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RESUMO

O presente estudo tem objetivo de contribuir com informacdes de relevancia para elaboracéo
de um protocolo de crioconservacdo para suruvi (Steindachneridon scriptum), que é uma
espécie nativa, da Bacia do Prata e em risco de extingdo (MMA, 2008). Foram avaliados
diferentes fatores em duas etapas do experimento, onde a influéncia de duas solucdes
diluidoras e cinco taxas de descongelacdo nos parametros espermaticos do sémen do suruvi.
Foram testadas na primeira etapa os efeitos de trés diferentes taxas de diluicdo sémem:
solucgéo diluidora, e em uma segunda etapa foi testado o efeito de trés crioproterores internos,
distintos entre si.

A inducdo a espermiacdo foi realizada de acordo com o protocolo de rotina. A coleta do
sémen em tubos de falcon foi feita por pressdo abdominal. Foram formuladas solucdes
diluidoras, modificadas de Carolsfeld et al. (2003), utilizando diferentes combinagdes de
crioprotetor externo e interno.

Para o experimento 1 foram utilizadas duas solucdes diluidoras, a solugdo um (S1), composta
por DMSO, gema de ovo, glicose e agua destilada, e a solucdo dois (S2), composta por
metanol, leite em pd desnatado, glicose e agua destilada. Uma parte de sémen fresco foi
misturada a quatro partes de solucdo diluidora. A mistura foi envasada e congelada em
palhetas de 0,5ml. Foram utilizadas cinco velocidades (°C/min.) de descongelamento
(VA=648,0; VB=828,7; VC=1146,6; VD=18450 e, VE=4440,0). Foi utilizado um
delineamento experimental de arranjo fatorial, com trés fatores (Peixe (n=3), solucdo
diluidora (n=2) e velocidade de descongelamento (n=5)). A andlise foi realizada pelo teste da
ANOVA (0=0,05).

No experimento 2 foram testadas trés solucdes diluidoras, a solugcdo A, composta por DMA,
gema de ovo, glicose e agua destilada, a solu¢do B, composta por de DMSO, gema de ovo,
glicose e agua destilada, e a solu¢do C composta por metanol, leite em p6 desnatado, glicose e
agua destilada. As proporcdes sémen: solucdo diluidora utilizadas para diluir o sémen antes
do congelamento foram de 1:2, 1:4 e 1:6. A mistura foi envasada e congelada em palhetas de
0,25ml. Para o descongelamento das amostras foi utilizada a taxa de descongelacdo definida
no experimento 1, VB=828,7 °C/min. Para analise estatistica foi utilizado um delineamento
experimental em arranjo fatorial, com trés fatores (Peixe (n=5), solucdo diluidora (n=3) e
proporcdo sémen: solucdo (n=3)). A analise foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (KW)
(0=0,05).



Foi utilizado o software de Analise Esperméatica Computadorizada (CASA), que quantifica os
seguintes parametros espermaticos: Motilidade (MOT) (%), velocidade curvilinear (VCL)
(um/s), velocidade média de deslocamento (VAP) (um/s) e velocidade em linha reta (VSL)
(um/s).

No experimento 1 os valores médios obtidos para motilidade (MOT) apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) apenas entre os niveis do fator taxas de descongelagdo, o sémen
descongelado a uma taxa de 828,7 °C/min. apresentou o maior valor meédio de MOT
24,74£8,9%. Os valores médios de VMD e VLR foram diferentes (p<0,05) entre as solucdes
diluidoras, com médias para VMD de 33,88+ 0,8 um/s para 0 DMSO e 45,02+1,94 um/s para
0 metanol, enquanto que a média da VLR foi de 31,51+0,81 um/s para 0 DMSO e 42,56+1,95
pum/s com o metanol. A VCL foi entre os fatores testados, semelhante.

No experimento 2 a MOT apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os peixes. E a
motilidade média das amostras crioconservadas com metanol foram mais altas em relacdo as
demais solugdes utilizadas. Ja as velocidades espermaticas, VCL, VMD e VLR foram
influenciadas significativamente (p<0,05) pelos crioprotetores utilizados, apresentando

maiores valores para solucdo diluidora produzida a base de DMA.

Palavras chave:

Suruvi, taxa descongelacdo, sémen crioconservado, DMA, DMSO, metanol.



ABSTRACT

This study has aimed to contribute relevant information to prepare a cryopreservation protocol
for suruvi (Steindachneridon postscript), which is a native species, the La Plata Basin and at
risk of extinction (MMA, 2008). They evaluated different factors in two stages of the
experiment, where the influence of two solutions dilutive five thawing rates in sperm
parameters of suruvi semen. in the first step they were tested the effects of three different
dilution rates semen: diluting solution, and in a second step was tested the effect of three
internal crioproterores, distinct from each other.

The induction spermiation was performed according to the routine protocol. The semen
collection in falcon tubes was made by abdominal pressure. Were formulated dilutive
solutions, modified Carolsfeld et al. (2003), using different combinations of external and
internal cryoprotectant.

For experiment 1 were used two diluting solutions, one solution (S1) consisting of DMSO,
egg yolk, glucose and distilled water, and the two solution (S2) comprising methanol,
skimmed milk powder, glucose and water distilled. A piece of fresh semen was mixed with
four parts diluting solution. The mixture was bottled and frozen in 0.5 ml straws. five speed
were used (° C / min.) Defrost (VA = 648.0; VB = 828.7; VC = 1146.6; VD = 1845.0 and VE
= 4440.0). an experimental design factorial arrangement was used, with three factors (Fish (n
= 3), diluting solution (n = 2) and thawing rate (n = 5)). The analysis was performed by
ANOVA test (o = 0.05).

In experiment 2 were tested three diluting solutions, solution A consisting of DMA, egg yolk,
glucose and distilled water, solution B, consisting of DMSO, egg yolk, glucose and distilled
water, and solution C comprises methanol, skimmed milk powder, glucose and distilled water.
Semen proportions: diluting solution used for diluting the sperm before freezing were 1: 2, 1:
4 and 1: 6. The mixture was bottled and frozen in 0.25 ml straws. For thawing the samples
was used thawing rate set in experiment 1, VB = 828.7 °© C / min. Statistical analysis was
performed using an experimental design in factorial arrangement with three factors (Fish (n =
5), diluting solution (n = 3) and proportion semen: solution (n = 3)). The analysis was
performed by Kruskal-Wallis test (KW) (o = 0.05).

We used the computerized Sperm Analysis software (CASA), which quantifies the following
sperm parameters: Motility (MOT) (%), curvilinear velocity (VCL) (um / s), average speed
(VAP) (um/ s) and straight-line speed (VSL) (um/s).



In experiment 1, the average values for motility (MOT) showed significant differences (p
<0.05) between the levels of factor thawing rates, thawed semen to a 828.7 ° C rate / min. It
had the highest average value of MOT 24.7 + 8.9%. The average values of VMD and VLR
were different (p <0.05) between the dilutive solutions, with averages for VMD 33.88 + 0.8
um /s for DMSO and 45.02 £ 1.94 um / s for methanol, whereas the VLR average was 31.51
+ 0.81 um / s for DMSO and 42.56 + 1.95 um / s with methanol. The VCL was among the
tested similar factors.

In experiment 2 MOT significant difference (p <0.05) between the fish. And the average
motility of cryopreserved samples with methanol were higher compared to other solutions
used. Already sperm speed, VCL, VMD and VLR were influenced significantly (p <0.05) by

cryoprotectants used, with higher values for diluting solution produced DMA base.

Key words:
Suruvi, thawing rate, semen cryopreserved, DMA, DMSO, methanol.
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1. INTRODUCAO

Enguanto congelamento do sémen de peixes teve sucesso na década de 1950
(BLAXTER, 1953), no Brasil os estudos sobre criopreservacdo comecaram a ser
desenvolvidos na década de 1980 (KAVAMOTO et al., 1989), apesar disso foram realmente
intensificados a partir da década de 1990, como estratégia de conservacdo frente ao crescente
namero de usinas hidrelétricas e degradacdo que a construcdo de barragens para este fim
demanda (CAROLSFELD et al., 2003). Atualmente ja é viavel para conservagdo de gametas
de diversas espécies, e se faz cada vez mais necessaria devido a rapida perda na viabilidade
dos gametas apenas algumas horas apds a espermiacao, exigindo um uso rapido para que nao
perca sua capacidade de fertilizacdo. A fisiologia espermatica varia muito de espécie para
espécie e exige que o protocolo ideal seja ajustado de forma a produzir bons resultados. Desta
forma torna-se imprescindivel o desenvolvimento de técnicas que prolonguem a viabilidade
dos gametas, 0 que atualmente € feito basicamente através de refrigeracdo e congelamento em
nitrogénio liquido, aumentando o tempo de uso para dias, meses e até anos. Este
prolongamento no tempo de uso do sémen tem o intuito de aumentar a sua viabilidade de uso
e acarreta outras vantagens como:

-favorece a sincronia entre ovulacao e espermiagédo dos reprodutores durante 0 manejo
de indugdo hormonal.

-reducdo de custos e maior facilidade para aplicacdo de programas de selecdo e
melhoramento genético (HARVEY e CAROLSFELD, 1993; CARNEIRO, 2007).

-a implantacdo de bancos de sémen criopreservado que permitam a manutencdo da
viabilidade genética de estoques selvagens e/ou linhagens selecionadas para uso na
aquicultura (HARVEY & CAROLSFELD, 1993; ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004).

-disponibilidade de gametas o ano todo, contribuindo para programas de
melhoramento genéticos (THIERSCH et al., 2007; VIVEIROS et al., 2012) tornando-a uma
forma de manter estoques genéticos de populacgdes que futuramente podem vir a ndo ser mais
encontradas na natureza.

O crescimento da aquicultura, consequentemente aumenta também os efeitos
negativos dessa atividade no ambiente aquatico e no componente genético das espécies
(BERT, 2007). A piscicultura brasileira ainda é realizada com peixes de baixa qualidade
geneética, falta de programas de melhoramento genético e de critérios para a hibridacdo

intraespecifica (CHAMMAS, 2008). Somada a esses aspectos, a grande diversidade de peixes
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presente nas bacias hidrograficas brasileiras (REIS et al., 2003) e a necessidade da
conservacao genetica da mesma (GREER & HARVEY, 2004), revelam um grande desafio
para o crescimento sustentavel da aquicultura no Brasil. Constantemente se fazem novas
descobertas sobre a variabilidade genética em populacdes de muitas espécies de peixes, e cada
vez mais se fazem necessarias acBes de conservacdo dos estoques naturais da espécie,
preservando sua variabilidade genética.

Este estudo tem por objetivo produzir informacdes que contribuam para formulagéo de
um protocolo de criopreservacdo para a espécie, popularmente conhecida como suruvi ou
bocudo (Steindachneridion scriptum) (Siluriformes: Pimelodidae) da bacia do rio Uruguai
(ZANIBONI-FILHO et al., 2004). Considerada uma espécie ameacada de extincdo (MMA,
2008), o suruvi S. scriptum é capturado com frequéncia na area de abrangéncia do
reservatorio de Itd. Além disso, apresenta reducdo populacional nos trechos Iénticos dos
reservatorios hidrelétricos do Alto Rio Uruguai (BEUX e ZANIBONI FILHO, 2008).

Com o desenvolvimento do protocolo de criopreservacdo para o S. scriptum sera
possivel comparar taxas de motilidade, sobrevivéncia, velocidade e capacidade de fertilizacéo
do sémen descongelado, informagdes que ndo sdo encontradas na literatura atual e que
desperta interesse da comunidade académica e cadeia produtiva por se tratar de uma espécie
nativa da bacia do rio Uruguai e em risco de extingdo (MMA, 2008). Nas ultimas décadas o0s
bancos genéticos in vitro para animais e plantas se popularizaram no mundo, devido
principalmente a necessidade de sua conservacao frente a perda progressiva da biodiversidade
global. O germoplasma dos peixes é conservado na forma de sémen mantido em nitrogénio
liguido a -196°C, o que acarreta danos que ainda necessitam serem melhor estudados e
avaliados, fatores como formacdo de cristais interna e externamente, estresse osmético e
oxidacdo implicam em mudancas na estrutura bioguimica e fisioldgica, tais como inativacédo
de enzimas, alteracdes i6nicas, producdo de radicais livres, rupturas na membrana plasmatica,
alteracbes na membrana mitocondrial entre outros danos observados nas estruturas e
organelas celulares. Assim, o estudo das formas mais adequadas de crioconservacao do sémen
de peixes, visa aumentar a viabilidade do mesmo para uso na conservacdo genética e

aquicultura.
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1.1 REVISAO DA LITERATURA

A motilidade das células espermaticas, fundamental para determinar a capacidade de
fertilizacdo, € um dos parametros mais usados para avaliar a qualidade do sémen em muitas
espeécies, e depende de diversos aspectos da célula, como estado fisioldgico das mitocondrias,
producdo de ATP, plasma, integridade dos canais de membrana e estrutura do flagelo apds o
descongelamento (FIGUEROA et al., 2016). Em estudos mais especificos hd um enfoque no
efeito da criopreservacdo na atividade das mitocondrias, pois desempenham um papel
fundamental na producdo de ATP, através do mecanismo de fosforilacdo oxidativa, que esta
relacionado com as diferentes vias metabdlicas que ocorrem no interior da mitocondria
(COSSON et al., 2008). As mitocondrias estdo ativamente envolvidas em outros processos
como geracdo de radicais livres, apoptose e sinalizacdo de calcio. Além disso, ativacdo de
movimento flagelar desempenha um papel fundamental na mobilidade do esperma para
fertilizacdo.

Os espermatozoides necessitam da adicdo de substancias com agédo crioprotetora para
seu congelamento adequado (SUQUET et al., 2000), pois o processo de descongelamento
envolve uma reidratacdo das células devido ao influxo de dgua para seu interior, que deve ser
rapido para evitar a recristalizacdo (reagrupamento de pequenos cristais de gelo em grandes

cristais de gelo que sdo letais para as estruturas da célula).

As soluces diluidoras sdo solugdes de sais ou de carboidratos adicionados ao sémen,
cuja funcdo é manter a estrutura das células espermaticas durante a reducdo da temperatura
envolvida no processo de congelamento. Os componentes constituintes de um meio diluidor
sdo importantes para assegurar o pH, a forca idnica, 0s tipos de ions e a pressdo osmética do
sémen de cada espécie, por isso ha uma diversidade de escolhas possiveis, onde a solugdo
diluidora deve se enquadrar nas seguintes condi¢des exigidas para um resultado eficaz: ser
isotdnico, para que ndo ative a motilidade, ser estavel durante o armazenamento, e ser estéril
para ndo veicular microrganismos potencialmente nocivos as células espermaticas
(LEGENDRE & BILLARD, 1980; CHAO, 1991).

O crioprotetor intracelular deve ser uma substancia quimica ndo tdxica, capaz de
retirar agua da célula e diminuir a temperatura de congelamento no seu interior, impedindo a
formagdo de cristais de gelo. Comumente sdo utilizados como crioprotetores internos

substancias como: Dimetilsulfoxido (DMSO), dimetil acetamida (DMA), glicerol, metanol,
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etileno glicol, metil glicol, propileno glicol. Os crioprotetores internos comumente utilizados
estdo descritos abaixo:

a) DMA (Dimetilacetamida): Composto orgénico, miscivel em agua, e que apresentou
bons resultados ao ser utilizado para bagre africano (HORVART e URBANY, 2000),
porém demonstrou alta toxicidade quando utilizado para o sémen de tilapia nil6tica
(AMORIM, 2002).

b) DMSO (Dimetilsulfoxido): Composto derivado da lignina, substancia responsavel
pela rigidez das celulas vegetais, € o crioprotetor mais utilizado para preservar células
espermaticas em peixes de agua doce (LEUNG, 1991), porém quando usado em
concentracdes ou periodos de estabilizacdo elevados provoca reducdo na qualidade do
sémen (BEDORE, 1999).

c) METANOL: Substancia que mais facilmente atravessa a membrana celular, por ter
menor peso molecular em comparagdo ao DMA e DMSO, porém ndo ha estudos
relatando que os compostos envolvidos nas solucdes diluidoras necessitam de fato

permear as células para serem eficazes (VIVEIROS, 2011).

J& o crioprotetor extracelular reveste a célula externamente e estabiliza sua membrana,
diminuindo os danos do congelamento, além de funcionar como fonte de nutrientes. Entre os
crioprotetores extracelulares mais usados estdo os agucares (glicose, sacarose), que atuam na
desidratacdo da célula, reduzindo os danos causados pela cristalizacdo do gelo. A glicose é
um diluidor de facil acesso e, em combinacdo com DMSO e a gema de ovo, ou com metil
glicol tem sido a mais utilizada em espécies de peixes de ordem characiformes no Brasil
(VIVEIROS & GODINHO, 2008). A glicose atua ainda no aumento da pressdo osmatica da
solucdo, evitando a ativacdo dos espermatozoides. As proteinas como leite desnatado e gema
de ovo, por exemplo, séo utilizadas apresentarem acéao crioprotetora, contendo &cidos graxos e
antioxidantes que auxiliam na protecdo e conservacdo dos espermatozoides (CAROLSFELD
et al., 2003), séo adicionadas apenas antes do uso da solugdo. Sua acdo crioprotetora se da
devido a presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as quais aderem a membrana

celular durante o processo de criopreservacao.

A razdo da mistura sémen: ativador a ser utilizada varia entre as espécies e de acordo
com a concentracdo espermatica desejada. Uma diluicdo relativamente alta € necessaria

simultaneamente ao inicio da motilidade em 100% das células espermaticas (GODINHO,
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2000). Em baixas diluicbes somente alguns espermatozoides sdo ativados, enquanto outros
tém sua ativacdo tardia, o que se da devido a diluicdo insuficiente ou & mistura inadequada da

solucdo ativadora com o sémen (BEDORE, 1999).

O descongelamento de sémen de peixe envolve uma reidratacdo das células devido ao
influxo de agua para o seu interior (HOLT, 2000). O descongelamento rapido € necessario
para evitar a recristalizagcdo (reagrupamento de pequenos cristais de gelo em grandes cristais
de gelo que séo letais para as células) (LEUNG, 1991). A taxa de descongelamento € um fator
importante no processo de criopreservagdo, pois células que foram protegidas com um
crioprotetor e resfriadas na taxa correta ainda podem morrer se forem descongeladas muito
rapidamente ou muito lentamente (CAROLSFELD & HARVEY, 1999) e, em funcdo disso
diferentes compostos tém sido testados como solugéo diluidora, com a finalidade de proteger
a estrutura dos espermatozoides tanto interna quanto externamente, partindo do principio que

devem estar viaveis ao serem descongelados.

Atualmente € comum o uso de softwares para a analise da qualidade espermatica, o
mais relatado na literatura consultada é o0 CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), obtido
facilmente na internet, pois se trata de um software livre. O programa avalia cerca de 12
parametros, para estimar a motilidade, por exemplo, considera a percentagem de
espermatozoides moveis, duracdo da motilidade e velocidade (um/s), além do movimento
progressivo, amplitude da onda flagelar e/ou padréo de motilidade (COSSON et al., 2008). De
todos os parametros considerados por diversos autores para determinar a capacidade
reprodutiva e de fertilidade de células espermaéticas, tem sido recomendado avaliar o
percentual de células moveis, a motilidade espermatica, bem como o vigor ou velocidade
espermatica, visto que apresentam uma relacdo direta com as taxas de fertilizacdo em peixes
de agua doce (GLOGOWSKI et al., 2002; URBANYI et al. 1999; TUSET et al., 2008).
Porém os resultados destas analises podem ser influenciados por fatores externos e até mesmo
devido a erro humano. Para minimizar estes erros de analise, métodos computadorizados
comumente utilizados para avaliar atividade espermatica de animais terrestres tém sido
adaptados para analises em peixes (RAVINDER et al., 1997; TOTH et al., 1995).
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1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de diferentes velocidades de descongelacgéo e de proporgao sémen:
solucdo diluidora de diferentes crioprotetores nos parametros espermaticos do suruvi, de

forma a contribuir para o desenvolvimento de um protocolo de crioconservagdo de sémen para

a espécie em estudo.
1.2.1 Objetivos Especificos

1. Identificar a taxa de descongelacdo que produz a maior viabilidade dos
espermatozdéides ap6s o descongelamento das amostras crioconservadas.

2. Avaliar o efeito de diferentes solug6es diluidoras e taxas de diluicdo sobre a
viabilidade dos espermatozoides apds o descongelamento das amostras

crioconservadas.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em duas etapas, ambas realizadas no Laboratério
de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD/UFSC), utilizando peixes
provenientes de viveiros de terra escavados, do Campo Experimental de Piscicultura de
Camborit (CEPC) da Empresa de Pesquisa e Extensdo Agricola do estado de Santa Catarina
(EPAGRI), situados na cidade de Camboriu, Santa Catarina.

Este estudo usara como base, para comparar a influéncia das solugdes diluidoras nos
parametros espermaticos uma literatura comumente utilizada por outros trabalhos da area,
onde congelamento de sémen tem por finalidade promover a manutencéo e o fornecimento de
material genético, visando aumentar e preservar a variabilidade de uma determinada

populacéo.

2.1 Experimento 1:

Influéncia da taxa de descongelacdo nos parametros espermaticos do suruvi (S.

scriptum) utilizando diferentes solug6es diluidoras.

Na primeira etapa foram testadas cinco diferentes velocidades de descongelacéo,
utilizando duas diferentes solugdes diluidoras. Foram utilizados trés machos de geracdo F1,
mantidos em sistema de recirculagdo nos dias que antecederam o experimento, com a
qualidade da &gua monitorada constantemente e com valores médios de: temperatura de
26,1°C, salinidade de 3,72mg/L, pH de 7,25, e 6,21mg/L de oxigénio dissolvido. Os peixes
foram induzidos a espermiacdo por meio de uma injecdo intramuscular de Extrato de
Pituitaria de Carpa (EPC), de acordo com o método descrito por Weingartner et al., 2003. Foi
aplicada uma dose, de 4mg EPC/kg peixe, e apds 210 graus-hora a coleta do sémen foi feita
por pressdo abdominal, de forma a evitar a contaminagdo por urina e fezes, e o sémen foi
armazenado de tubos de falcon.

A qualidade do sémen fresco foi analisada ao microscopio logo apos sua retirada para
verificacdo se 0 mesmo se encontrava em condi¢des minimas recomendadas para 0s testes
(VIVEIROS E GODINHO, 2009). A avaliagdo do sémen in natura foi realizada utilizando
uma aliquota de 10uL de sémen, colocada em uma lamina histologica de vidro,

homogeneizada com 40uL de agua destilada (MILIORINI, 2006).
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Para esta etapa do experimento foram preparadas duas solucgdes diluidoras modificadas
de Carolsfeld et al. (2003), descritas na Tabela 1. As solucOes diluidoras testadas nesta parte
foram a solucdo um (S1), composta por DMSO, gema de ovo de galinha, glicose e agua
destilada, e a solucdo dois (S2), composta por metanol, leite em pd, glicose e de agua
destilada. A proporcéo usada foi de uma parte de sémen fresco misturada a quatro partes de
solugéo diluidora (1:4).

Tabela 1. Composicédo das solugdes diluidoras e concentragdes utilizadas para avaliar a taxa de descongelagao.

Diluid Crioprotetor Crioprotetor Proporgdes de crioprotetores e agua Proporgao Sémen:
iluidor
Interno Externo utilizada no diluidor Solucéo Diluidora
Gema de 15 ml DMSO, 1gema, 7,5g glicose, 135 ml 1:4
1 DMSO ) .
ovo+Glicose de &gua destilada
Leite em 10 ml metanol, 59 leite em po, 10g glicose, 1:4
2 METANOL . _
p6+Glicose 100 ml de &gua destilada

Fonte: Solugdes diluidoras modificadas de Carolsfeld et al. (2003).

O armazenamento do sémen sob baixas temperaturas foi feito de forma que 0 mesmo
ndo fosse ativado, evitando imprescindivelmente o contato com a &gua ou possiveis
contaminacgdes, como urina e/ou fezes do peixe durante a extracdo. O sémen, ap6s a diluicdo
nas solucdes diluidoras correspondentes foi colocado, primeiro em vapor de nitrogénio (dry-
shippers), para que os espermatozoides fossem submetidos ao congelamento gradual e as
estruturas membranosas ndo fossem muito alteradas, antes de serem estocadas a -196°C,
depois de 30 minutos. Cada amostra foi armazenada em palhetas (pallets) de 0,5ml,
identificadas individualmente, acondicionadas em um botijdo de nitrogénio liquido
(TAYLOR-Warton, modelo CP300) a -196°C. O descongelamento foi feito pela imersdo das
palhetas em agua a cinco diferentes temperaturas de modo a induzir distintas velocidades de
descongelacdo. Na tabela 2 e na figura 1 podem ser observadas as taxas de descongelagéo
utilizadas, que foram calculadas levando em consideracdo a temperatura inicial da amostra (-
196°C), a temperatura de descongelamento (°C) e o tempo de imersdo da amostra na agua

(minuto).
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Tabela 2: Temperatura da 4gua de imersdo, duracéo da imers&o e taxas de descongelacdo das amostras.

Taxa de Descongelacéo °C Minutos (°C/min.)
VA 20 0,33 648,0
VB 25 0,27 828,7
VC 33,3 0,20 1146,6
VD 50 0,13 1845,0
VE 100 0,07 4440,0

Figura 1: Taxas de descongelacdo (°C/min.) obtidas pela imersdo dos pallets de sémen em diferentes temperaturas
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Para cada temperatura de descongelamento foram usadas trés (3) amostras, sendo trés
repeticGes para cada solugdo diluidora testada. A captura dos videos foi realizada com uma
objetiva de 10x, iniciando aos dois minutos (120 segundos) apos o descongelamento, mesmo
momento em que o sémen foi ativado com uma solucdo de NaHCOj3; a 1% na proporcéo de
1:50 (amostra crioconservada: solucéo ativadora). Fragmentos de 15 segundos de cada video
(135 a 150 segundos pos-ativacdo) foram analisados por meio do programa computacional
ImageJ no qual foi instalado o plugin CASA (Computer-assisted sperm analysis).

Foram considerados os resultados produzidos pelo CASA para 0S seguintes parametros
espermaticos: Motilidade (MOT) (%), velocidade curvilinear (VCL) (um/s), velocidade
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média de deslocamento (VAP) (um/s) e velocidade em linha reta (VSL) (um/s). Esses valores
foram comparados com valores de referéncia obtidos a partir da anélise de sémen in natura
determinados e que sdo obtidos individualmente para a espécie de interesse. Esses valores de
referéncia foram cedidos pelo LATRAAC (Laboratorio da Tecnologia de Reproducdo de

Animais Aquaticos Cultivaveis), da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Tabela 2).

Tabela 3: Valores de referéncia do sémen de S. scriptum usados para configuracéo do software para andlise de imagem.

Caracteristica’ Valor
Tamanho minimo do espermatozoide (pixels) 2
Tamanho méaximo do espermatozoide (pixels) 40
Distancia minima percorrida (quadros) 100
Velocidade maxima dos espermatozoides entre os quadros (pixels) 5
VSL minima para espermatozoides méveis (pum/s) 2
VAP minima para espermatozoides méveis (Lum/s) 8
VCL minima para espermatozoides méveis (Lm/s) 10
Menor VAP (pm/s) 5
Percentual maximo de deslocamento com VAP nula 1
Percentual maximo de deslocamento com VAP baixa 30
Menor VAP 2 (um/s) 20
Menor VCL (pm/s) 20
Maior WOB (percentual VAP/VCL) 80
Maior LIN (percentual VSL/VCL) 80
Maior WOB 2 (percentual VAP/VCL) 50
Maior LIN 2 (percentual VAP/VCL) 60
Taxa de mudanga de quadros (quadros por segundo) 100
Microns por 1000 pixels 925,93

*Definida pelo programa computacional CASA.

Foi utilizado um delineamento experimental com arranjo fatorial, com trés fatores
peixes (n=3), solucdo diluidora (n=2) e taxa de descongelagéo (n=5).

Cada parédmetro espermaético, ap06s a transformacdo logaritmica nos dados que se
fizeram necessérios, foi submetido & ANOVA e teste Tukey (0=0,05). Os peixes foram
manipulados de acordo com o protocolo codigo PP00788 aprovado pela Comissdo de Etica
para Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina.
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2.2 Experimento 2: Efeitos da diluicdo sémen: solugédo diluidora para diferentes

crioprotetores nos parametros espermaticos do suruvi (S. scriptum).

A segunda parte do experimento avaliou os efeitos de trés concentracfes de solucbes
diluidoras elaboradas a partir de diferentes crioprotetores. Foram utilizados cinco machos com
peso médio de 1,75+0,23Kg, de geracdo F1, aclimatados em sistema de recirculagdo, com
temperatura constante de 25,4°C, salinidade de 2,01mg/L, pH= 7,69 e oxigénio dissolvido em
4,5mg/L. A inducdo a espermiacdo foi realizada por meio de uma injecao intramuscular de
Extrato Hipofisério de Carpa (EPC), de acordo com o método descrito por Weingartner et al.,
2003. Foi aplicada uma dose de 4,0 mg de EPC/kg de peixe, com monitoramento periodico
da temperatura da 4gua. A coleta do sémen foi feita por pressao abdominal, e apds 210 graus-
hora, de forma a evitar a contaminacédo por urina e fezes, e armazenados em o auxilio de tubos
de falcon. A qualidade do sémen de cada peixe foi analisada ao microscopio logo ap6s sua
retirada para verificacdo se apresentava condi¢fes minimas recomendadas para os testes
(VIVEIROS et al., 2009).

As trés solugbes diluidoras elaboradas para o congelamento do sémen de S. scriptum
foram preparadas em trés diferentes concentragdes sémen: solucdo diluidora, cujas
composicdes e proporcdes de crioprotetores podem ser observadas na tabela 4. Foram
congeladas seis amostras de sémen para cada concentracdo testada, de cada uma das trés

solucdes diluidoras, totalizando 54 amostras por peixe.
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Tabela 4. Composicéo das solucdes diluidoras e proporcdes sémen: diluidor utilizadas para congelamento das amostras no

experimento 2.

Diluid Crioprotetor Crioprotetor Volumes de crioprotetores e agua Proporcédo Sémen:
iluidor
Interno Externo utilizada nas solug¢des diluidoras Diluidor
1:2
Gema de ovo + 15 ml DMA, 7,59 glicose, 135 ml de 1:4
A DMA ) . .
Glicose &gua destilada 1:6
1:2
Gema de 15 ml DMSO, 1gema, 7,5g glicose, 135 1:4
B DMSO ) ) )
ovo+Glicose ml de &gua destilada 1:6
- - 7 1:2
Leite em 10 ml metanol, 5¢g leite em pd, 10g
C METANOL o _ ) _ 1:4
p6+Glicose glicose, 100 ml de agua destilada L6

Fonte: SolugBes diluidoras modificadas de Carolsfeld et al. (2003).

O sémen fresco foi misturado as solucGes diluidoras, nas propor¢des correspondentes e
envasado em palhetas de 0,25 ml, identificadas individualmente. O armazenamento do sémen
foi novamente feito de forma que ndo fosse ativado, evitando o contato com a agua ou
possiveis contaminagdes, as amostras foram colocadas em vapor de nitrogénio (dry-shippers),
para que os espermatozoides fossem submetidos ao congelamento gradual, durante 30
minutos, e na sequéncia acondicionadas em botijao de nitrogénio liquido (TAYLOR-Warton,
modelo CP300) a -196°C. O descongelamento foi feito pela imersdo das palhetas em &gua a
25°C por 0,27 minutos, VB= 828,7 (°C/min.), utilizando a taxa de descongelacdo que
apresentou melhores resultados no Experimento 1.

A motilidade e as velocidades de deslocamento das amostras foram estimadas por
analise computadorizada, feita com auxilio do sistema CASA (Computer-Assisted Sperm
Analysis) (SANCHES et al., 2010). Foi gravado um video para cada amostra, atraves do
software AMCap, com duracdo de 60s, utilizando um microscopio 6ptico (aumento 10x),
iniciando a captura das imagens 120s apds o descongelamento da mesma. Foram feitos corte
de 15s (135-150s) em cada video (1000 frames), para ativacdo das amostras descongeladas foi
utilizada solucdo de bicarbonato de sodio (NaHCOs 1%), com a proporc¢do de 1:50 (amostras
crioconservada:solucdo ativadora). As concentracfes (sémen: solugcdo ativadora) foram
utilizadas nas proporgdes 1:2, 1:4 1:6. Foi elaborado um delineamento experimental com

arranjo fatorial, com trés fatores: peixe (n=5), solucdo diluidora (n=3) e proporc¢do
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sémen:solucdo (n=3). Para anélise estatistica dos dados foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
(KW) (a=0,05) com a utilizacdo do software Statistica, visto que as variancias ndo eram
homogéneas. Os peixes foram manipulados de acordo com o protocolo codigo PP00788
aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal de Santa

Catarina.
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3. RESULTADOS

Para estabelecer um protocolo de crioconservagdo adequado para o suruvi foi testado e
adaptado o protocolo descrito por Carolsfeld et al., (2003) para o surubim pintado
(Pseudoplatystoma corruscans). Em testes preliminares realizados no LAPAD foi observada
a influéncia das solugdes diluidoras nas velocidades de deslocamento dos espermatozoides,
porém o foco da primeira parte do estudo foram as velocidades de descongelamento, visto que
ha poucos estudos enfatizando a influéncia de diferentes crioprotetores em sémen

crioconservado do género Steindachneridion.

3.1 Experimento 1

Os valores médios da motilidade (MOT) apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
apenas entre as taxas de descongelacdo. O sémen descongelado a uma velocidade de 828,7

°C/min. apresentou o maior valor médio de MOT 24,7+8,9%, como demonstrado na Figura 2.

Figura 2: Valores médios de MOT do sémen de suruvi ap6s submetido a diferentes taxas de descongelagao.
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As solucbes diluidoras afetaram os parametros espermaticos (p<0,05) de VMD (Velocidade
Média de Deslocamento) e VLR (Velocidade em Linha Reta) com maiores valores para a
solugdo com metanol. Os valores medios para VMD de 33,88+ 0,8 um/s utilizando DMSO e

45,02+1,94 um/s utilizando metanol, enquanto para VLR as médias foram de 31,51+0,81
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pm/s utilizando DMSO e 42,56+1,95 pm/s utilizando metanol (figuras 3 e 4). A VCL
(Velocidade Curvilinear) foi semelhante entre as solucdes diluidoras testadas.

Figura 3: Valores médios de VMD (um/s) do sémen de suruvi pés-descongelacéo para as diferentes solucdes diluidoras

utilizadas.
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Figura 4: Valores médios de VLR (um/s) do sémen de suruvi pds-descongelagdo para as diferentes solucdes diluidoras

utilizadas.
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A interacdo entre as solugdes diluidoras e taxas de descongelacdo nao foi significativa
para nenhum dos parametros espermaticos. No presente estudo, os resultados dos parametros
espermaticos demonstraram que o metanol apresenta melhores resultados do que o DMSO

como solucéo crioprotetora para o0 sémen de suruvi.
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3.2 Experimento 2

Os valores meédios obtidos pela anélise das amostras estdo descritos na Figura 5, onde é
possivel comparar para as diferentes solu¢Bes crioprotetoras utilizadas em distintas diluigdes
(parametros analisados pelo CASA).

O parametro motilidade (MOT) apresentou ampla variacdo e foi diferente (p<0,05)
entre os peixes 1 e 4, com valores médios de 7,62+7,18% e 12,42+7,52% respectivamente.

Figura 5: Valores de motilidade (Médiat desvio padrdo) do sémen de cada exemplar de suruvi testado.
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Os valores médios para VCL, VMD e VLR obtidos nas analises foram semelhantes (p>0,05)
entre os peixes testados.

Considerando as solugbes diluidoras testadas, a MOT apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre o metanol (média 17,18+1,92%) e os demais crioprotetores. O
metanol respondeu de forma diferente em relagdo ao DMA, que apresentou média de
6,51+1,13% e 0 DMSO, com meédia 8,94+2,94% (Figura 6).
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Figura 6: Valores médios de MOT do sémen de suruvi com as solucdes diluidoras testadas.
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As solugbes diluidoras testadas também afetaram de modo distinto (p<0,05) o
parametro VCL, com o pior resultado para a solucdo contendo DMSO, que apresentou média
de 59,17+6,68um/s, enquanto que aqueles a base de metanol (67,82+3,92um/s) e DMA
(72,2448,39um/s) foram semelhantes entre si (Figura 7).

Figura 7: Valores médios de VVCL (um/s) para cada solugdo diluidora testada.
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O efeito das solugdes crioprotetoras sobre a VMD foi semelhante aos da VCL, com a
solucdo diluidora composta por DMSO apresentou 0s menores valores (média
37,014+3,27um/s) em comparacdo a solucdo contendo DMA (49,23+7,47um/s) e metanol
(49,79+3,64um/s) (Figura 8).
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Figura 8: Valores médios de VMD (um/s) para cada solugéo diluidora testada.
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O parédmetro VLR apresentou 0 mesmo padréo de resposta das velocidades anteriores com a
variacdo da solucdo crioprotetora, onde as solucbes a base de DMA e metanol foram
semelhantes entre si (46,83+7,53um/s e 46,58+3,41um/s), enquanto que a solugdo a base de
DMSO apresentou os menores valores, 34,19+3,36um/s (Figura 9).

Figura 9: Valores médios de VLR (um/s) para cada solucéao diluidora testada.
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Entre as diluicbes analisadas os pardmetros VCL, VMD e VLR foram semelhantes
(p>0,05). Apenas a MOT foi influenciada pela diluicdo (p<0,05). Na figura 10 é possivel
observar que as proporcdes 1:2 e 1:6 séo diferentes entre si, com melhor valor de MOT para a
maior diluicdo do sémen. As meédias obtidas, para MOT foram de 8,17+8,59% (diluicéo 1:2),
9,87+6,34% (diluicdo 1:4) e 14,58+8,22% (diluigdo 1:6).
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Figura 10: Resultados para MOT (%), testadas entre as trés diferentes diluigGes pds-descongelagéo.
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4. DISCUSSAO

Inicialmente este estudo buscou contribuir de forma ativa na elaboragdo de um
protocolo de crioconservacdo para a espécie, frente a diminui¢do constante da ocorréncia da
espécie em seu habitat natural. Através da revisdo da literatura para desenvolver o estudo foi
notavel a caréncia de informacgfes para espécie em questdo, os estudos existentes para o
sémen fresco foram utilizados como base, partindo do principio de que o sémen in natura
apresenta o melhor desempenho.

Existe uma grande variabilidade quanto a crioresisténcia das células espermaticas, ndo
somente entre as espécies de peixes, como entre individuos da mesma espécie (VIVEIROS;
GODINHO, 2009), o que vem de encontro aos resultados produzidos para MOT no
experimento 2, onde ndo houve um padréo uniforme de resposta para todos os peixes. No
experimento 2 a solugédo a base de metanol produziu melhor resultado de motilidade do que as
solugdes a base de DMA e DMSO.

Era esperado que as diluicGes feitas com proporcdes mais altas de crioprotetor interno
causariam maior dano, pois segundo Pefiaranda et al. (2009) maiores dilui¢cbes deteriorariam
mais rapidamente as estruturas morfologicas das celulas esperméticas. O metanol € a
substancia que mais facilmente permeia a membrana celular, porém ndo ha estudos relatando

que os compostos envolvidos nas solugdes diluidoras necessitam permear as células para
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serem eficazes (VIVEIROS, 2011). O DMSO, que é amplamente utilizado por apresentar
resultados satisfatorios em diversas espécies de Characiformes (GODINHO e VIVEIROS,
2011), ndo apresentou os melhores desempenhos neste estudo.

Segundo Stoss (1983) baixas velocidades de descongelamento causam injurias
mecanicas nos espermatozoides devido a recristalizacao do gelo intracelular. Por outro lado as
grandes velocidades de descongelamento ndo permitem a reabsorcdo da agua perdida pela
célula durante o congelamento (LEUNG, 1991). A toxicidade dos crioprotetores também é
um fator que influencia a viabilidade dos espermatozoides, 0 DMSO-gema de ovo e 0
metanol-leite em pé foram testados como solugdes diluidoras para o sémen de
Pseudoplatystoma corruscans (CAROLSFELD et al. 2003) e a solucdo baseada no metanol
foi mais eficiente pds o descongelamento. As velocidades de deslocamento ndo apresentaram
diferenca significativa em funcdo da diluicdo, mas apresentaram diferenca significativa com
as distintas solugdes diluidoras testadas. Segundo Pefiaranda (2009), as interacoes
DMA+glicose, metanol+glicose e DMSO+glicose ndo atuaram da mesma forma nas
estruturas celulares do espermatozoide da enguia europeia. A interacdo entre a glicose e 0s
crioprotetores internos, que pode ter influenciado nos resultados com a enguia europeia,
também foi observada por Viveiros et al. (2009), quando usou menores proporcdes
sémen:solucdo diluidora e obteve uma protecdo as células espermaticas mais eficaz em

characiformes.

Com relagdo as proporgdes utilizadas, as médias obtidas pela analise das amostras
descongeladas mostraram melhores resultados para propor¢Ges mais altas, 1:4 e 1:6, mas
deve-se considerar que na primeira parte do experimento ndo foi testado o DMA como
crioprotetor interno, dessa forma nédo é possivel afirmar que ele responderd da mesma forma
que 0 DMSO e o metanol para a taxa de descongelacdo utilizada. O que comprova que
diferentes espécies apresentam diversos graus de sensibilidade a diferentes crioprotetores
(PENARANDA et al., 2009). As velocidades de deslocamento apresentaram as melhores
médias para as amostras contendo DMA, enquanto as diferentes taxas de diluicdo néo
influenciaram significativamente para estes parametros.

Os resultados obtidos deixam claro que individuos de uma espécie respondem de
forma diferente a um mesmo protocolo, como ja relatado na literatura. Ha estudos atualmente
em desenvolvimento para outra espécie do género Steindachneridion mostrando que a
presenca de lactose e a concentracdo da glicose utilizadas na solucdo diluidora podem

interferir na qualidade das células espermaticas, o que indica que outros fatores também
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podem interferir diretamente nos resultados da qualidade do sémen criopreservado. Com o
desenvolvimento do experimento muitas hipoteses e duvidas surgiram, dentre elas uma levou
a incluir o DMA como crioprotetor interno, utilizado apenas no experimento 2.

Os parametros avaliados podem ainda ter sofrido influéncia de diversos fatores como:
idade e peso do animal, temperatura de aclimatacdo, estresse do manejo, estado nutricional,
inducdo hormonal, além de falhas durante a coleta e manipulacdo do sémen (SOLIS-
MURGAS et al., 2011). E notavel que o processo de crioconservacio afeta o desempenho dos
espermatozoides, porém o processo de fertilizacdo € considerado um estudo complementar a
este, que ird permitir conclusfes mais especificas no que diz respeito aos danos causados na

estrutura celular das organelas envolvidas.

5. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos com o presente trabalho é possivel observar que as
solucdes diluidoras a base de metanol apresentam os melhores valores de motilidade (MOT)
do sémen de suruvi, enquanto que as velocidades de deslocamento que apresentaram maiores
valores foram nas amostras que utilizaram o DMA como crioprotetor interno. Porém fica
evidenciada a necessidade de estudos complementares para avaliar danos a estrutura
morfologica das células espermaticas, bem como testar a taxa de descongelacdo que

produzam melhores resultados quando o DMA é utilizado como crioprotetor.
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