na motilidade espermatica, viabilidade e capacidade de fertilizacdo (BALL,
2008). Isso se da em fungdo do plasma seminal ser capaz de fornecer apenas
uma protecdo antioxidante parcial, devido principalmente a diluicdo dos
componentes plasmaticos, além de induzir o consumo de antioxidantes na
tentativa de eliminar esses radicais (LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010;
LAHNTEINER; MANSOUR; PLAETZER, 2010).

A correlagdo negativa entre motilidade e anomalias menores indica que
quanto maior for o nivel de comprometimento morfolodgico ao espermatozoide
menor serd a motilidade espermética e vice-versa. Em sémen de caninos,
também foi observado uma correlagdo negativa entre a porcentagem de
espermatozoides morfologicamente anormais e o percentual de motilidade
espermatica, em fun¢do de defeitos funcionais no sistema energético do
espermatozoide, corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho
(CASSANI; BECONI; O’FLAHERTY, 2005).

Embora a analise da motilidade espermatica seja amplamente utilizada
para avaliar a qualidade do sémen, ela fornece apenas uma visdo geral da
qualidade do sémen, mas ndo descrevem a capacidade individual dos
espermatozoides. Portanto, a analise da morfologia espermatica, que e capaz de

determinar a viabilidade dos espermatozoides individuais pode ser utilizada a
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fim de complementar a andlise de motilidade, uma vez que ambas se
correlacionaram. Além disso, a analise da atividade antioxidante total também

pode contribuir para uma analise da qualidade mais abrangente.

3.3 Analise de correlacdo canbnica

Considerando a primeira fun¢do canodnica, que ¢ a que retém a maior
variagdo dos dados, pode-se inferir que houve associacdo significativa
(P=0,1016) entre as variaveis mensuradas no sémen fresco com as variaveis
mensuradas no sémen descongelado e que 78,62% da variagdo dos dados do
sémen descongelado podem ser explicados pelas variaveis mensuradas no sémen

fresco (Tabela 4).

Tabela 4 Correlagdo canodnica relacionando as caracteristicas espermaticas do
sémen e curimba antes ¢ ap0s a criopreservacao

Fungio canonica Correlagdo candnica  R2 candnico  Probabilidade™

1 0,8867 0,7862 0,1016
2 0,7885 0,6217 0,4202
3 0,6866 0,4715 0,7423
4 0,3735 0,1395 0,9689
5 0,1707 0,0292 0,9504
6 0,1381 0,0191 0,5972

*Valores de probabilidade de acordo com o teste lambda de Wik’s

A correlagdo de cada variavel original com a fun¢do candnica do grupo

oposto esta apresentada na Tabela 5, por meio das cargas candnicas cruzadas.
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Tabela 5 Cargas cruzadas dos pares candnicos entre as caracteristicas
espermaticas do sémen fresco e descongelado de curimba

1° 2° 3° 4° 5° 6°

MD -0,6377  0,0263 -0,0257 0,2242 -0,048 0,0279
DMD -0,7306  -0,0371 -0,2719 0,0218 0,033  0,0549
PMED 0,1947 -0,6381 0,2439 -0,0595 10,0631 -0,0129
PMAD 0,3964  -0,342 0,0516 -0,0979 -0,1059 0,054

PLD 0,3972  -0,0282 0,0558 0,1703 0,0656 0,0912
AATD -0,1694 -0,1348 -0,5703 0,1447 -0,0704 -0,0526
MF 0,0452 -0,1085 10,3943 0,2761 -0,0272 0,0383
DMF -0,4155 -0,3676 -0,4943 -0,059 0,0214 0,0102
PMEF 0,5968 -0,2782 -0,1953 0,1981 -0,0353 -0,0184
PMAF 0,1902 -0,2633 -0,2833 -0,0979 10,0254 0,1053
PLF 0,116  0,2187 -0,2339 -0,0777 -0,1356 0,047

AATF -0,2506  -0,3679 10,2778 -0,272 -0,0142 0,0053

MD: motilidade espermatica sémen descongelado; DMD: duragdo da motilidade sémen
descongelado; AMED: anomalias menores sémen descongelado, AMAD: anomalias
maiores sémen descongelado; PLD: peroxidagdo lipidica sémen descongelado; AATD:
atividade antioxidante total sémen descongelado. MF: motilidade espermatica; sémen
fresco; DMF: duragdo da motilidade sémen fresco; AMEF: anomalias menores sémen
fresco; AMAF: anomalias maiores sémen fresco; PL: peroxidagdo lipidica sémen fresco;
AATF: atividade antioxidante total s€émen fresco

Considerando o primeiro par candnico, que apresentou maior coeficiente
de correlagdo candnica, as variaveis motilidade, duragdo e atividade
antioxidante, mensuradas no s€émen descongelado, apresentaram uma relacdo
inversa com o sé€men fresco, ou seja, em fungdo da criopreservacdo esses
pardmetros tendem a diminuir. J& as anomalias menores, anomalias maiores e
peroxidacao lipidica apresentam uma relagdo direta, ou seja, em fungdo da

criopreservagdo tendem a aumentar.
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Apenas as varidveis de motilidade e duracdo da motilidade mensuradas
no sémen descongelado tiveram uma alta correlagdo (-0,6377 e -0,7306
respectivamente) com as caracteristicas espermaticas do sémen fresco. Elevando
as cargas candnicas ao quadrado, a varidvel canonica independente explicou
40,67% da variancia da motilidade ¢ 53,38% da variancia da duracdo. Portanto,
grande parte das variacdes observadas no sémen descongelado, para estas
variaveis, ocorre em funcdo da qualidade inicial do sémen utilizado para a
criopreservacdo. A partir dessa informagdo pode-se inferir entdo que, amostras
de s€émen com melhor qualidade serdo capazes de manter a motilidade e duracao
da motilidade apos o descongelamento, com menor reducdo desses pardmetros
apods a criopreservagao.

Flores et al. (2009) também destacam que variacdes na motilidade
espermatica do sémen ¢ responsavel por determinar diferencas na resisténcia ao
congelamento. Em caprinos, varidveis de motilidade mensuradas no sémen
descongelado também foram consideradas bons indicadores da crioresisténcia do
espermatozoide (DORADO; MUNOZ-SERRANO; HIDALGO, 2010).
Martinez-Paramo et al. (2012) também encontraram uma forte correlagdo nos
parametros de motilidade progressiva, motilidade total e velocidade em linha
reta entre amostras de sémen fresco e descongelado de robalo (Dicentrarchus
labrax), que estd diretamente correlacionada a viabilidade celular. De acordo
com os resultados da presente pesquisa e os demais achados da literatura, a
motilidade espermatica e duragdo da motilidade sdo bons indicadores de
qualidade para predizer o potencial de congelabilidade do sémen.

As anomalias menores, anomalias maiores, peroxidacdo lipidica e
atividade antioxidante total, mensuradas no sémen descongelado, apresentaram
baixa correlagdo (0,1947; 0,3964; 0,3972 e -0,1694, respectivamente) com a
variavel candnica representada pelas caracteristicas seminais do sémen fresco,

como evidenciado na Tabela 4. Elevando as cargas candnicas ao quadrado a
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porcentagem de predicdo é baixa (3,79%; 15,74%; 15,77% e 0,028%). Isso
indica que a variavel candnica independente ndo é capaz de explicar a variancia
dessas caracteristicas no sémen descongelado. Portanto, variagdes nesses
parametros estariam associadas a outros fatores que ndo sejam a qualidade
inicial do sémen. Adicionalmente, devido a baixa correlagdo entre as amostras
de sémen antes e apés a criopreservagdo esses pardmetros nao seriam bons
indicadores para predizer o potencial de congelabilidade.

A ocorréncia de anomalias maiores estd associada a procedimento de
manejo durante a coleta do s€émen, que pode refletir em alteracdes morfologicas
apos a criopreservacdo e descongelamento, sendo independente da qualidade
inicial do sémen. Sendo assim, mesmo que o s€émen fresco apresente baixo nivel
de anomalias maiores ndo necessariamente esta caracteristica serd mantida apds
o descongelamento. Por outro lado, as anomalias menores ocorrem durante a
espermatogénese. No entanto, nesse trabalho a baixa correlagdo evidenciada
indica que, mesmo sendo uma caracteristica atribuida ao reprodutor, a
ocorréncia de patologias menores ndo pode ser explicada pela qualidade inicial
do sémen.

Variagdes na peroxidagdo lipidica apés o descongelamento do s€émen
podem estar associadas a estrutura da membrana alterada e inativa¢do de
enzimas antioxidantes, que ocorrem de maneira independente da qualidade
inicial do sémen, como evidenciado por Li et al. (2010). Assim como observado
na presente pesquisa, a peroxidacdo lipidica também ndo se correlacionou antes
e apds a criopreservagdo do sémen de robalo (Dicentrachus labrax)
(MARTINEZ-PARAMO et al., 2012), o que refor¢a a possibilidade desse
evento ser independente da qualidade inicial do sémen.

A diminuicdo da atividade antioxidante ap6s descongelamento também
nao foi correlacionada com a qualidade inicial do sémen. Essa redugdo pode

estar associada com a exposi¢do do sémen ao meio crioprotetor, resultando na
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dilui¢do de componentes importantes, como por exemplo, de enzimas
antioxidantes (LAHNSTEINER et al., 1996).

Contraditoriamente, Butts et al. (2011), evidenciaram que o potencial de
congelabilidade aumenta significativamente com o aumento da atividade
antioxidante total do sémen de bacalhau do atlantico (Gadus morhua L.),
caracterizado pela maior protecdo da integridade da membrana e do genoma
contra o ataque de radicais livres. Refor¢cando essa ideia a adigdo de taurinas e
hipotaurinas também foram capazes de fornecer certo nivel de protecdo aos
espermatozoides, caracterizado pela reducdo da fragmentagdo do DNA e
neutralizagdo das EROs (CABRITA et al., 2011).

As diferengas observadas em relagdo a este trabalho e a literatura podem
estar associadas a metodologia empregada para as andlises de cada varidvel,
método estatistico utilizado para determinar as correlagdes e, principalmente, a

grande variabilidade observada entre as espécies.
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4 CONCLUSAO

Sob as condicdes em que este experimento foi realizado pode-se
concluir que as varias de motilidade e duragdo da motilidade podem ser

utilizadas para predizer o potencial de congelabilidade do s€émen de curimba.
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CAPITULO 3 Efeito da cafeina, adicionada a solucdo ativadora, sobre
as caracteristicas de motilidade espermatica do sémen fresco e
descongelado de pacu (Piaractus mesopotamicus) e curimba (Prochilodus

lineatus)

RESUMO

Objetivou-se om esta pesquisa avaliar o efeito de diferentes
concentragoes de cafeina, adicionada a solugdo ativadora, nos pardmetros de
motilidade espermatica do sémen in natura e descongelado de pacu (Piaractus
mesopotamicus) e curimba (Prochilodus lineatus). Utilizou-se um delineamento
em blocos casualizados com cinco tratamentos (diferentes concentragdes de
cafeina) sendo a parcela experimental constituida por duas amostras para o
sémen descongelado e uma amostra para o sémen in natura. As solugdes
ativadoras foram preparadas a base de NaHCO; adicionadas de cafeina nas
concentragdes de 2,5, 5,0, 10,0 ¢ 20,0 mM. Como controle, utilizou-se a mesma
soluc¢do ndo adicionada de cafeina. Para a coleta do sémen foram utilizados um
total de oito reprodutores de pacu e 20 de curimba, com peso inicial de 2,5 £ 0,4
kg e 0,61 = 0,2 kg, respectivamente. Ap6s avaliagdo inicial do sémen, procedeu-
se a criopreservagdo, sendo aliquotas de s€émen de 200 pL diluidas na solucao
crioprotetora, composta por DMSO 10% e BTS 5% na propor¢ao de 1:4, e
envasados em palhetes de 0,5 ml. Houve um aumento linear na motilidade
espermatica para o sémen in natura pacu, para o sémen in natura de curimba e
para o sémen descongelado de curimba (P<0,05), em funcdo do aumento na
concentragdo de cafeina. Observou-se uma resposta quadratica na duragdo da
motilidade para o sémen descongelado de pacu e para o sémen in natura de
curimba, sendo que as concentragdes estimadas de 8,38 mM e 5,71 mM de
cafeina proporcionaram as maiores taxas de duragdo da motilidade (P<0,05),
respectivamente. A cafeina adicionada acima dessas concentragdes promove
uma reducdo da duragdo da motilidade. Portanto, esses resultados indicam que a
adicdo da cafeina na solucdo ativadora pode melhorar os parametros de
motilidade espermatica, no entanto, ¢ dependente da espécie e da concentragio
utilizada.

Palavras-chaves: Ativadores espermaticos. Criopreservagdo. Metilxantinas.
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ABSTRACT

This work aimed at evaluating the effect of different concentrations of
caffeine added to the activating solution, over sperm motility parameters of
fresh and thawed pacu (Piaractus mesopotamicus) and curimba (Prochilodus
lineatus) semen. A randomized block design with five treatments (different
caffeine concentrations) with the experimental parcel consisting of two thawed
semen samples and one fresh semen sample were used. The activating solutions
were prepared based on NaHCO; and added caffeine at the concentrations of
2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 mM. As control, the solution without the addition of
caffeine was used. For the collection of the semen were used a total of 8 pacu
breeding males and 21 curimba breeding males, with the initial weight of 2.5 +
0.4 kg and 0.61 + 0.2 kg, respectively. After an initial evaluation of the semen,
cryopreservation was proceeded, with aliquots of 200 ul semen diluted in a
cryoprotectant solution, consisting of 10% DMSO and 5% BTS in the ratio of
1:4, and placed into 0.5 ml sterile straws. A linear increase (P<0.05) in sperm
motility occurred for pacu fresh semen, curimba fresh semen and for curimba
thawed semen, due to the increase in caffeine concentration. There was a
quadratic response in motility duration for pacu thawed semen and for curimba
fresh semen, with estimated caffeine concentrations of 8.38 mM and 5.71 mM
showing the highest motility duration (P <0.05), respectively. Caffeine added
superior to these concentrations promote a reduction in motility duration.
Therefore, these results indicate that the addition of caffeine in the activator
solution may improve sperm motility parameters. However, it depends on the
species and the used concentration.

Keywords: Sperm activators. AMPc. Cryopreservation. Methylxantines
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1 INTRODUCAO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) e a curimba (Prochilodus lineatus)
sdo espécies nativas da bacia do rio grande com importancia econOmica
relevante, caracterizada pela facilidade de cultivo e alta produtividade. Além
disso, devido ao declinio de suas populagdes selvagens, o interesse pela
preservagdo das espécies tem aumentado consideravelmente. Sendo assim, a
criopreservacdo do sémen e a fertilizacdo artificial podem contribuir para a
maior produtividade e preservagdo dessas espécies.

A criopreservagdo ¢ uma técnica que permite a manutencdo da
viabilidade celular por tempo indeterminado, preservando assim, os recursos
genéticos de espécies de interesse econdmico ou ameacgadas de extingdo. A
fertilizacdo artificial, por sua vez, tem por objetivo fertilizar com sucesso todos
os ovos férteis utilizando um nimero reduzido de machos. Estas duas técnicas,
em conjunto, aumentam o sucesso da reproducdo artificial, porém, a qualidade
espermatica ¢ prejudicada seja pela manutencdo em baixa temperatura ou pela
manipulacdo do sémen (BILLARD, 1992).

Durante a criopreservagdo a célula espermatica é exposta a condigdes
externas que nao sdo fisiologicamente adequadas, desencadeando uma série de
eventos prejudiciais a sobrevivéncia do espermatozoide. Dentre esses eventos, o
desgaste energético no interior da célula resulta em diminui¢do da motilidade e,
consequentemente, da capacidade de fertilizagdo (KOPEIKA; KOPEIKA, 2008).
De maneira semelhante, durante a fertilizacdo artificial, a adicdo de agua para
hidratagdo do ovdcito induz deterioragdo rapida na célula espermatica, com
ruptura da membrana plasmatica e, consequentemente, reducdo da motilidade
espermatica (BILLARD, 1992).

Quando o espermatozoide € exposto ao meio ativador, seja o sémen in

natura ou descongelado, a demanda por energia € muito alta e a atividade da
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adenilato quinase torna-se intensa para gerar o ATP necessario para o batimento
flagelar. No entanto, o consumo energético ¢ muito maior do que a produgio de
energia, com rapida deplegdo dos niveis de ATP, o que resulta em curta duracao
da motilidade (BURNESS; MOYES; MONTGOMERIE, 2005).

Para minimizar os efeitos deletérios mencionados acima, o uso de
solugdes ativadoras adequadas que mimetizem o plasma seminal e ndo
comprometam a qualidade do sémen ¢ de extrema importancia em programas de
reproducdo assistida. Estas solu¢des podem contribuir para aumentar a duragéo e
intensidade da motilidade espermatica, ambas contribuindo para maior
sobrevivéncia e capacidade fertilizante do espermatozoide (VALDEBENITO et
al., 2009). Como exemplo, pode-se citar a adi¢do de solutos especificos a
solucdo ativadora, como o NaHCOs;. Esta substancia preserva a integridade
espermadtica e tem capacidade de aumentar o AMPc, resultando em uma melhor
motilidade espermatica (CARLSON; HILLE; BABCOCK, 2007; MURGAS et
al., 2007).

Alternativamente, o uso da cafeina, com a finalidade de melhorar os
pardmetros de motilidade espermatica, tem sido proposto em diferentes espécies
de mamiferos, tais como, ovinos (KUBOVICOVA et al., 2010), caninos
(MILANTI et al.,, 2010), equinos (CARRINGTON et al.,, 2011) e primatas
(OLIVEIRA et al., 2011), com efeito positivo sobre os pardmetros de motilidade
espermatica. Esta melhora € resultado do efeito da cafeina sobre a inibi¢do da
enzima fosfodiesterase na qual promove o aumento dos niveis intracelulares de
AMPc, inibi¢do da fosfatase alcalina (GLOGOWISK; DANFORTH;
CIERESZKO, 2002) e pelo aumento no teor de calcio intracelular que contribui
para ativagdo da adenilciclase (COLAS; CEBRIAN'PEREZ; MINO-BLANCO,
2010). No entanto, para peixes a adi¢do da cafeina na solugdo ativadora ainda
apresenta resultados controversos com efeitos benéficos (VALDEBENITO,

2007) ou ndo (BABIACK et al., 1999), sendo o principal ponto de discussdo
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associado com a concentragdo a ser utilizada e as variagdes interespecificas
encontradas.

Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de diferentes
concentragdoes de cafeina, adicionada a solucdo ativadora, nos parametros de
motilidade espermatica do sémen in natura e descongelado de curimba

(Prochilodus lineatus) e pacu (Piaractus mesopotamicus)
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e selecdo dos animais

A presente pesquisa foi realizada no Setor de Piscicultura, do
Departamento de Produgdo Animal da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Goias (DPA/EV/UFG), em Goiania, GO, no més de janeiro de 2012.
Para realizagdo do experimento, foram selecionados oito machos de pacu
(Piaractus mesopotamicus) e 20 machos de curimba (Prochilodus lineatus).

Para selecdo de ambas as espécies os animais foram capturados com
auxilio de rede de arrasto de acordo com suas caracteristicas reprodutivas.
Foram selecionados apenas aqueles que apresentavam papila urogenital
hiperémica e que liberaram s€men sob delicada massagem abdominal. Apds
sele¢do, os animais foram transferidos para o laboratorio da piscicultura da UFG
e mantidos em caixas d’agua de polietileno (500 L de capacidade volumétrica)

até a coleta do sémen.

2.2 Delineamento experimental

Utilizou-se um delincamento em blocos casualizados, com cinco
tratamentos, ou seja, diferentes concentracdes de cafeina (0,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20
mM). Foram utilizados oito blocos para o sémen de pacu e 20 blocos para o
sémen de curimba. A parcela experimental foi constituida por uma amostra para

o sémen in natura e duas amostras para o sémen descongelado.
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2.3 Hipofisacao, coleta e avaliagdo do sémen in natura

Os animais selecionados, apos pesagem e marcagdo, foram submetidos
ao tratamento hormonal com extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), através
de injecdes intramusculares proximas a base da nadadeira dorsal. Para os
exemplares de pacu, foi aplicado apenas uma dose definitiva de 5,0 mg kg™'. Ja
para curimba, a indugdo foi feita com duas doses, sendo uma preparatoria de 0,5
g kg e uma definitiva de 5,0 g kg, respectivamente. O intervalo entre as
aplicacdes foi de 12 horas e a coleta do s€émen procedeu-se apo6s oito horas,
contadas a partir da dose definitiva. O peso dos animais foi de 2,5 = 0,44 kg para
pacu e 0,61 + 0,22 kg para curimba.

A coleta do sémen foi conduzida por meio de leve massagem na parede
celomatica, no sentido craniocaudal, sendo o sémen coletado em tubos de ensaio
graduados estéreis para determinacdo do volume seminal. Previamente a coleta,
as papilas urogenitais e regido circunjacentes foram limpas e secas com papel
toalha para evitar qualquer tipo de contaminagdo com fezes, urina e sangue.

Para certificar-se que o sémen coletado ndo havia sido previamente
ativado por contamina¢do, uma aliquota de 10 pL de sémen por animal foi
depositada em lamina histologica de vidro e homogeneizada com 40 pL de
solu¢do de NaHCO;, certificando-se da auséncia ou ndo de motilidade. Em
seguida, uma aliquota de 10 pL. de cada amostra de sémen foi coletada e diluida
em formol citrato (990 pL), para determinagdo da concentracdo espermatica, que
foi estimada por meio de uma cdmara de Neubauer. A férmula abaixo foi

utilizada para estimar a concentragao:

CE = N x FC; em que:
CE é a concentragdo esperméatica (espermatozoides or mm®);

N é o nimero de células contadas na camara de Neubauer.
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O fator de corregdo (FC) ¢ dado por:

FC = (g x fd) /d; em que:

g = 5, e representa a razdo entre o numero total de quadriculos da camara de
Neubauer (25) e o nimero de quadriculos contados (5);

fd ¢ o fator de diluigdo da aliquota de sémen (= 10%);

d é a profundidade entre a laminula e a camara de Neubauer (= 0,1 mm).

2.4 Criopreservacao e descongelamento do sémen

Amostras de sémen de cada animal foram depositadas em tubos de
ensaio estéril para dilui¢do na solugdo crioprotetora, composta por DMSO 10% e
BTS 5%, sendo a proporc¢do de diluicdo de uma parte de sémen (200 pL) para
quatro partes da solugcdo (800 pL). Em seguida, as amostras diluidas foram
envasadas em palhetes de 0,5 ml (duas por animal) sendo estas vedadas com
massa cirtrgica estéril. Posteriormente, foram acondicionadas em raques de
polietileno e transferidas para botijao de vapor de nitrogénio liquido (Taylor-
Wharton, modelo CP 300, tipo dry shipper) para resfriamento. Apds 24 horas,
todas as amostras foram transferidas para o botijdo de nitrogénio liquido para
congelamento, onde foram mantidas por sete dias até o descongelamento.

Para o descongelamento, as palhetes foram imersas, individualmente,
em banho-maria a temperatura de 60 °C por oito segundos, sendo levemente
agitadas durante todo o processo. Em seguida, foram enxugadas com papel
toalha sendo a extremidade correspondente a massa cirtirgica descartada e o

sémen depositado em tubos de ensaio estéril.
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2.5 Ativacdo da motilidade espermaética com diferentes solugdes de

cafeina

Para avaliar o efeito da cafeina sobre a motilidade espermatica, em
amostras de sémen in natura ¢ descongelado, foram preparadas quatro solugdes
ativadoras a base de NaHCO; (0,76%) adicionadas de cafeina em diferentes
concentragoes, sendo estas, 2,5, 5,0, 10 e 20 mM. Como controle, utilizou-se a
mesma solu¢do nao adicionada de cafeina. A cafeina utilizada no experimento
foi obtida da empresa Sigma-Aldrich.

Cada uma das solugdes foi preparada apos pesagem da quantidade
necessaria de cafeina para obter a molaridade desejada, tendo em conta que
194,19 g ¢ equivalente a 1 mol de cafeina. Em seguida, adicionou-se a cafeina
na solugdo de NaHCO; e homogeneizou-se em banho-maria para melhor
dissolucdo do produto. Apods preparo, a osmolaridade das solugdes foi
determinada por meio de osmémetro.

A motilidade espermatica foi avaliada pelo método subjetivo, através de
microscopio Optico de luz em aumento de 100 dioptrias, sendo estimada em
porcentagem média de células moveis em trés campos, em uma escala de 0-
100%. A duracao da motilidade foi determinada desde a homogeneiza¢do com a
solugdo ativadora até que restassem apenas 10% de espermatozoides moveis.
Para este procedimento, cinco aliquotas de 10 pL de sémen foram depositadas
em laminas histologicas de vidro, individualmente, e homogeneizadas com cada

uma das solucdes ativadoras.

2.6 Analises estatisticas

Os dados de motilidade e duragdo da motilidade para o sémen in natura

e descongelado de pacu e curimba foram submetidos a andlise de variancia a 5%
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de probabilidade. Em caso de significancia, as médias foram submetidas a
analise de regressdo. Todas as analises estatisticas foram conduzidas no

programa estatistico Sisvar versao 5.3.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Osmolaridade das soluc¢bes ativadoras

Houve um aumento da osmolaridade das solucdes ativadoras em fungao
do aumento da concentra¢do de cafeina (Tabela 1). Em peixes de agua doce,
para que ocorre a ativagao da motilidade espermatica é necessario que o meio de
ativagdo seja hiposmoético em relagdo ao plasma seminal (TAKAI
MORISAWA, 1995). Por exemplo, o meio de ativagdo deve ser inferior 286
mOsm para a piabanha (SHIMODA; ANDRADE; VIDAL JUNIOR, 2004) e
inferior a 350 mOsm em tilapia (SHIMODA et al., 2007). Portanto, todas as
solucdes ativadoras utilizadas nesse experimento foram hiposmética ao plasma

seminal de espécies de peies de dgua doce.

Tabela 1 Osmolaridade das solugdes ativadoras da motilidade espermatica do
sémen de curimba

Solugdes ativadoras Osmolaridade (mOsmol/kg-1)
0,0 mM de cafeina 68
2,5 mM de cafeina 92
5,0 mM de cafeina 96
10,0 mM de cafeina 107

20,0 mM de cafeina 132
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3.2 Avaliacdo do sémen in natura

Na Tabela 2, encontram-se os valores médios das caracteristicas
espermaticas do sémen in natura de pacu e curimba. Todos os pardmetros de
qualidade avaliados apresentaram indices satisfatérios e estdo dentro da faixa
esperada para as espécies (VIVEIROS; GODINHO, 2008), indicando que as
amostras utilizadas no experimento apresentaram boa qualidade. A qualidade do
sémen ¢ uma das caracteristicas mais importante que afetam o resultado final da
fertilizagdo e criopreservacdo, sendo fundamental a avaliagdo do sémen in

natura a ser congelado (KOPEIKA; KOPEIKA, 2008).

Tabela 2 Caracteristicas espermaticas do sémen in natura de pacu e curimba

Caracteristicas Espermaticas Pacu Curimba
Volume (ml) 2,96+0,43 2,26+4,35
Motilidade (%) 86,3+15,1 97+7.3
Durag¢ao da motilidade (s) 45,5+10,3 62,3+8,7
Concentragao* 61,4+11,86 41,38+10,7

*(espermatozoides X 107/ml)

O volume seminal encontrado para as duas espécies esta de acordo com
os demais trabalhos disponiveis na literatura. Felizardo et al. (2011) e Viveiros
et al. (2009) obtiveram volume seminal médio para o s€émen de curimba de 2,1 e
2,43 ml, respectivamente. Esta semelhanca pode estar associada ao tipo de

inducdo hormonal. Ambos os trabalhos, assim como esta pesquisa, utilizaram o
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EBHC para indugio e, segundo Donaldson e Hunter (1983) a indug@o hormonal
tém influéncia direta no volume seminal.

O valor médio da motilidade espermatica para o s€émen de pacu foi
superior ao 79,5% obtido por Streit Junior et al. (2006), cujo trabalho avaliou-se
as caracteristicas qualitativas do sémen de pacu também induzidos com EBHC.
No entanto, para duragdo da motilidade este valor foi inferior aos 50,3 s obtido
por estes mesmos autores. Diferenca na dose do horménio pode ser uma possivel
explicagdo para variagdes nos resultados, uma vez que, neste trabalho a dose
utilizada do EBHC foi o dobro da utilizada por Streit Junior et al. (2006).

Paulino et al. (2011) e Viveiros et al. (2010) obtiveram valores
semelhantes para a motilidade espermatica do sémen de Prochilodus lineatus
também induzidos com EBHC, sendo estes valores correspondentes a 92% e
90%, respectivamente.

E importante ressaltar que a analise da motilidade espermatica reflete
variagdes ambientais e genéticas na qual pode justificar as diferencas observadas
entre os trabalhos (KOPEIKA; KOPEIKA, 2008). Apesar de ndo haver um valor
minimo para os pardmetros de motilidade espermatica de sémen de peixe que
seja capaz de garantir a sua eficiéncia, pode-se considerar que os valores obtidos
para ambas as espécies nao seriam comprometedores da qualidade do sémen
uma vez que estdo de acordo com as informagdes obtidas na literatura.

A concentracdo espermatica observada para ambas as espécies foi
inferior ao observado no sémen de curimba por Felizardo et al. (2010), que foi
de 23,4 X 10’ espermatozoides por ml. No entanto, foi superior ao obtido por
Kavamoto e Silveira (1997), que encontrou uma concentragio de 26,18 X 10°
espermatozoides/ml. Esta variagdo € esperada, pois a concentragdo espermatica
pode ser afetada por diversos fatores, tais como, fase reprodutiva e o tipo de

hormoénio. Provavelmente, a baixa concentracdo observada neste trabalho esta
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associada ao periodo reprodutivo, uma vez que, o horménio utilizado foi o
mesmo para todos os trabalhos citados.

Segundo Silva et al. (2009), a concentracdo espermatica tende a
aumentar no més de janeiro, em funcdo do avanco da piracema. Para este
trabalho, a coleta do sémen, foi conduzida exatamente neste més, no entanto, a
reprodugdo iniciou-se tardiamente neste ano, o que pode explicar, em parte, a

menor concentragdo espermatica observada.
3.3 Efeito da cafeina na motilidade espermatica
Os valores médios da motilidade espermatica e duragdo da motilidade,

do sémen in natura e descongelado de pacu e curimba, ativados com diferentes

solucdes de cafeina, estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 3 Motilidade espermatica ¢ duragido da motilidade do sémen in natura e
descongelado e pacu e curimba, ativados com diferentes solu¢des de

cafeina
Cafeina (mM) Cv
Espécie Sémen Variavel P
0 25 50 10,0 200 (%)
in , 863 863 90,0 938 938
Pacu Mot. (%) 5,44 0,001
natura +15,1 =+£15,1 +£9,2 £92 +92
45,5 46,8 459 478 478
Dur. (s) 7,52 0,60

+10,3 +10,3 +10,0 =+9,7 +£9,7

356 35,6 356 363 369
Desc.  Mot. (%) 4,39 0,06
+7,8 7,8 483 70 7,0
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Cafeina (mM) CcV
Espécie Sémen Variavel P
(%)
, 319 339 363 329 314
Dur. (s) 9,33 0,035
+58 46,0 +2,1 £3,1 3,1
) in . 97,0 97,0 97,0 995 995
Curimba Mot. (%) 3,07 0,001
natura +7,3  +7,3 +73 £22 422
, 623 627 632 616 578
Dur. (s) 5,34 <0,0001
+87 +9,0 +89 82 89
. SL3 513 585 60,3+ 60,5+
Desc. Mot. (%) 3,27 <0,0001
+12,1 £12,1 134 13,2 3,0
52,8 53,5 534 534 533
Dur. (s) 3,73 0,79
+7,7 74 74 £70 7,2

Mot.: motilidade espermatica; Dur.: duragdo da motilidade espermatica

! Regressio linear significativa (P<0,05)

? Regressio quadratica significativa (P<0,05)

Para o sémen in natura de pacu a medida que se elevou a concentragdo

de cafeina houve um aumento linear correspondente (P<0,05) na motilidade

espermatica, sendo que a maxima concentracdo avaliada foi capaz de

proporcionar a motilidade de 93,8% (Grafico 1). Além disso, para cada

incremento de 1% na concentragdo de cafeina houve um aumento

correspondente na motilidade de 0,413%. J& para a duracdo da motilidade

espermatica a nao houve efeito em funcdo do aumento da concentracdo de

cafeina (P>0,05).
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Grafico 1 Motilidade espermatica do sémen in natura de pacu, de acordo com as
concentragdes de cafeina

Para o sémen descongelado de pacu, foi observada uma resposta
quadrética significativa para a duragdo da motilidade, em que uma concentragao
de 8,38 mM de cafeina foi capaz de proporcionar uma maxima duragdo da
motilidade de 34,57 s (Grafico 2). Para a motilidade, ndo houve efeito (P>0,05)

em funcdo das concentracdes de cafeina.
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Grafico 2 Duragdo da motilidade do sémen descongelado de pacu, de acordo
com as concentragdes de cafeina

Ja para o sémen in natura de curimba o aumento da concentragdo de
cafeina resultou em aumento (P<0,05) -correspondente na motilidade
espermatica, sendo que a maxima concentracdo avaliada foi capaz de
proporcionar motilidade de 99,5%. Adicionalmente, para cada incremento de
1% na concentragdo de cafeina, ocorre um aumento na motilidade espermatica
de 0,15%. Para a duragdo da motilidade observou-se a um comportamento
quadratico em funcdo das concentragdes de cafeina (P<0,05), sendo a maxima
duracdo da motilidade (63,10 s) observada na concentracdo de 5,71 mM

(Grafico 4).
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Para o sémen descongelado de curimba o aumento na concentracdo de
cafeina resultou em aumento linear correspondente (P<0,05) na motilidade
espermatica, dentro dos limites avaliados, sendo que para cada incremento de
1% na concentracdo de cafeina espera-se um aumento de 0,478% na motilidade
(Gréfico 5). Para a variavel dura¢do da motilidade, ndo houve efeito (P>0,05)

em fun¢do das diferentes concentragdes de cafeina.
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Grafico 5 Motilidade espermatica do sémen descongelado de curimba, de acordo
com as concentragdes de cafeina

Os resultados desta pesquisa indicam que, para peixes, o efeito da
cafeina & espécie-especifico, uma vez que, comportamento diferente foi
observado para as espécies avaliadas. Além disso, indica uma variabilidade em
relacdo a variavel analisada e o tipo de sémen. Na literatura, os resultados
encontrados também sdo controversos, com efeitos benéficos ou ndo. Por
exemplo, em cavilha (Esox lucius) a cafeina reduziu significativamente a taxa de

fertilidade, indicando que esta substincia pode ser prejudicial para motilidade

espermatica (BABIACK et al., 1999). Ja& em salmonideos (Onchorynchus
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mykiss), a adi¢do de metilxantinas na solugdo ativadora, foi capaz de induzir
uma reativagdo dos espermatozoides por restauragdo das vias metabolicas, além
de prolongar e intensificar a motilidade espermatica (BENAU; TERNER, 1980).

Esta especificidade no efeito da cafeina sobre os pardmetros de
motilidade espermatica pode se d4 em fung¢do da prépria variabilidade na
composicdo do sémen que reflete diretamente na motilidade espermatica
(KOPEIKA; KOPEIKA, 2008). Por exemplo, pode estar associada a variacdo
interindividual dos estoques de ATP intracelular. Espermatozoides com altos
niveis de ATP intracelular, provavelmente, serdo capazes de sustentar a
motilidade por mais tempo, o que pode refletir diretamente no efeito da cafeina
na dura¢do da motilidade espermatica, uma vez que a cafeina também atua sobre
o metabolismo energético da célula espermatica (BURNESS; MOYES;
MONTGOMERIE, 2005).

A composicdo ionica da solucao ativadora também pode afetar o efeito
da cafeina no sémen. A solugdo ativadora utilizada neste trabalho era composta
por solucdo de NaHCO; (0,76%) o que pode ter contribuido para o efeito
benéfico da cafeina, uma vez que, ja foi demonstrado que substratos exdgenos
podem atuar de maneira sinérgica com esse composto, ambos contribuindo para
a motilidade espermatica (FATTOUH; ABDOU, 1991).

O NaHCO; ¢ conhecido por ser um estimulante fisiologico relevante da
motilidade espermadtica e tem efeito direto sobre o batimento flagelar. Além
disso, assim como a cafeina, o seu efeito na ativagdo do espermatozoide ¢
resultado do aumento do AMPc que ¢ capaz de acelerar o batimento flagelar
(CARLSON; HILLE; BABCOCK, 2007). Sendo assim, a cafeina ¢ o0 NaHCO;
podem ter atuado de forma sinérgica contribuindo para aumentar os parametros
de motilidade espermatica, no entanto até certa concentragdo da cafeina, uma
vez, que concentracdes acima de 10 mM mostraram-se prejudiciais, como ja

mencionado acima.
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Apesar do efeito benéfico da cafeina, em altas concentragcdes pode
ocasionar efeitos adversos sobre o espermatozoide. Concentragdes acima de
8,38% e 5,71% tiveram efeito negativo sobre a duracdo da motilidade para o
sémen descongelado de pacu e para o sémen in natura de curimba,
respectivamente. De maneira semelhante, em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), a inclusdo da cafeina na solugdo ativadora na concentragdo de 20 mM
resultou em diminui¢do da duragdo da motilidade do sémen in natura quando
comparada a concentra¢do de 10 mM (VALDEBENITO, 2007).

Em sémen canino o efeito da cafeina, adicionada ao meio diluidor apos
o descongelamento, também foi dependente da concentracdo, assim como o
observado nesse trabalho. Avaliando-se trés concentracdes diferentes (2,5; 5,0 e
7,5 mM) os parametros de motilidade, tais como velocidade em linha reta (VSL)
e motilidade progressiva (PM), foram negativamente afetados na concentragao
de 7,5 mM sendo os melhores resultados encontrados para a concentragdo
intermediaria (MILANI et al., 2010).

A baixa solubilidade da cafeina, na qual dificulta a obtengo de solucdes
em altas concentragdes, pode estar associada a esse efeito deletério sobre os
parametros de motilidade, quando adicionada em altas concentragdes. Além
disso, pode estar associado ao aumento da osmolaridade das solugdes ativadoras.
A adigdo de cafeina, nesse trabalho, na concentracdo de 20 mM resultou em
maior osmolaridade (132 mOsmol/kg™"), quando comparada as demais. Segundo
Felizardo et al. (2011), solucdes ativadoras contendo alta osmolaridade podem
proporcionar menores taxas e duracao da motilidade no sémen criopreservado de
curimba. Este fato pode estar associado a menor diferenca de osmolaridade do
ativador espermatico em relagdo ao plasma seminal, na qual pode nio

proporcionar meio adequado para a ativagdo completa dos espermatozoides.
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4 CONCLUSAO

Sob as condigdes em que este experimento foi realizado pode-se

concluir que:

) para o sémen in natura de pacu a cafeina deve ser
adicionada a solugdo ativadora na concentragdo de 20 mM;

. para o sémen descongelado de pacu a cafeina deve ser
adicionada a solugdo ativadora na concentracao de 8,38 mM;

. para o sémen in natura de curimba a cafeina deve ser
adicionada a solugdo ativadora na concentragdo de 5,71 mM;

. para o sémen descongelado de curimba cafeina deve ser

adicionada a solugdo ativadora na concentragdo de 20 mM
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