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INDUCAO A ESPERMIACAO E CRIOPRESERVACAO ESPERMATICA DE Brycon
cephalus (GUNTHER, 1869) (TELEOSTEI: CHARACIDAE).

RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar a utilizacdo de GnRHm associada
ao inibidor da dopamina, o metoclopramide (Ovopel® — D-Ala6,Pro9 Net-mGnRH)
em trés concentracoes diferentes 1mg/kg (T1), 2 mg/kg (T2) e 4 mg/kg (T3) , na
inducdo a espermiacdo de Brycon cephalus e, avaliar a eficiéncia de 2 solugbes
crioprotetoras: Bestlvile Thawing Solution (BTS®) e outra composta por leite em po6
(Ninho fortificado Nestlé) + glicose e dos crioprotetores metilglicol e metanol (Sigma
Aldrich) nas concentracdes de 10 e 15%, na preservacdo dos espermatozoides de
B. cephalus. Para tal, foram realizados dois ensaios, no primeiro foram testadas trés
diferentes dosagens hormonais de Ovopel®, aonde foram avaliados os parametros
seminais: de volume seminal, motilidade espermatica subjetiva, duracdo da
motilidade, pH, osmolaridade e concentracdo espermatica. ApGs analise dos dados
verificou-se que o tratamento T3 (4,66+1,52mL) apresentou maior volume seminal e
valor significativamente diferente dos outros tratamentos e do controle (2,37+1,14
mL). Quanto a motilidade espermatica apresentou percentual elevado (Nivel 5; 80 a
100% ) nos tratamentos T2 e T3, em relacdo a T1 e ao controle que teve (Nivel 4;
61-80%). Em relacdo a duracdo d motilidade espermatica, o tratamento 3
apresentou duracdo de motilidade significativamente menor (22+5s), em relagdo aos
outros tratamentos e ao controle. As dosagem hormonal de 2 mg/kg de Ovopel®, ser
a mais indicada para inducdo hormonal de machos de B. cephalus, pela manutencéo
dos parametros de qualidade seminal. Para o segundo ensaio, foram utilizados seis
exemplares adultos de B. cephalus. O sémen coletado foi avaliado através dos
parametros seminais e posteriormente foi realizado teste de toxidade das solucdes
crioprotetoras. Apos isso, 0 sémen foi diluido na proporcao de 1:5 (sémen:diluente),
envasado em palhetas 0,5 ml (IMV) e congelado em vapores de nitrogénio liquido e
posteriormente mantido em nitrogénio liquido. Para o teste de fertilidade o sémen foi
descongelado em banho-maria a 36°C por 12s e a fertilizacdo dos ovdcitos foi feita
pelo método “a seco” numa propor¢cédo de 25000 espermatozoides/ovécito totais,
com quatro repeticbes. Visando testar os parametros seminais do sémen
criopreservado, ap0s o descongelamento foram realizadas analises deste no
programa ISAS®CASA, feito o teste de fertilizacdo e analisado em microscopia
eletrdnica de varredura para verificar as possiveis alteracdes morfolégicas causadas
pelo procedimento criogénico. Aos dados foi aplicado teste de ANOVA, ao nivel de
5% de significancia (a<0,05). Das solugbes crioprotetoras utilizadas, verificou-se que
apenas o tratamento T7 (Metanol 15mL + BTS®) (3.7+4.4%) apresentou menor
eficiéncia crioprotetora, diferindo significativamente em relacdo ao controle (a <
0.05). Somente VSL e STR que apresentaram correlagao positiva com a fertilizacéo
(p<0,05). Concluindo que a solucdo crioprotetora mais adequada para o
congelamento seminal de B. cephalus € o composto por metilglicol na proporcéo de
10 ou 15mL com BTS®, diluidos na proporcédo de 1:5 (sémen:diluente).

Palavras-chave: Metilglicol.  Criogenia. Espermatozoide. Fertilizacao.
Reproducao induzida.



INDUCTION THE SPERMIATION AND CRYOPRESERVATION OF SEMEN OF
Brycon cephalus (GUNTHER, 1869) (TELEOSTEI: CHARACIDAE).
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of Ovopel ® associated
with an inhibitor of dopamine in inducing spermiation and evaluate the efficiency of
cryoprotectant solutions using cryoprotectants such as methyl glycol, methanol ,
Bestlvile Thawing Solution ( BTS ® ) and powdered milk preservation the sperm of B.
cephalus . For this purpose, two tests were conducted , the first consisted of 20 adult
male B. cephalus in which the application was tested in three different dosages of
hormonal Ovopel ® , 1mg/kg (T1), 2 mg / kg (T2), and 4 mg / kg (T3) and control
group (saline) . Seminal volume, subjective sperm motility, duration of motility, pH,
osmolarity and sperm concentration: Following the analysis of seminal parameters
was performed. Treatment 3 (4.66 +* 1.52 mL) showed higher semen volume
compared to control (2.37 + 1.14 mL). Sperm motility showed high percentage in
treatments 2 and 3, with level 5 (81-100 %) compared to the control that had scale 4
(61-80 %). Regarding the duration of sperm motility, treatment 3 had the lowest
duration of motility with 22 + 5 seconds, compared to the other treatments and control
. Hormone levels 2 and 4mg/kg of Ovopel ®, demonstrated through the analysis of
seminal parameters, are most appropriate for hormonal induction of males of B.
cephalus, because they have better semen quality . In the second trial cryoprotectant
solutions were evaluated : The 5.4 - g glucose 15 g whole milk powder ( fortified
Nestle Nest) ; B - 5g Bestlvile Thawing Solution (BTS ®) Minitub ®) in 10 or 15 mL of
methanol and methyl cellosolve internal cryoprotectant . For this purpose, six adult
specimens of B. cephalus were used. The collected semen was evaluated by semen
parameters and was subsequently performed toxicological testing of cryoprotectant
solutions. After that, the semen was diluted at a ratio of 1:5 (semen: diluent),
packaged in 0.5 ml straws (IMV) and frozen in liquid nitrogen vapor and then kept in
liquid nitrogen. To test the fertility semen was thawed in a water bath at 36 ° C for
12s and fertilization of oocytes was taken by "dry" in a ratio of 25000 sperm / oocyte
total with four replications method. To test the semen was cryopreserved after
thawing analyzes were performed in this ISAS ® HOME program , made the
fertilization test and analyzed by scanning electron microscopy to determine possible
morphological changes caused by the cryogenic procedure. Was applied to the data
using ANOVA test at 5% level of significance (a < 0.05) . Of cryoprotectant solutions
used, it was found that only the treatment T7 (15mL Methanol + BTS ®) ( 3.7 £ 4.4 %
) showed a lower efficiency cryoprotecting , differing significantly from the control (a
<0,05) . Only VSL and STR which showed positive correlation with fertilization (p <
0.05). In conclusion that the most suitable cryoprotectant solution for freeze seminal
B. cephalus is composed of methyl cellosolve in the ratio of 10 to 15mL with BTS ® ,
diluted in a ratio of 1:5 (semen : diluent).

Keywords: Methylglycol. Cryogenics. Sperm. Fertilization. Reproduction
induced.
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INTRODUCAO

A fauna de peixes de agua doce do Brasil € a mais rica do mundo, com cerca
de 2.587 espécies (BUCKUP et al., 2007). Atualmente, os ambientes aquaticos vém
sofrendo diversas alteragbes, proporcionadas em sua maioria pela interferéncia
humana, como a destruicdo das matas ciliares, a pesca predatoria, introducao de
espécies exoticas, poluicdo dos sistemas aquaticos e construcdo de barragens
hidroelétricas, além das mudancgas climéticas. Tais modificacdes alteram o0 sucesso
reprodutivo dos peixes, acarretando na diminuicdo de populacdes de diversas
espécies, podendo levar a extincdo de algumas dessas espécies (NINHAUS-
SILVEIRA, 2000; CARNEIRO, 2007).

Espécies reofilicas, que necessitam realizar a migragdo reprodutiva
(piracema) durante o periodo reprodutivo, recebem estimulos ambientais como
temperatura, pluviosidade e fotoperiodo, necessarios para a estimulacédo final da
maturacdo gonadal (LOPES; SOUZA; ROCHA, 2006). Deste modo, grande parte
das espécies reofilicas Neotropicais ndo se reproduz naturalmente em cativeiro, por
ndo terem os estimulos finais para maturacdo gonadal, sendo assim necesséria a
inducao pelo uso de hormbnios exdgenos, para que possam completar a maturacao
gonadal (NINHAUS-SILVEIRA, 2000).

Brycon cephalus

A maior diversidade de peixes de agua doce € encontrada na regido
Neotropical, contendo mais de 4.400 espécies ja descritas. Dentro da ordem
Characiforme, a maior familia € a Characidae com mais de 1.350 espécies descritas
(REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003). Onde o género Brycon possui mais de 60
espécies de peixes, dentre as quais aproximadamente 40 ocorrem na América
Central e América do Sul (HOWES, 1982).

O matrinchd (Brycon cephalus=Brycon amazonicus) (Figura 1) é um peixe
reofilico de 4gua doce, da Bacia Amazobnica e, apesar de ser conhecido na regido
Norte do Brasil vem ganhando seu espaco entre os peixes criados em cativeiro no
Sudeste do pais. Atinge maturidade sexual entre 2 a 3 anos de vida, dependendo do

estado nutricional de cada animal. Machos do género Brycon apresentam
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dimorfismo sexual aparente, principalmente com a aproximacdo do periodo
reprodutivo, quando a nadadeira anal se torna aspera (GOMES; URBINATI, 2005).

Figura 1- Brycon cephalus=Brycon amazonicus

Fonte: préprio autor

Os individuos da espécie habitam aguas claras e bem oxigenadas, e
apresentam habito alimentar onivoro, alimentam-se de frutos, sementes e pequenos
organismos aquaticos. Em condi¢cdes de cativeiro, adapta-se facilmente a racéao,
possui tecnologia de reproducéo relativamente desenvolvida e possui crescimento
rapido (pode atingir peso de 1 kg no periodo de 12 meses). Sendo uma espécie com
potencial para a exploracdo comercial devido ao seu sabor apreciavel e excelente
para a pesca esportiva devido a sua agressividade (RIBEIRO, 2000; GOULDING,
1980).

Ja foram desenvolvidos trabalhos com B. cephalus sobre a descricdo da
ultraestrutura das células germinativas do testiculo (ROMAGOSA et al., 1999), do
ciclo reprodutivo dos machos (ROMAGOSA et al., 2000), do desenvolvimento
embrionéario desta espécie (ALEXANDRE et al., 2009), fertilizacdo e congelamento
do sémen utilizando como crioprotetores o dimetilsulfoxido (DMSO) e gema de ovo
(NINHAUS-SILVEIRA, 2006). Entretanto, na busca de padronizar um protocolo de
congelamento, busca-se avaliar a acdo de outras solu¢des crioprotetoras que

protejam o sémen durante o processo de congelamento.
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Induc&o hormonal

Os primeiros trabalhos de indugao hormonal foram produzidos na Argentina
por Houssay em 1930 (ZANIBONI FILHO; WEINGARTNER, 2007) e no Brasil por
Rodolpho von lhering, Pedro de Azevedo e Dorival Cardoso, em 1935 (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006). Ambos obtiveram éxito na reproducado de espécies reofilicas
através da indugcdo hormonal a partir da aplicacdo de horménios hipofisarios
homologos de peixes maduros, técnica esta denominada de hipofisacao (ZANIBONI
FILHO; WEINGARTNER, 2007).

A indugdo hormonal é realizada como objetivo de proporcionar a maturagao
gonadal final aos peixes, nas fémeas promove a ovulagdo e nos machos ocorre o
aumento o volume seminal liberado, dando um aspecto mais fluido do sémen nos
peixes injetados (KAVAMOTO et al., 1989)

A indugdo hormonal funciona como um gatilho para o desenvolvimento e a
maturacdo dos gametas. Sua aplicagdo é um estimulo hormonal que a partir desta,
desencadeia uma série de reagbes neuroendocrinas em cascata no eixo-reprodutivo
(hipotadlamo-hipéfise-gbnada), levando o estimulo aos locais de producao e agcéo dos
hormoénios ligados a reprodugéo. Os horménios envolvidos sao: liberadores de
gonadotrofina (GnRH) e os horménios gonadotroficos: hormdnio foliculo estimulante
(FSH ou GtHI) e horménio luteinizante (LH ou GtHII) (NAKAYAMA, 2011).

Em geral, esses horménios indutores exdgenos, apesar de terem 0 mesmo
propédsito, diferem quanto a sua agdo no 6rgdo alvo (hipotalamo, hipofise ou
gbnadas) (MYLONAS; FOSTIER; ZANUY, 2010). A hipofisagédo consiste na utilizagéo
de um extrato bruto hipofisario, retirado da glandula pituitaria de peixes doadores, no
entanto estes peixes tem que estar no periodo reprodutivo, para que haja uma
concentracdo hormonal adequada armazenada nas hipdéfises. No caso o mais
utilizado é o extrato de hipdfise de carpa (CPE), ja sexualmente maduras.
Posteriormente, esse extrato € dissolvido e injetado no musculo ou na cavidade
celomatica, e via corrente sanguinea os horménios gonadotroficos atuam
diretamente nas gdnadas, induzindo a maturagao (LOPES; SOUZA; ROCHA, 2006;
HORVATH, 1996).

A utilizacdo de CPE possui grandes vantagens como a facilidade de

dosagem e aplicagao, facil estocagem e metodologia estabelecida em diversas
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espécies. Entretanto, também apresenta desvantagens para obter o extrato é
necessario sacrificar varios espécimes maduros para obter uma quantidade
apreciavel de glandulas, possui custo relativamente alto, pode permitir propagacéo
de doencas, a eficacia varia de acordo com a idade, o sexo, estado de maturacao,
da condicao nutricional e sanitaria da espécie doadora, incerteza da concentragéo
dos hormdnios gonadotréficos nas hipéfises (HORVATH, 1996; CREPALDI et al.,
2006; ANDRADE E YASUI, 2003; ZANIBONI FILHO; WEINGARTNER, 2007).

Na busca por produtos que permitissem uma maior padronizacdo da
dosagem, a gonadotrofina coribnica humana (hCG) também foi testada, que é um
horménio gonadotrofico purificado da urina de mulheres gravidas com efeito
semelhante ao hormoénio luteinizante (LH) que estimula a producdo de esteroides
nas gonadas, levando a maturacdo da gbnada. Possui as mesmas vantagens do
extrato, porém nao se tem metodologias definidas para a maioria das espécies
reofilicas, possui custo elevado e necessita de grandes dosagens para obtencao de
bons resultados (ANDRADE; YASUI, 2003).

Os horménios liberadores de gonadotrofina (GnRH) sédo decapeptideos
liberados pelo hipotdlamo e agem sobre a hipodfise induzindo a liberacdo dos
horménios gonadotroficos que, por sua vez atuam sobre as gonadas (ZOHAR;
MYLONAS, 2001). Uma das vantagens do GnRH esta no fato deste composto atuar
no nivel mais alto do eixo hipotalamo-hipo6fise-gbnada estimulando o peixe a
produzir seu préprio hormonio gonadotréfico (ROTTMANN; SHIREMAN; CHAPMAN,
1991). Apresenta grande amplitude de variacdo das dosagens, para fémeas se
utiliza 10 a 15 mg/Kg e para os machos de 3 a 5 mg/Kg; metodologia ndo definida
em muitas espécies; necessidade de estocagem sob refrigeracdo e o tempo mais
prolongado de resposta dos peixes devido a atuacdo do horménio no 6rgao alvo
(ZOHAR; MYLONAS, 2001; ANDRADE; YASUI, 2003).

O centro de pesquisas hungaro, Interfish Hungary, desenvolveu um produto,
denominado Ovopel®, composto por GnRH-a e um inibidor de dopamina
(HORVATH, 1996; CREPALDI et al. 2006). Possui vantagens como baixo custo (30
a 40% mais barato que a hipofise), facil armazenamento e cada glébulo apresenta a
mesma dosagem de horménio. Por atuar na hipofise, estimulando-a a produzir os

hormonios gonadotréficos, cria a vantagem de poder repetir a aplicacdo hormonal
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apos alguns dias de repouso e regeneracdo, caso tenha ocorrido algum fator
desfavoravel no meio ambiente que impediu o processo da ovulacédo (fémeas) ou
espermiacéo (machos). Ao contrario da hipofisacdo, cuja repeticdo do tratamento so
poderia ocorrer no proximo ciclo de reproducdo, apos completa reabsor¢cdo dos
ovocitos (HORVATH, 1996). Os produtos compostos como Ovopel® e Ovaprim®
sdo mais efetivos e menos estressante do que os outros produtos (KAYIM;
BOZKURT; OGRETMENT, 2010; JAMROZ et al., 2008; CEJKO et al., 2012).

Para desenvolver técnicas de inducédo eficientes é necessario o estudo
primario da biologia reprodutiva da espécie, saber quando aplicar, ou seja, sua
época reprodutiva, onde aplicar e a quantidade que se deve aplicar para obter
melhores resultados. Tais técnicas tém por objetivo minimizar os problemas com a

assincronia dos peixes reofilicos em épocas reprodutivas.

Avaliagdo seminal e espermética

As analises seminais e espermaticas sdo ferramentas que podem ser
utilizadas para determinar as condi¢cdes de viabilidade seminal e espermatico em
diferentes técnicas de inducdo hormonal ou para verificar a eficacia das
metodologias como a crioconservacdo dos espermatozoides (BUTTS et al., 2011;
CABRITA et al.,, 2010). Os parametros mais comumente avaliados sdo: volume
seminal, motilidade espermética, pH seminal, osmolaridade, concentracao
espermética e morfologia dos espermatozoides (SANCHES et al., 2011; MARIA et
al., 2010; GODINHO; AMORIM; PEIXOTO, 2003; STREIT JUNIOR et al., 2009;
KAVAMOTO et al., 1999).

O volume seminal ira indicar a quantidade de sémen liberado pelo macho. A
falta de acuracia deste parametro esta ligada a espécie (a morfologia da gbnada) a
idade e estadio de maturacdo dos machos e o método de coleta (VIVEIROS et al.,
2002). Viveiros e Godinho (2009) indicam em sua revisdo que, como é esperado, 0
volume seminal aumenta quando a espécie € induzida hormonalmente e a maioria
dos trabalhos com peixes neotropicais avaliam o volume seminal apds a indugéo.

A motilidade espermatica é analisada através da observacdo sob
microscopia de luz, sendo que na maioria dos trabalhos é avaliada de forma
subjetiva, pela ativacdo do sémen com agua e observacdo da movimentacao

espermatica e avaliando segundo uma escala arbitraria de valores que varia de 0 a
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5, sendo o0 menor valor para as amostras sem nenhum espermatozoide movel e o
valor maximo para aquelas que apresentarem 80% ou mais de células moveis
(FRIBOURGH, 1966).

Outro método atualmente utilizado é através do sistema de analise
espermatica computadorizada, denominada de CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis). Pois, aléem de verificar a motilidade geral média, analisa velocidade
curvilineas, linear e média (RURANGWA et al., 2001) e parametros de sua trajetoria
durante a sua ativagdo. Também para ver a relacdo com a fertilizacdo, taxa de
eclosdo, comparacdo com a motilidade subjetiva, tempos de ativacdo da motilidade
(GALLEGO et al.,, 2013; SANCHES et al.,, 2013; MELO-MACIEL et al., 2012;
VIVEIROS et al., 2010).

Outro parametro espermatico avaliado que tem grande influéncia sob a
motilidade sdo os ions, componentes do plasma seminal. A concentracdo idnica do
plasma seminal €& fator importante para o desencadeamento da motilidade no
espermatozoide, pois 0s espermatozoides de peixes se encontram imoveis no
plasma seminal dentro dos testiculos. Quando ocorre a espermiagdo, 0S
espermatozoides entram em contato com a agua, que apresenta osmolaridade mais
baixa que o plasma seminal, acarretando em choque hiposmético. Este choque
serve como sinal para desencadear a ativacdo espermatica (COSSON, 2004).
Portanto ao entrar em contato com a agua, as mudangas na pressao osmotica, ions
e pH levam assim ao inicio da motilidade e entdo o espermatozoide tem poucos
instantes para conseguir alcancar a micrépila e ocorrer a fertilizacdo (MEDINA,
2008). Também influenciara na producdo de ATP, molécula esta como fonte
principal de energia para motilidade espermética (BILLARD; COSSON; CRIM, 1993;
RAVINDER et al., 1997).

E por isso que solucdes ativadoras de composicdo idnicas influenciam
diretamente na motilidade espermatica. Pois o0s ions influenciam no pH e
osmolaridade da célula, responsaveis pela ativacdo do espermatozoide. A reducao
do pH (< 6) diminuira o potencial da motilidade e a reducdo da osmolaridade induzira
a ativacao dos espermatozoides. Como demonstrado no trabalho de Felizardo et al.
(2011) que ativadores com alta osmolaridade podem proporcionar menores taxas e

duracdo da motilidade do sémen de P. lineatus. Assim como Shimoda et al. (2007b)
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constatou que espermatozoides de B. insignis ndo sdo ativados quando diluidos em
solucbes que contém concentracbes de NaCl superiores a 1,2% (410mOsm).
Viveiros e Godinho (2009) e Melo-Maciel et al. (2012) fazem revisédo das espécies de
agua doce, mostrando os meios ativadores utilizados para Characiformes, como
agua destilada, NaCl 50 mM ou NaHCO3 119mM.

A avaliacdo da concentracdo espermatica pode ser feito por céamara
hematimétrica, citometria de fluxo e espermatdcrito. Ambos servem para quantificar
o nimero de células espermaticas por mL ou mm?®. Segundo Fogli da Silveira et al.
(1987) a concentracdo espermatica € uma das medidas quantitativas que permite
maximizar o aproveitamento do material fecundante e melhorar os resultados quanto
as taxas de fertilizacdo. Este parametro € espécie especifico como demonstrado por
Viveiros e Godinho (2009), mas pode sofrer influéncia nos valores quando se faz
inducéo hormonal.

O método por camara hematimétrica de Neubauer, utiliza como estimativa o
numero de espermatozoides presentes nos quadrantes. J& o espermatdcrito mede a
massa celular do sémen apoOs passar por centrifugacdo. Sanches et al. (2011)
comparam os dois métodos e encontraram correlacdo diretamente proporcional

entre eles para algumas espécies.

Criopreservacdo espermatica

A técnica de criopreservacdo de sémen de peixes estd em processo de
desenvolvimento, entretanto teve um grande progresso durante os Ultimos anos em
estudos principalmente com espécies reofilicas Neotropicais (VIVEIROS; GODINHO,
2009). Apesar disso, devido ao grande numero de espécies de peixes e as
diferencas seminais de cada espécie, dentre outros fatores, ainda ndo se tem uma
padronizacao dos protocolos de congelamento. Por isso € de grande importancia o
conhecimento aprofundado do processo de congelamento e da acdo dos produtos

envolvidos na célula.

Além de ser uma forma eficaz de melhorar a reproducdo em cativeiro, a
criopreservacdo pode proporcionar o aumento na producdo de larvas, facilitar a
manipulacdo genética e a selecdo dos reprodutores, reduzir a quantidade
de machos produzidos devido a disponibilidade de gametas masculinos a qualquer
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momento (sucesso reprodutivo). Além disso, permitir o estabelecimento de bancos
de esperma, Uutii em programas de hibridacdo e conservacdo genética de
espécies ameacadas de extingdo (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2002; VIVEIROS et
al., 2009).

A criopreservacdo do espermatozoide busca preservar em temperaturas de
-196°C, mantendo assim sua integridade celular e seu metabolismo em estado
quiescente por periodo indeterminado. Entretanto para chegar a esta temperatura, a
célula passa por diversas faixas de congelamento que podem causar injurias
internas que, posteriormente podem ser fatais. A formacéo de injurias internamente
ocorre em uma faixa intermediaria de temperatura (-20 e -40°C) que a célula
atravessa duas vezes: congelamento e descongelamento (MAZUR, 1984).

A criopreservacdo envolve a desidratacdo da célula para evitar a formacgéo
de injurias internamente, que podem ser de duas maneiras: concentracdo do
crioprotetor e taxa de congelamento. Deve-se entdo fazer o balanceamento para
evitar a desidratacdo excessiva, toxicidade, formacdo de cristais internamente e
externamente, que levara a morte celular. Assim para que se tenha sucesso na
criopreservacdo deve-se balancear a diluicdo, taxa de congelamento e tempo de
descongelamento.

A solucdo com a qual o sémen sera diluido € composta por crioprotetores
intracelulares e o0s extracelulares, ambos com a funcdo de proteger os
espermatozoides durante os processos de congelamento. Segundo Maria (2005),
um bom crioprotetor deve apresentar como caracteristica baixa toxicidade e alta
solubilidade em agua. O crioprotetor intracelular € uma substancia quimica que retira
a agua da célula, fazendo com que o seu ponto crioscopico diminua impedindo a
formacdo de cristais de gelo. Chao (1991) apud Maria (2005) afirma que o
crioprotetor proporciona ainda protecdo a célula devido a acdo de enzimas labeis
(ex. catalase) e a estabilidade das proteinas das solucdes, entretanto estas enzimas
podem induzir a desnaturacdo das células quando colocadas sob altas
temperaturas, levando a toxicidade nos sistemas celulares.

Devido a utilizacdo de solucbes crioprotetoras para o congelamento, tem-se
gue tomar muito cuidado quanto a velocidade de resfriamento, pois segundo Mazur

(1984) quando realizado adequadamente se tem tempo suficiente para que faca com
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que 0s agentes protetores penetrem na célula, fazendo com que a agua saia,
desidratando-a. Entretanto se a velocidade de resfriamento for muito lenta, a
desidratacdo da célula aumentara, tornando o meio hiperosmoético e aumentara a
concentracdo dos crioprotetores, tornando 0 meio toxico para a célula. Agora se a
velocidade for muito rapida a célula ndo conseguira perder a agua para 0 meio
externo e a agua intercelular ird se congelar conforme a temperatura diminuir e
formara cristais de gelo.

Varios crioprotetores internos tem sido estudados na formulagéo de solucdes
crioprotetoras para a diluicio de sémen de peixes de agua doce, como
dimetilsulféxido (DMSO), metanol, metilglicol (MG), propileno glicol, dimetil
acetamida (DMA). Dos trabalhos realizados com o DMSO, apresentou resultados
positivos de fertilizacdo e motilidade, com a truta arco-iris (SILVEIRA et al., 1984),
truta (CABRITA et al., 2001), Pseudoplatystoma corruscans e Brycon orbygnianus
(CAROLSFELD et al., 2003), Piaractus brachypomus (NASCIMENTO et al., 2010),
algumas espécies marinhas (GWO; JAMIESON; LEUNG, 2009), tele6steos (STEIN;
BAYRLE, 1978). Assim como para espécies do género Brycon com concentracdo de
10 e 15 % (MURGAS et al., 2004; MELO; GODINHO, 2006; NINHAUS-SILVEIRA,
2006; OLIVEIRA et al. 2007; VIVEIROS et al., 2012c).

Outro crioprotetor que vem sendo utilizado atualmente e com resultados
positivos é o metilglicol (MG), também conhecido como 2-metoxietanol, propano-1,2-
diol-glicol ou etileno éter monometilico (MARIA et al., 2006; VIVEIROS et al., 2010;
2012; NASCIMENTO et al., 2010). Apresentando-se em alguns casos melhor do
gue DMSO para criopreservacdo do esperma de alguns Characiformes, incluindo
quatro espécies do género Brycon: B. orbignyanus (MARIA et al., 2006), B. nattereri
(OLIVEIRA et al., 2007), B. insignis (VIVEIROS et al., 2011), B. opalinus (VIVEIROS
et al., 2012a), todos na concentracao de 10%.

Os crioprotetores extracelulares recobrem a superficie celular e estabilizam a
membrana minimizando os possiveis danos celulares causados pelo processo de
congelamento. Podem ser agucares (sacarose, glicose) e proteinas de baixo peso
molecular ou aminoacidos [gema de ovo, leite em pd, BSA (albumina de soro
bovino), glicina]. Dos crioprotetores extracelulares ja testados um dos que apresenta

bons resultados € a gema de ovo em associagdo com o DMSO (NINHAUS-
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SILVEIRA et al., 2006; SARVI et al., 2006; GODINHO; AMORIM; PEIXOTO, 2003;
GWO; JAMIESON; LEUNG, 2009). Ja com o leite em p0 ndo apresenta muitas
pesquisas utilizando-o como crioprotetor externo na solugcdo. Dos trabalhos ja
realizados, o leite em po6 foi utilizado na concentragcdo de 15%, e testado com
diferentes crioprotetores internos (ex. DMSO, Etilenoglicol, Metanol e Glicerol) para
criopreservacdo do sémen de Lates calcarifer (LEUNG, 1987), Oreochromis niloticus
(GODINHO et al., 2003), Pseudoplatystoma corruscans (CAROLSFELD et al., 2003)
ou na concentracdo de 5% P. metaense (RAMIREZ-MERLANO; MEDINA-ROBLES;
CRUZ-CASALLAS, 2011) ou ainda com 8g Lutjanus synagris (GAITAN-ESPITIA et
al., 2013), variando de 30 a 80% de motilidade entre estas espécies.

O BSA na concentracao de 5mg/mL combinado com 10% metanol apresenta
motilidade alta para a espécie Huso huso (SADEGUI; IMANPOOR, 2013), para o
sémen de M. anguillicaudatus foram testadas sacarose, BSA, glicose e glicina, o uso
de glicina 0.5% foi mais efetivo (YASUI et al., 2009).

Na composi¢cdo das solugdes criopotetoras podemos também encontrar
extensores, cuja finalidade € manter um ambiente adequado para o espermatozoide.
Segundo Watson (1995) o extensor deve proporcionar nutrientes, energia, manter a
pressdo osmotica adequada para que ndo ocorra a ativacdo do espermatozoide
durante o processo de congelamento. Podendo ser solucdes de sais (NacCl), de
carboidratos (glicose) (VIVEIROS et al., 2011; 2012; MURGAS et al., 2007; MARIA
et al.,2006; ERDALH; GRAHAM, 1987; ERDALH; ERDALH; GRAHAM, 1984).

O BTS® tem sido utilizado e com resultados satisfatérios, utilizando
concentracéo variando de 4,5 ou 5% como para Prochilodus lineatus (MURGAS et
al., 2007; FELIZARDO et al., 2010), Piaractus brachypomus (NASCIMENTO et al.,
2010), Salminus brasiliensis (VIVEIROS et al., 2009). O BTS® vem sendo bem
empregado também no género Brycon, como em B. nattereri (OLIVEIRA et al., 2007,
VIVEIROS et al.,, 2012b), B. orbignyanus (MARIA et al.,, 2006) e B. insignis
(VIVEIROS et al., 2011). Também séo utilizados outros extensores como solucao de
Ringer (NaCl 123.2mM; KCI 3.75mM;CaCl2 3.0 mM; NaHCO3 2.65 mM;
214mOsm)(VIVEIROS et al., 2000) e solucao ed Saad (NaCl 200 mM; Tris 30 mM,;
429 mOsm) ( LINHART et al., 1993).
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A escolha de cada produto tanto da solucéo crioprotetora quanto do extensor
deve ser bem avaliada, buscando sempre causar o menor dano possivel a célula.
Ninhaus-Silveira et al. (2006) afima que apdés o descongelamento, o0s
espermatozoides devem apresentar uma boa motilidade para que possam atingir o
local da fertilizac&o e penetrar no évulo.

Os maiores prejuizos conhecidos na estrutura dos espermatozoides com
relacdo ao congelamento se deve ao frio, os efeitos do pH, a formag&o do gelo
intracelular e extracelular, o soluto, o volume e a toxicidade dos crioprotetores,
desintegracdo da peca intermediaria e membrana plasmatica (LEUNG, 1991;
BILLARD, 1983).

Outro ponto importante durante o processo de congelamento, jA mencionado
anteriormente € a diluicdo, ou seja, a propor¢do ideal de solugdo que serd misturada
ao sémen. Esta proporcéo tem que ser numa guantidade na qual proteja todos ou a
maioria dos espermatozoides durante o processo de criopreservacdo e ainda que
mantenha uma concentragdo elevada de espermatozoides em relacdo a solugao
(LEGENDRE; BILLARD, 1980; BILLARD, 1983).

Viveiros e Godinho (2009) mostram que a proporcdo sémen:solucéo de 1:4 é
bastante utilizada para crioprotetor DMSO e 0 1:10 para o metilglicol em espécies de
Characiformes. Carolsfeld et al. (2003) utiliza diluicbes de 1:3 e 1:4 para
congelamento do sémen de P. corruscans com metanol como crioprotetor.

Ainda se tem problemas para aplicagdo de semen criopreservado para
especies aquaticas, como problemas técnicos, volumes pequenos de esperma,
resultados variaveis, falta generalizada de acesso a tecnologia e 0 mais importante
falta de padronizacéo as praticas (TIERSCH, 2008).

Diversas sao as variaveis e dificuldades que podem interferir ou diminuir a
eficiéncia da criopreservacdo do sémen de peixes. Por isso € de grande importancia
o estudo mais aprofundado de cada varidvel para chegar a valores altos de
fertilizagdo do sémen criopreservado que se igualem ao sémen fresco, buscando

assim aumentar a producao e aplicacdo em grande escala desta biotecnologia.

Descongelamento

As palhetas mais comumente utilizadas para o envasamento de sémen do
género Brycon sdo as de 0,5mL, para B. cephalus (NINHAUS-SILVEIRA et al.,
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2006), B. nattereri (OLIVEIRA et al., 2007), B. orbignyanus (MARIA et al., 2006).
Assim, a escolha da temperatura de descongelamento serd de acordo com a
dimensao da palheta, palhetas maiores levam mais tempo para descongelar.

Para o descongelamento seminal as palhetas sao imersas em agua (banho-
maria) em temperatura pré-determinada por tempo suficiente para o
descongelamento do sémen. Esta temperatura ndo pode ser muito baixa, pois pode
haver a recristalizacdo do material seminal, e também nem muito elevada, pois pode
ser letal para os espermatozoides devido ao superaquecimento. Os cristais de gelo
intracelular danificam a membrana, diminuindo assim sua producdo de ATP, e
consequentemente queda na motilidade (BILLARD; COSSON; CRIM, 1993).

Enquanto o congelamento envolve a desidratacdo celular, o
descongelamento envolve uma reidratacdo das células, ocorrendo influxo de agua
para o interior do citoplasma (HOLT, 2000). Portanto a velocidade de
descongelamento deve ser de modo que permita a rehidratacdo celular e evita a
formacao de cristais de gelo no interior da célula, pois estes podem aumentar de
tamanho (regelo) e danificar a célula (CARNEIRO, 2007).

Fertilizacao artificial

Apoés o descongelamento se tem o processo de fertilizacao artificial, que tem
como intuito verificar a viabilidade da solug&o crioprotetora utilizada no processo de
criopreservacdo. Porém, varios fatores podem afetar nos resultados durante a
fertilizacdo, pode ser no momento da mistura do espermatozoide com os ovdcitos,
onde a quantidade de solucdo ativadora pode influenciar no resultado final. Pois, a
inclusdo de volumes elevados desta solucdo ativadora pode causar a diluicdo do
sémen, diminuindo assim a possibilidade dos espermatozoides encontrarem a
micrépila no momento da fertilizacdo. Da mesma forma, as inclusbes de baixos
volumes podem causar a obstrucdo da micrépila pelo muco ovariano ou até mesmo
pelo contato entre os ovacitos, prejudicando assim a entrada dos espermatozoides.
Outro fator que pode causar a obstrucdo da micrépila € o numero elevado dos
espermatozoides na hora da fecundacdo (WOYNAROVICH; HORVATH, 1983;
SHIMODA et al., 2007).

A fertilizagdo dos ovocitos na maioria dos teledsteos ocorre externamente.

Sendo assim, quando se tem a reproducdo artificial os ovoécitos sao colocados
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diretamente em contato com 0s espermatozoides em um recipiente, sendo
misturados como meio ativador. O nimero de espermatozoides necessarios para
fertilizar um ovocito é relativamente elevado e varia de acordo com a espécie.
Segundo Rurangwa et al. (1998) quando se tem uma proporgao relativamente baixa
de espermatozoides por ovécito e mesmo assim se obtém altas taxas de fertilizacéao
significa que a espécie possui alta capacidade de fertilizacdo. J& Melo-Maciel et al.
(2012) enfatiza que quando se utiliza sémen criopreservado, a propor¢cdo de
espermatozoides por ovacito geralmente é superior a utilizada para o sémen fresco,
devido a diminuicdo da qualidade espermatica ap0s o descongelamento.

Sendo assim a fertilizagdo € um ponto chave para verificacdo da qualidade
do sémen. Ou seja, quanto maior for o numero de Ovulos fecundados pelos
espermatozoides, maiores sao os indicios de que o sémen é viavel. Deste modo, a
criopreservacdo de sémen de peixe contribui eficaz de melhorar a reproducdo em
cativeiro, aumenta a producao de larvas, facilita a manipulacéo genética e a selecéo
dos reprodutores, reduzindo assim a quantidade de machos produzidos devido a
disponibilidade de gametas masculinos a qualqguer momento (sucesso
reprodutivo). Além de permitir o estabelecimento de bancos de esperma, util em
programas de hibridacdo e conservacdo genética de espécies ameacadas de
extingdo (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2002; VIVEIROS et al., 2009).
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OBJETIVOS

Geral
Contribuir com o desenvolvimento técnico-econémico da aquicultura e da

preservacao “ex situ” das espécies de peixes neotropicais, através da ampliagcao do

conhecimento da sua biologia reprodutiva e do aperfeicoamento de técnicas de

inducdo hormonal, de avaliagdo seminal e da tecnologia para criopreservagao de

espermatozoides, visando a formacao de um futuro Banco de Germoplasma.

1)

2)

3)

4)

Especificos
Melhorar a técnica de indugcdo hormonal para reproducéo de Brycon cephalus

através da utilizacdo de diferentes doses de ovopel.

Conhecer e avaliar as caracteristicas seminais e espermaticas de Brycon
cephalus, no que se refere a caracteristicas fisico-quimicas do liquido seminal
(pH, osmolaridade), concentracdo espermatica, duracdo da motilidade
espermatica, velocidades (curvilineas e linear), integridade espermaética,

coloracdo e volume seminal médio.

Desenvolver métodos de congelamento e descongelamento para o sémen de
Brycon cephalus, que preservem a integridade e a viabilidade das células

espermaticas.

Determinar o grau de fertilidade e, portanto, o nivel de viabilidade dos

espermatozoides criopreservados.
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CAPITULO 1 - Aplicacdo de dosagens hormonais de Ovopel em machos de
Brycon cephalus.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo de Ovopel® associado a
um inibidor de dopamina, na indugéao a espermiagao de Brycon cephalus. Utilizou-se
20 machos, com peso médio de 0,4kg. Foram separados quatro tanques. Foi
aplicada dosagem unica de Ovopel® (Interfish, Hungria), horménio liberador de
gonadotrofina (GnRha) com inibidor dopaminérgico. O grupo controle aplicou-se
somente soro fisiolégico (0,9%NacCl), nos outros machos dos tanques restantes
foram separados em 3 diferentes dosagens hormonais de Ovopel®, 1mg/kg (T1), 2
mg/kg (T2) e 4 mg/kg (T3). Ambos diluidos em 0,5 mL de soro fisiologico
(0,9%NaCl). Posteriormente foi realizado as analises dos parametros seminais:
volume seminal, motilidade espermatica subjetiva, duracdo da motilidade, pH,
osmolaridade e concentracdo espermatica. Apos inducdo hormonal houve aumento
no volume seminal. O tratamento 3 (4,66+1,52mL) apresentou maior volume seminal
em relacdo ao controle (2,37+1,14 mL). Ja o volume seminal do tratamento 2
(3,54+1,35mL) foi semelhante ao tratamento 3. Os parametros espermaticos pH,
osmolaridade e concentrac@o espermética, ndo demonstraram diferenca significativa
com o controle ou entre os tratamentos. A motilidade espermatica apresentou
percentual elevado nos tratamentos 2 e 3, com escala 5 (81-100%), em relacdo ao
controle que teve escala 4 (61-80%). Em relacdo a duracdo da motilidade
espermatica, o tratamento 3 apresentou a menor duracdo de motilidade com 22+5s,
em relacdo aos outros tratamentos e ao controle. As dosagens hormonais de 2 e
4mg/kg de Ovopel®, demonstraram através das analises dos pardmetros seminais,
serem as mais adequadas para indu¢cdo hormonal de machos de B. cephalus, por
apresentarem melhor qualidade seminal.

Palavras-chave: pH. Osmolaridade. Motilidade. Concentragdo espermatica.
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Application of hormone dosages Ovopel in males Brycon cephalus.
ABSTRACT

This study aimed to evaluate the use of Ovopel ® associated with a dopamine
inhibitor, on the induction of spermiation Brycon cephalus . We used 20 males, with
an average weight of 0.4 kg. Four tanks were separated. Single dose of Ovopel ®
(Interfish, Hungary), gonadotropin releasing hormone (GnRHa) with a dopaminergic
inhibitor was applied. The control group was applied physiological saline only (0.9%
NacCl) in the other tanks of the remaining males were divided into 3 different dosages
of hormonal Ovopel ® , 1mg/kg (T1), 2 mg / kg (T2) and 4 mg / kg (T3) . Both diluted
in 0.5 ml saline (0.9% NaCl). Seminal volume, subjective sperm motility, duration of
motility, pH, osmolarity and sperm concentration : Following the analysis of seminal
parameters was performed . After hormone injection there was an increase in semen
volume. Treatment 3 (4.66 = 1.52 mL) showed higher semen volume compared to
control (2.37 = 1.14 mL). Have the seminal volume of treatment 2 (3.54 + 1.35 mL)
was similar to treatment 3. Sperm parameters pH, osmolality and sperm
concentration, showed no significant difference with the control or between
treatments. Sperm motility showed high percentage in treatments 2 and 3, with level
5 (81-100 %) compared to the control that had scale 4 (61-80 %). Regarding the
duration of sperm motility, treatment 3 had the lowest duration of motility with 22 + 5
seconds, compared to the other treatments and control. Hormone levels 2 and
4mg/kg of Ovopel ®, demonstrated through the analysis of seminal parameters, are
most appropriate for hormonal induction of males of B. cephalus, because they have
better semen quality .

Keywords: pH. Osmolarity. Motility. Sperm concentration.
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1 Introducéo

Espécies de peixes reofilicas necessitam do estimulo da variacdo sazonal
dos fatores abidticos ambientais (velocidade de corrente, pH, temperatura,
pluviosidade, luminosidade, etc..) e da migracdo reprodutiva (Piracema) para que
ocorra 0 desenvolvimento gonadal e a reproducdo efetiva. Entretanto, quando
criadas em cativeiro, estas espécies estdo privadas do ato migratério e muitos dos
parametros abidticos da agua sdo controlados, ndo induzindo ao fechamento do
ciclo reprodutivo. Deste modo, ha a necessidade da aplicacdo da aplicacdo de
técnicas de inducdo hormonal a reproducdo. Que tera a funcdo de induzir a
maturacdo gonadal final e liberacdo dos gametas. Estas técnicas de reproducéo
artificial irdo, permitir a producéo destas espécies migratérias em cativeiro (Carneiro
e Mikos, 2008; Mylonas, et al., 2010).

A inducdo hormonal funciona como um “gatilho” que a partir desta,
desencadeia uma série de reacfes neuroenddcrinas em cascata no eixo-reprodutivo
(hipotalamo-hipdfise-gdnada), levando o estimulo aos locais de producéo e agédo dos
hormonios ligados a reproducao, que sdo os hormonios liberadores de gonadotrofina
(GnRH) e os hormonios gonadotréficos: hormonio foliculo estimulante (FSH ou GtHI)
e hormonio luteinizante (LH ou GtHIl) (Nakayama, 2011). Em geral, esses hormdnios
indutores exdgenos, apesar de terem o0 mesmo propdsito, estimular o
desenvolvimento das gbnadas, diferem quanto ao 6rgdo-alvo de cada horménio,
(GnRH - hipdfise; LH e FSH - gbnadas) (Mylonas et al., 2010).

Os indutores hormonais mais utilizados para estimular a espermiacao de
espécies reofilicas sao:

- Extrato Bruto Hipofisario (EBH) dentre as espécies tratadas, podemos citar,
B. cephalus (Ninhaus-Silveira et al., 2006), Pseudoplatystoma spp (Crepaldi et al.,
2006), carpa (Godinho e Godinho, 1986), Astyanax bimaculatus e Tetragonopterus
chalceus (Sato et al., 2006) e Salminus hilarii (Honji et al., 2011);
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- e Andalogos de Hormonios Liberadores de Gonadotrofinas (GnRHa)
associados com um inibidor de dopamina — podendo destacar espécies como
Prochilodus lineatus, Piaractus mesopotamicus e Brycon orbygnianus (Paulino et al.
2011), Leuciscus idus (Jamréz et al., 2008), Cyprinus carpio (Kayim et al., 2010),
Barbus barbus (Targonska et al., 2011) e Rhamdia quelen (Carneiro e Mikos, 2008).

A utilizacdo de hipdfise para a inducéo a desova de peixes reofilicos, apesar
de ser o método mais difundido na piscicultura, apresenta algumas desvantagens,
dentre elas: ndo a h& uma padronizacdo da concentracdo de hormdnios
gonadotroficos nesta; possui ndo s6 horménios gonadotroficos (FSH e LH), mas
também hormonios de crescimento e osmorreguladores, entre outros, 0 que causa
pode causar resultados irregulares, estresse nos reprodutores, reduzindo a vida util
destes (Mylonas at al.,, 2010). Existe também a possibilidade das hipdfises
dessecadas transmitirem doencas aos animais receptores, devido ao baixo controle
sanitario na producdo e procedéncia (Donaldson e Hunter, 1983). Além disso, a
comercializacéo e a utilizagdo do extrato bruto de hipéfise encontram-se proibido em
algumas regifes do Brasil, devido a questdes sanitérias.

Deste modo, este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de
inducdo a producdo seminal pelo uso do Ovopel® (D-Ala6, Pro9 Net-mGnRH), de
machos de Brycon cephalus, que propicie 0 aumento do volume seminal mantendo a
qualidade do sémen. Segundo Carneiro e Urbinati (2002) B. cephalus € uma
espécie de peixe natural da Bacia Amazbnica, muito apreciada na culinaria, na
pesca esportiva e para a producdo aquicola, devido a sua adaptabilidade ao

cativeiro.

2 Material e Métodos
Utilizou-se exemplares adultos de Brycon cephalus, com dois anos de idade e
peso médio de 0,4 kg, provenientes do plantel existente no Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais - CEPTA/ICMBIO, Pirassununga,

Sao Paulo, Brasil.

2.1 Delineamento Experimental
Apbs selecdo, os machos foram separados em quatro tanques de concreto,

cada um contendo cinco exemplares (n=5). Como indutor hormonal foi utilizado o
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produto Ovopel® (Interfish, Hungria) que é composto por GnRHa associada ao um
inibidor de dopamina, o metoclopramide (D-Ala6,Pro9 Net-mGnRH). Como
tratamentos foram estabelecidos trés diferentes dosagens hormonais, 1mg/kg (T1), 2
mg/kg (T2) e 4 mg/kg (T3) e um grupo controle (CO), no qual aplicou-se somente
soro fisiologico (0,9% NaCl). Para diluicdo das dosagens hormonais foi utilizado 0,5
mL/kg de soro fisiologico (0,9% NaCl). Todos os tratamentos foram aplicados em

dose Unica.

2.2 Coleta do sémen

Apoés aproximadamente 165 hora/graus (t = 6 horas; Tmédia = 27 °C) do
momento da indugcdo foi realizada coleta do sémen, por meio de massagem
abdominal, no sentido antero-posterior do corpo, sendo as amostras coletadas em
tubos de ensaio graduados, previamente limpos e esterilizados. A seguir a cada
coleta foi realizada a analise dos parametros seminais quanto ao volume seminal, a
motilidade espermética subjetiva, a duracdo da motilidade, ao pH, a osmolaridade e

a concentracao espermatica.

2.3 Avaliacdo dos parametros seminais

Para estimar a motilidade espermatica subjetiva foi utilizado o método de
Fribourgh (1966), que estabelece uma escala arbitraria de valores que varia de 0 a
5, sendo o menor valor para as amostras sem nenhum espermatozoide (sptz) movel
e o valor maximo para aquelas que apresentarem 80% ou mais de células méveis.
Para tal, uma gota de sémen foi colocada em lamina histoldgica e ativada com agua
do meio na proporcao de 1:10 (sémen:agua destilada). A duracdo da motilidade foi
mensurada em segundos desde a ativacdo dos espermatozoides até observacao de
10% dos espermatozoides moveis.

Para analise do pH o sémen foi colocado em tubos ependorf e mensurado por
meio do peagametro (CHECKER by HANNA Instruments®, Romania, USA). Ja para
a osmolaridade, o sémen foi centrifugado a 3.000 rpm durante 20 minutos, o
sobrenadante foi retirado e analisado no osmodmetro crioscopico (OSMOMAT®

model 030, Berlim, Alemanha).
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Para determinacdo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido em
solucéo formol-salina na proporcéo 1:1000 (sémen:solucdo) sendo a contagem feita
em camara hematimétrica de Neubauer para determinacdo da média de
espermatozoides por mL (Sptz/mL).

Sptz/mL = [(>.((>:células das grades: 2) )3 repeticdes p/amostra: 3)): n*
50.000]*1000

* n = quantidade de machos.

2.4 Andlise estatistica

Aos dados foi aplicada teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e de
homogeneidade (Bartlett). Para dados ndo paramétricos foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis. Os resultados que apresentaram diferenca significativa (p<0.05,)
aplicaram-se ANOVA e Teste de Tukey. Rodados no programa estatistico R. Cada
macho foi considerado como uma repeticdo (n = 5).

3 Resultados

O tratamento 3 (4,66+£1,52mL) foi o que propiciou a producdo de maior
volume seminal e estatisticamente diferente dos outros tratamentos (T1, 2+0,9 e T2,
3,5%1,3) e do controle (2,3%1,2) (Fig. 1C). Quanto aos parametros pH, osmolaridade,
relacdo volume/peso corporal e concentracdo espermatica ndo demonstraram

diferenca significativa entre os tratamentos (Fig. 1A, Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros seminais de B. cephalus ap6s inducdo hormonal em diferentes dosagens

(n=5).
oo peson COTEETO py osiCUeoE o
Controle 0,385+0,07 30,25+2,21 7,83+0,23a 0,265+0,02a 6,82+3,9a
Tl 0,346+0,03 29,917+1,36 7,96+0,25a 0,287+0,02a 4,52+1,7a
T2 0,332+0,07 29,55+1,98 7,79+0,23a 0,286+0,02a 6,28+1,7a
T3 0,412+0,06 31,917+1,77 8,18+0,09a 0,294+0,01a 8,1+3,4a

*Controle (soro fisiolégico), tratamento 1 (1mg/kg ovopel), tratamento 2 (2mg/kg ovopel) e tratamento 3 (4mg/kg ovopel).
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A motilidade espermatica apresentou percentual elevado nos tratamentos 2 e
3, com nivel 5, ndo diferindo entre si, mas diferem estatisticamente do tratamento 1
do controle que tiveram nivel 4 para motilidade espermatica subjetiva. Ja a
motilidade dos espermatozoides do tratamento 1 n&o diferiram dos valores
apresentados pelo controle (Fig. 1B). Em relacdo a duracdo da motilidade
espermatica, o tratamento 3 apresentou a menor duracao de motilidade com 22+t4s,
em relacdo aos outros tratamentos (T1, 30+7s e T2, 28+6s) e ao controle (32+8s)
(Fig. 1D).

Figura 1 — Parametros esperméticos do sémen de B. cephalus. A - Volume de sémen por kilo do
peso corporal, B — Motilidade espermatica subjetiva, escala de Fribourgh (1966), niveis de 0-5, C-
Volume seminal, D- Durag¢é@o da motilidade espermética, obtidos apds inducéo hormonal com 1mg/kg
(T1, n=5), 2mg/kg (T2, n=5) e 4mg/kg (T3, n=5) de Ovopel® e grupo controle (n=5). As colunas
representam a média dos valores encontrados e as barras correspondem ao desvio padrdo. Barras

com diferentes letras indicam diferencas significativas (p<0.05).
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4 Discussao

O uso de analogos como o Ovopel® em espécies reofilicas é pouco

estudada. Dos trabalhos ja realizados com algumas espécies a dosagem testada foi
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de de 1mg/kg de Ovopel®. Cejko et al. (2012), Argonska et al. (2011) e Jamréz et
al. (2008) além de verificarem que a inducdo a espermiacdo com o Ovopel® foi
efetivo, observaram também que o uso de Ovaprim® (composto do mesmo analogo)
apresentou resultados melhores que o Ovopel®, quanto ao volume seminal e
motilidade espermatica. Entretanto estes resultados baixos podem ser devido a
quantidade de Ovopel® utilizado para a aplicagdo hormonal.

Muitos dos trabalhos se atentam se a aplicagdo hormonal € eficaz em
fémeas, pois 0s machos conseguem espermiar mesmo em cativeiro, porém liberam
sémen em menor quantidade quando a retirada é por massagem abdominal. Assim
a inducdo hormonal tem como objetivo principal estimular a espermatogénese e
aumentar a producéao do liquido seminal (MYLONAS, FOSTIER, ZANUY, 2010).

Assim, este aumento do volume seminal é importante para facilitar a
aplicacdo de técnicas como a criopreservacdao de sémen, além de diminuir a
necessidade de um grande numero de machos nos processos de reproducéo
artificial. Para pisciculturas a vantagem na redugdo do plantel esta
concomitantemente ligada a reducdo dos custos quanto a racdo, mao-de-obra e
guantidade de tanques (CARNEIRO, MIKOS, 2008). A relacédo volume seminal/peso
corporal indica se o peso influencia na quantidade de sémen liberado pelo peixe. Por
nao ter apresentado diferenca entre os tratamentos indica que a diferenca obtida no
volume apds a aplicacdo com as diferentes dosagens nédo foram afetados pelo peso
apresentado pelo peixe.

O fato de nédo ter ocorrido alteracdo na concentracdo espermatica entre 0s
diferentes tratamentos € um indicativo de viabilidade das dosagens hormonais, pois
nao houve alteragcdo na producédo final de espermatozoides. Como afirma Pardo-
Carrasco et al. (2006) que alteracdes nos valores da concentracdo espermatica
influenciam na producédo do fluido seminal do que na espermatogénese. Quanto ao
pH e osmolaridade, Billard e Cosson (1992),informam que valores de osmolaridade
na faixa de 150-200 mOsmol/kg podem iniciar a motilidade espermética além do que
a alteracdo do pH seminal pode causar alteracdo na ativacdo espermatica. A
manutencdo destes parametros € um indicativo de que ndo houve contaminacao

com fezes ou urina na hora da coleta.
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Com base nos dados relatados, o tratamento com dosagem de 2mg/kg por
apresentar um tempo maior na duracdo espermatica, se torna a dosagem mais
adequada para a aplicacdo hormonal com Ovopel® para B. cephalus, pois o
tratamento com dosagem de 4mg/kg mesmo tendo apresentado alta motilidade teve
baixa duracdo espermatica.

5 Concluséo

As dosagens hormonais de 2 mg/kg de Ovopel®, demonstrou através das
analises dos parametros seminais, ser a mais adequada para indu¢cao hormonal de

machos de B. cephalus.
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CAPITULO 2- Substancias crioprotetoras e diluentes na criopreservacio

espermatica de Brycon cephalus.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de solu¢des crioprotetoras
utilizando crioprotetores como o metilglicol, metanol, Bestlvile Thawing Solution
(BTS) e leite em pd na preservacdao dos espermatozoides de B. cephalus. Este
trabalho avaliou solucdes crioprotetoras: A- 5,4g glicose+15g leite em poé integral
(Ninho fortificado Nestlé); B - 5g Bestlvile Thawing Solution (BTS®) Minitub®), em 10
ou 15 mL de crioprotetor interno metilglicol e metanol. Para tal, foram utilizados seis
exemplares adultos de B. cephalus. O sémen coletado foi avaliado quanto a
parametros de coloracdo, concentracdo espermatica e motilidade subjetiva. O
sémen foi diluido na proporcao de 1:5 (sémen/diluente), envasado em palhetas 0,5
ml (IMV) e congelado em vapores de nitrogénio liquido e posteriormente mantido em
nitrogénio liquido. Para o teste de fertilidade o sémen foi descongelado em banho-
maria a 36°C por 12s e a fertilizacdo dos ovocitos foi feita pelo método “a seco”
numa propor¢cdo de 25000 espermatozoides/ovOcito totais, com quatro repeti¢des.
Visando testar o sémen que foi criopreservado, apés o descongelamento foram
realizadas anélises deste no programa ISAS®CASA, feito o teste de fertilizacéo e
analisado em microscopia eletrbnica de varredura para verificar as possiveis
alterac6es morfoldgicas causadas pelo procedimento criogénico. Aos dados foi
aplicado teste de ANOVA, ao nivel de 5% de significancia (a<0,05). Das solu¢des
crioprotetoras utilizadas, verificou-se que apenas o tratamento T7 (Metanol 15mL +
BTS®) (3.7+4.4%) apresentou menor eficiéncia crioprotetora, diferindo
significativamente em relagcdo ao controle (a < 0.05). Somente VSL e STR que
apresentaram correlacdo positiva com a fertilizagcdo (p<0,05). Concluindo que a
solucéo crioprotetora mais adequada para o congelamento seminal de B. cephalus é
0 composto por metilglicol na proporcao de 10 ou 15mL com BTS®, na proporcao de
1:5.

Palavras-chave: Criopreservacdo. Sémen. Espermatozoide. Fertilizacao.
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Cryoprotectant substances and extenders on sperm cryopreservation
of Brycon cephalus.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of cryoprotectant
solutions using cryoprotectants such as methyl glycol , methanol , Bestlvile Thawing
Solution ( BTS ) and powdered milk in the preservation of spermatozoa of B.
cephalus . This study evaluated cryoprotectant solutions : A- 5.4 g glucose 15 g
whole milk powder ( fortified Nestle Nest ) ; B - 5g Bestlvile Thawing Solution (BTS
®) Minitub ®) in 10 or 15 mL of methanol and methyl cellosolve internal
cryoprotectant . For this purpose, six adult specimens of B. cephalus were used. The
collected semen was evaluated for staining parameters , sperm concentration and
motility subjective . The semen was diluted at a ratio of 1.5 (semen / extender ) ,
packaged in 0.5 ml straws ( IMV ) and frozen in liquid nitrogen vapor and then kept in
liquid nitrogen . To test the fertility semen was thawed in a water bath at 36 ° C for
12s and fertilization of oocytes was taken by " dry" in a ratio of 25000 sperm / oocyte
total with four replications method. To test the semen was cryopreserved after
thawing analyzes were performed in this ISAS ® HOME program , made the
fertilization test and analyzed by scanning electron microscopy to determine possible
morphological changes caused by the cryogenic procedure. Was applied to the data
using ANOVA test at 5% level of significance ( a < 0.05) . Of cryoprotectant solutions
used , it was found that only the treatment T7 ( 15mL Methanol + BTS® ) (3.7 £ 4.4
% ) showed a lower efficiency cryoprotecting , differing significantly from the control (
a <0,05 ). Only VSL and STR which showed positive correlation with fertilization ( p
< 0.05 ) . In conclusion that the most suitable cryoprotectant solution for freeze
seminal B. cephalus is composed of methyl cellosolve in the ratio of 10 to 15mL with
BTS ® at a ratio of 1:5 .

Keywords: Cryopreservation. Sperm. Spermatozoon. Fertilization.
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1 Introducéo

A fauna de peixes de agua doce do Brasil € particularmente diversificada e
muitas espécies sdo endémicas, sendo por iSso muito importante sua preservacgao.
Vérias destas espécies tem grande importancia para a pesca artesanal e esportiva
e, atualmente para a aquicultura. Muitas destas espécies necessitam realizar uma
migracao reprodutiva (piracema) para reproduzir, como também um acesso sazonal
a lagoas de criacdo para o desenvolvimento de larvas e juvenis. Deste modo estas
sdo particularmente sensiveis aos efeitos prejudiciais das variacdes climaticas,
construcdo de hidrelétricas, urbanizagdo, agricultura e a introducdo de novas
espécies (CAROLSFELD et al., 2003).

Visando a preservacdo das espécies de peixes neotropicais, técnicas de
criopreservacado do sémen tém contribuido sensivelmente para o desenvolvimento e
aplicacdo de metodologias visando o controle da reproducdo, favorecendo a
manipulacdo genética, a selecdo de plantéis e a reducédo do estoque de machos
pelo fato de tornar disponiveis os gametas a qualquer tempo. Soma-se a isso, a
possibilidade da utilizacdo de tal metodologia em programas de hibridacéo,
programas de preservacao de material genético de espécies em risco de extingao e
0 interesse e importancia atual da implantagdo dos “bancos de genes” (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006).

Pesquisas em criogenia com espécies de peixes neotropicais aumentaram
nos ultimos anos, mas ainda sdo poucos numerosas e apontam para a necessidade
de estudos mais profundos para o estabelecimento de técnicas especificas de
criogenia que melhor se adaptem as nossas espécies (NINHAUS-SILVEIRA et al.,
2002). Dentre os trabalhos de criogenia realizados com sémen de espécies
Neotropicais podemos destacar: Oreochromis niloticus (GODINHO; AMORIM;
PEIXOTO, 2003), Clarias gariepinus (VIVEIROS; SO; KOMEN, 2000), Cyprinus
carpio (HORVATH; MISKOLCZI; HURBANIY, 2003), Pseudoplatystoma metaense
(RAMIREZ-MERLANO; MEDINA-ROBLES; CRUZ-CASALLAS, 2011), algumas
espécies de teledsteos (STEIN; BAYRLE, 1978), revisdo de peixes de agua doce
(VIVEIROS; GODINHO, 2009). Alguns problemas para o congelamento de sémen
de peixe estéo ligados ao tipo de extensor e de substancias crioprotetores a serem
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utilizadas para protegerem as células espermaticas, que se nao forem adequados
acabam por inviabilizar os espermatozoides.

A espécie escolhida para o presente estudo o matrinxa, Brycon cephalus é
natural da Bacia Amaz6nica, sendo muito apreciada na culinaria, na pesca esportiva
e para a producdo aquicola, devido a sua adaptabilidade ao cativeiro (CARNEIRO;
URBINATI, 2002).

Os diluentes mais utilizados para congelamento do sémen de Characiformes
continham na composi¢cao do extensor glicose e como crioprotetor interno o dimetil
sulféxido (MURGAS, et al., 2004; CAROSFELD et al., 2003; NINHAUS-SILVEIRA et
al. 2002, 2006; RAMIREZ-MERLANO et al., 2011). Atualmente tem se utilizado o
Bestlvile Thawing Solution (BTS®) em associagcdo com o0 crioprotetor interno
metilglicol em Brycon insignis (VIVEIROS et al., 2011, 2012a), B. nattereri
(OLIVEIRA et al., 2007; VIVEIROS et al., 2012c), B. opalinus (VIVEIROS et al.,
2012b), Colossoma macropomum (VARELA JUNIOR et al., 2006), Piaractus
brachypomus (NASCIMENTO et al., 2010) e Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al.,
2009). Ou com metanol, B. orbignyanus (MARIA et al., 2006), P. lineatus
(FELIZARDO et al.,, 2011; MURGAS et al., 2007). Entretanto também se tem
trabalhos de metanol com leite em po, Leporinus obtusidens (TAITSON; CHAMI;
GODINHO, 2008), B. orbignyanus (CAROLSFELD et al., 2003), P. lineatus (PAULA
et al., 2012). Muitos destes trabalhos utilizam a motilidade pés-descongelamento
como resposta de viabilidade das solucdes diluidoras, em vez de utilizarem a
fertilizacao.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de solucdes
crioprotetoras utilizando crioprotetores como o metilglicol, metanol, Bestlvile Thawing
Solution (BTS) e leite em pd na preservacdo dos espermatozoides de B. cephalus,

buscando elaborar um protocolo de congelamento para esta espécie.

2 Material e métodos
2.1 Coleta do sémen.

Foram utilizados exemplares adultos de B. cephalus, com peso médio de 1

kg, provenientes do plantel existente no Centro Nacional de Pesquisa e
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Conservacao de Peixes Continentais - CEPTA/ICMBIO, Pirassununga, Sdo Paulo,
Brasil.

Os machos foram induzidos hormonalmente a espermiacdo (dose Unica de
1mg de Ovopel®/Kg peixe vivo). Apds aproximadamente 162hora/graus (t = 6 horas;
Tmeédia = 27°C) foi realizada a coleta do sémen por meio de massagem abdominal,
no sentido antero-posterior do corpo, sendo as amostras coletadas em tubos de
ensaio graduados, previamente limpos e esterilizados. Posteriormente realizou-se a

andlise dos parametros seminais de cada dosagem hormonal aplicada.

2.2 AvaliacOes espermaticas
2.2.1 Sémen fresco
A coloracdo foi avaliada considerando os padrdes basicos, transparente,
branco e leitoso e as tonalidades intermediarias. Para estimar a motilidade
espermatica subjetiva foi utilizado o método de Fribourgh (1966), que estabelece
uma escala arbitraria de valores que varia de 0 a 5, sendo o menor valor para as
amostras sem nenhum espermatozoide (sptz) movel e o valor maximo para aquelas
que apresentarem 80% ou mais de células moveis, para tal uma gota de sémen foi
colocada em lamina histologica e ativada com agua do meio na proporcéo de 1:10
(sémen:agua destilada). A duracao da motilidade foi mensurada em segundos desde
a ativacdo dos espermatozoides até observacdo de 10% dos espermatozoides
moveis. Para determinacdo da concentracdo espermética, o sémen foi diluido em
solucao formol-salina na proporcao 1:1000 (sémen/sol.) sendo a contagem feita em
camara hematimétrica de Neubauer para determinacdo da média de sptz/mL.

[(C (células das grades: 2)*3 repeticdes p/amostra: 3)* 50.000].
2.2.2 Sémen pos-descongelamento

Foram medidas a motilidade total (%) e as velocidades esperméticas do
sémen poés-descongelados por meio do sistema integrado ISAS® CASA Integrated
Semen Analysis System D4C20. Foram analisadas as velocidades espermaticas:
velocidade curvilinear (VCL, um/s); velocidade linear (VSL, um/s); velocidade média
(VAP, um/s). Coeficiente de linearidade (LIN, %,; calculado como VSL/VAP);

coeficiente de retilinearidade (STR, %; calculado como VSL/VCL); oscilagdo media
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da trajetoria espacial do espermatozoide, oscilacdo, WOB (%); amplitude do

movimento lateral da cabeca (ALH, um); frequéncia de batimento flagelar (BCF, Hz).
2.2.3 Analise morfolégica

Para fazer anadlise ultraestrutural das possiveis alteracbes provocadas nas
células espermaticas pelos protocolos de criopreservacdo, amostras de sémen
fresco e descongelado foram pré-fixadas em glutaraldeido (2,5%) e solugdo de
paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2% em tampao fosfato 0,1 M, a pH 7,3. E
posteriormente foi encaminhada para o laboratério de microscopia eletrénica na
UNESP Botucatu para o processamento usual para analise em microscopia
eletrénica de varredura (MEV). As eletromicrografias dos tratamentos foram
realizadas na UNESP-Botucatu e UNESP-Ilha Solteira.

2.3Criopreservacao
2.3.1 Solucdes crioprotetoras.

Foram formuladas duas solucdes crioprotetoras: A) Constituida de 5,49
glicose+15g leite em po6 integral (Ninho fortificado Nestlé, Nutricional Compass®,
ltuiutaba, Brasil) + 10 ou 15mL de crioprotetor interno adequados a 100mL de agua
destilada; B) Composta por 5g de Bestlvile Thawing Solution (BTS®) (Minitub,
Tiefenbach, Alemanha. Composicéo glicose 79,9%, citrato de sodio 12,7%, EDTA
2,7%, bicarbonato de sédio 2,7% e cloreto de potassio 1,6% e sulfato de
gentamicina 250ug/mL) + 10 ou 15mL de crioprotetor interno adequados a 100mL de
agua destilada. Foram utilizados dois crioprotetores internos, metilglicol (MG,

Merck®) e metanol (MET, Merck®), representados na tabela 1.

2.3.2 Teste de toxicidade das solugdes crioprotetoras.

Antes do processo de congelamento seminal foi realizado teste de
viabilidade das solucdes crioprotetoras. O sémen de B. cephalus foi diluido na
propor¢cdo de 1:5 (sémen:solucdo), misturado e homogeneizado com o0s oito
tratamentos separadamente, sendo posteriormente ativados com agua destilada e
verificando a motilidade espermatica subjetiva de cada tratamento. Foi realizado trés

repeticbes para cada solugdo, onde sO6 foram escolhidas as que apresentaram
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motilidade espermatica subjetiva meédia nos indices de 4 e 5 (61-100%)
(Fribourgh,1966).

Tabela 1- Relag&o das solugbes crioprotetoras.

Crioprotetor interno Solugdo crioprotetora A Solugdo crioprotetora B
Metilglicol 10mL T1 T2
Metilglicol 15mL T3 T4

Metanol 10mL T5 T6
Metanol 15mL T7 T8

Solucéo crioprotetora A: 5,4g glicose+15g leite em p6 integral, Solucao crioprotetora B: 5g de Bestlvile
Thawing Solution (BTS®).

2.3.3 Congelamento.

O sémen coletado foi diluido utilizando os 5 tratamentos (T1, T3, T4, T5e T7
(Tab. 1) selecionados do teste de toxicidade, na proporcéao de 1:5 (sémen/solucéo),
homogeneizado e envasado em palhetas de plastico de 0,5 mL (IMV) a temperatura
ambiente de 25°C. ApOs o envasamento, as palhetas foram depositadas em uma
bandeja composta por tela de aco e disposta cerca de 1 cm de distancia da
superficie do nitrogénio liquido, contido em uma caixa isolante de isopor® de 33
litros (33,9 cm altura x 26 cm largura x 41 cm comprimento), com temperatura
ambiente de -190°C. Apdés as amostras atingirem -180°C, por aproximadamente
10min, mensurado por um Termopar (GULterm 200, Gulton do Brasil Ltda.), estas
eram imersas em nitrogénio liquido e posteriormente transferidas para ser estocado
em um “container” criogénico do tipo “liquido” (Taylor-Wharton, modelo XT21-Al-
11M) por 24h.

2.4 Fertilizagao artificial

Para o teste de fertilizacdo, foram utilizados ovécitos de fémeas de 3 anos de
idade, adultas e maduras, previamente induzidas a ovulacdo com solucdo de
Ovopel® nas doses de 0,5 mg e 5 mg/kg de peso vivo, em duas aplicacdes, com
intervalo de 10 horas, respectivamente. Os machos selecionados para o tratamento

controle receberam uma aplicacdo hormonal nas dosagens ja descritas, quando da
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segunda aplicacdo nas fémeas. Todos apresentaram motilidade nivel 5, segundo a
escala de Fribourgh (1966). Decorridas 150 hora/graus (t = 6 horas; Tmédia = 28°C)
da segunda aplicacdo, os oOvulos foram retirados dos individuos por massagem
abdominal no sentido antero-posterior do corpo. Os 6vulos de trés fémeas foram
misturados em forma de um “pool”, para o controle das caracteristicas individuais
das desovas. Para estabelecer a quantidade de Ovulos por amostra, foram
determinados quantos 6vulos ndo hidratados em média estaria contido em 1 g de
material, 0 que correspondeu a 27961183 ovdcitos/g.

Para a fertilizacdo foi estabelecido 1g de ovécitos para uma palheta de
sémen descongelado, estabelecendo uma proporcdo de 25000 espermatozoides
totais/ovdcito. O sémen foi descongelado por imersao da palheta em agua a 36° por
12s, evitando o contato com a agua com o sémen.

O experimento foi realizado com quatro repeticbes para cada tratamento.
Para ativar os espermatozoides foi utilizada agua do tanque. Os ovdcitos fertilizados
(ovos) e hidratados foram levados para as incubadoras experimentais de PVC (100
mm didmetro, 10 cm altura). Apds 16 horas de incubacdo, os embrides foram
coletados, fixados em formol 10%, e levados ao Laboratério de Ictiologia Neotropical
(Departamento de Biologia e Zootecnia, UNESP lIlha Solteira) para a determinacéo

do percentual de fertilizacéo.
2.5Analise Estatistica

As repeticdes foram o numero de machos (n=6). Aos dados foi aplicada teste
de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade (Bartlett) (p>0.05). Para dados
nao paramétricos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os resultados que
apresentaram diferenca significativa (p<0.05) aplicaram-se ANOVA e Teste de
Tukey. Aos dados de fertilizagdo e motilidade apresentado pelo programa ISAS®
CASA, foi aplicado o teste de correlacdo de Pearson e regressao linear. Ambos

rodados no programa estatistico R.

3 Resultados

3.1 Avaliacédo das caracteristicas seminais
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As caracteristicas seminais foram as seguintes: coloracao branca, volume
3,92+1,84mL, concentracdo espermatica 6,5+3x10° espermatozoides/mL, motilidade

subjetiva de 98+2% com duragao de 28+7s.

3.2 Criopreservacdao e nivel de toxicidade das soluc¢des crioprotetoras.

Os resultados do teste de viabilidade das soluc¢des crioprotetoras estdo na
Tabela 2. As solucdes que apresentaram motilidade espermatica em media acima
de 60% foram as seguintes: T1 - Metilglicol 10mL + BTS® (81-100%), T3 - Metilglicol
15mL +BTS® (61-80%), T4 - Metilglicol 15mL+LP (61-80%), T5 - Metanol 10mL +
BTS® (81-100%), T7 - Metanol 15mL +BTS® (61-80%).

Tabela 2- Teste toxicidade das solu¢cBes crioprotetoras através da analise de

motilidade espermatica subjetiva (n=3).

C. Controle (sémen fresco) 5
T1. Metilglicol 10mL + BTS® 5*
T2. Metilglicol 10mL LP+gli 3
T3. Metilglicol 15mL +BTS® 4*
T4. Metilglicol 15mL +LP+gli 4*
T5. Metanol 10mL + BTS® 5*
T6. Metanol 10mL LP+gli 3
T7. Metanol 15mL +BTS® 4*
T8. Metanol 15mL + LP+gli 2

Valores da motilidade subjetiva: 0 - 0%, 1 — 1-20%, 2 — 21-40%, 3 — 41-60%, 4 — 61-80%, 5 — 81-100%.
* Solucg@es crioprotetoras selecionadas para posterior congelamento seminal. LP, Leite em P6; BTS®, Bestville Thawing

Solution; gli, glicose.

Das solugbes crioprotetoras utilizadas, verificou-se que T1 (30.2+24.2%), T3
(36.7+£36.5%), T4 (17.2+27.7%) e T5 (23.5+16.5%) tiveram maior efeito protetor para
0s espermatozoides de B. cephalus durante os processos de congelamento e
descongelamento, ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05) na

percentagem de fertilizacdo entre eles. Entretanto ambos diferiram do controle
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(67.4+27.5%). Ja o tratamento T7 (3.7x4.4%) apresentou menor eficiéncia

crioprotetora, diferindo significativamente em relagéo ao controle (p<0.05) (Fig.1).

Figura 1: Percentual médio de fertilizacdo do sémen descongelado (n=6). C, Controle; T1, Metilglicol
10mL+BTS®; T3, Metilglicol 15mL+BTS®; T4, Metilglicol 15mL+LP+gli; T5, Metanol 10mL+BTS®; T7,
Metanol 15mL+BTS®. LP, leite em po; BTS®, Beltsville Thawing Solution®; gli, glicose. Barras com

diferentes letras indicam diferencas significativas (p<0.05), de acordo com teste de Tukey.
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3.3 Sémen pés-descongelados.

Os espermatozoides pés-descongelados dos tratamentos de metilglicol 10mL
+ BTS® (T1) e metilglicol 15mL + BTS® (T3) apresentaram regidao da peca
intermediaria e cauda intactos (Fig. 3A e D), igualmente ao espermatozoide do
sémen fresco (Fig.2). Entretanto a regido da cabeca dos espermatozoides do T1
apresentou enrugada (Fig.3B) e alguns com retracdo na por¢ao entre a cabeca e a
peca intermediaria (Fig. 3C). JA os espermatozoides do T3 exibiram retracdo na
regido da peca intermediaria na poc¢do basal (Fig.3E) e alguns com a peca
intermediaria totalmente degradada (Fig. 3F). Os espermatozoides tratados com
Metilglicol 15 mL + LP + Gli (T4) apresentaram deformac&o na regido da cabeca
(Fig.4A), alguns com retracdo na regido basal da cabeca, sendo possivel a
observacédo da insercdo da cauda na regido da cabeca (Fig.4B). E deformidade na
regido da cauda do tipo cauda dobrada (Fig.4D). Além da presenca de grumos por

toda a extensdo do espermatozoide (Fig.4C).
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Figura 2 — Eletromicrografia do espermatozoide de Brycon cephalus do grupo controle. A:

regides da cabeca (a), peca intermediaria (asterisco) e cauda (b); B: regido da cabeca.
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Apébs tratamento com metanol 10 mL + BTS® (T5), os espermatozoides pos-
descongelados exibiram degradacdo na regido da cabeca (Fig.5A, F). A peca
intermediaria também se mostraram degradadas em alguns casos (Fig.5A, F) e em
outros ainda foi possivel a observacdo da insercdo da cauda na regido da cabeca
(Fig.5C), também tinham espermatozoides com retracdo na regido entre a cabeca e
peca intermediaria (Fig.5B). Além destas ainda foi possivel observar o rompimento
da peca intermediaria na regido proxima a cabeca (Fig.5D). Quanto a regido da
cauda, os defeitos morfolégicos observados foram dos tipos: cauda curta (Fig.5E),
enrolada (Fig.5F) e quebrada (Fig.5H).

Os espermatozoides tratados com metanol 15 mL + BTS® (T7) observou-se
gue alguns tinham a regido da cabeca totalmente degradada (Fig.6A), ja a peca
intermediaria apresentaram-se retraidos (Fig.6A), rompidas, sendo possivel a
observacdo da insercdo da cauda na regido da cabeca (Fig.6B) ou degradadas
totalmente (Fig.6D,E,F). Quanto a regido da cauda, alguns exibiram cauda isolada
(Fig.6C) e quebrada (Fig.6E,F).
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Figura 3 — Eletromicrografia dos espermatozoides de B. cephalus pé6s-descongelados dos
tratamentos metilglicol 10mL + BTS® (T1, A-C) e metilglicol 15mL + BTS® (T3, D-F). A e D:
espermatozoide inteiro; B: Enrugamento na regido da cabeca; C: Retracdo na porcdo entre a cabeca
e a peca intermediaria (seta grossa); E: Retracdo na regido da peca intermediaria (seta fina); F: Peca

intermediéaria totalmente degradada (c). Legenda: cabeca, a; peca intermediaria, asterisco; cauda, b.

Fonte: Bashiyo-Silva (2014).
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Figura 4 — Eletromicrografia das deformidades dos espermatozoides de B. cephalus pés-
descongelados do tratamento metilglicol 15mL + LP + Gli (T4). A: Deformacdo na regido da
cabeca; B: Retracdo na regido basal da cabeca, sendo possivel a observacdo da insercédo da cauda
na regido da cabeca (seta grossa); C) Presenca de grumos por toda a extensdo do espermatozoide
(duas setas); D) Espermatozoide com cauda dobrada (d). Legenda: a, cabeca; asterisco, peca

intermediaria.
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Fonte: Bashiyo-Silva (2014).
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Figura 5 — Eletromicrografia das deformidades dos espermatozoides de B. cephalus poés-
descongelados tratamento Metanol 10mL + BTS® (T5). A: Degradacdo da cabeca e peca
intermediaria; B: Retracdo na regido entre a cabeca e peca intermediaria (seta grossa); C:
Degradacéo da peca intermediaria (e), sendo possivel a observacao da insercao da cauda na regiao
da cabeca; D: Rompimento da peca intermediaria na regido préxima a cabeca (cabeca de seta); E:
Espermatozoides com cauda curta. F: Espermatozoide com cauda enrolada; G: Degradacdo da peca
intermediaria; H: Espermatozoide com cauda quebrada (estrela). Legenda: cabeca, a; peca

intermediaria, asterisco; cauda, b.

Fonte: Bashiyo-Silva (2014).
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Figura 6 — Eletromicrografia das deformidades dos espermatozoides de B. cephalus poés-
descongelados tratamento Metanol 15mL + BTS® (T7). A: Cabeca totalmente degradada e peca
intermediaria retraida; B: Peca intermediaria rompida, sendo possivel a observacédo da insercao da
cauda na regido da cabeca; C: Espermatozoide com cabeca isolada; D: Degradacac total da peca
intermediaria; E- F: Espermatozoide com cauda quebrada e peca intermediaria degradada. Legenda:

cabeca, a; peca intermediaria, asterisco; cauda, b.
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3.4 Correlacédo motilidade esperméatica ISAS®CASA e fertilidade artificial

Os valores meédios, dos espermatozoides descongelados, obtidos pelo
programa foram: motilidade total (15,4+6,2%), VCL (86,4%9,4 um/s), VSL (59,5+11,7
um), VAP (76,811 um/s), STR (75,8+6,4%), LIN (67,1+8,7%), WOB (87,4+5%), ALH
(0,96+0,19 um), BCF (13,6£1,3 Hz).

Dentre estes valores obtidos no programa ISAS®CASA, somente 0 VSL e 0
STR apresentaram correlacao linear de Pearson positiva (p<0,05) com as taxas de
fertilizacdo (R?=0,27) (Fig.7).

Figura 7 — Grafico de correlacdo e Regressao linear entre os valores obtidos no programa
ISAS®CASA e a fertilizacdo. VSL, velocidade linear (um/s); STR, coeficiente de retilinearidade,
calculado por VSL/VAP (%) (R°=0,27).
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Fonte: Bashiyo-Silva (2014).
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4 Discussao

4.1 Avaliacao das caracteristicas seminais

Caracteristicas seminais e espermaticas sdo importantes para avaliar a
capacidade reprodutiva do reprodutor. Também é fundamental para escolha das
melhores amostras espermaticas para aplicacdo em protocolos de criopreservagao
(CABRITA et al., 2010). As caracteristicas seminais apresentam variacdes intra e
interespecifica, tornando assim de grande importancia a analise de cada uma delas
tanto na producédo como para o conhecimento biolégico. As caracteristicas seminais
para 0 sémen fresco apresentam variagcbes, mas com similaridade aos dados
encontrados por Ninhaus-Silveira et al. (2006) para a mesma espécie.

A motilidade dos espermatozoides depende de diferentes aspectos da célula,
tais como integridade das mitocondrias, a producao de ATP, a atividade do canal de
membrana plasmatica e estrutura flagelar (CABRITA et al., 2010). Segundo Cosson
(2004) a diferenca no valor da motilidade pode estar relacionado a diversas variaveis
como pH, concentracdo de diversos ions e osmolaridade, pois ambos estao

intimamente relacionados na ativacdo da motilidade espermatica.

4.2 Nivel de viabilidade das solucdes crioprotetoras.

A solucédo crioprotetora ideal € aguela que promove meio adequado para o
sémen, sem que ocorra a ativagdo dos espermatozoides antes do congelamento, e
gue proteja o espermatozoide durante e apds o congelamento. Portanto foi realizado
o teste de viabilidade antes do congelamento serve como pré-teste, pois as solucdes
que j& ativam o espermatozoide antes do congelamento, ndo sdo solu¢des que
serdo aptas a oferecer o melhor meio para o sémen durante 0 processo de
congelamento.

Tanto os ions como os crioprotetores podem afetar na motilidade
espermética e na capacidade de fertilizacdo (YASUI et al., 2012). A associacado de
metilglicol 10% com leite em po6 e glicose ndo apresentou motilidade tdo baixa (41-
60%), porém com o aumento na concentracdo de metil glicol, produziu um efeito

melhor sobre a célula (61-80%). Pode-se sugerir a partir destas informacdes que a
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composicdo do extensor como do crioprotetor metilglicol ndo teve uma acéo toxica
para os espermatozoides de B. cephalus.

J& o metanol quando colocado juntamente com leite em p6 e glicose néo
trouxe boas taxas de motilidade (<41%), Isso pode ser devido a acdo mais toxica do
crioprotetor as células germinativas (espermatozoides e/ou o6citos), pois segundo
Chao e Liao (2001) os crioprotetores apesar de serem necessarios para aplicacao
da técnica de congelamento, a sua toxidez pode provocar a mortalidade das células
durante a entrada ou saida no seu interior e 0 grau desta toxidez pode estar
relacionado a sensibilidade da espécie. O metanol, segundo Bedore (1999), é tido
como o crioprotetor intracelular mais permeavel a membrana, porém, € aquele que
apresenta a maior toxicidade dentro de seu grupo. Melo e Godinho (2006)
demonstra que o aumento da concentracdo de metanol na solugdo diminui a
motilidade espermatica do sémen de B. orthotaenia, concentracdes acima de 10%
decaem de 65% para 17%. Demonstrando assim que o aumento de determinados
crioprotetores podem diminuir sua efetividade e aumentar sua toxidade na célula.
Porém em alguns trabalhos se obteve resultados positivos de motilidade
espermética pos-descongelamento de algumas espécies como em B. orbignyanus
(80-100%) e P. corruscans (60-80%) (CAROLSFELD et al., 2003).

Outro trabalho utilizando 10% metanol+15% leite em pd para o sémen de
zebra fish obteve fertilizacdo de 0.2% (MORRIS et al., 2003), valores similares ao
encontrado em nosso trabalho. Trabalhos com a mesma concentragdo de metanol,
porém com 10% leite em pd apresentaram motilidade espermatica poés-
descongelamento de 1%, para o sémen de L. obtusensis (TAITSON; CHAMI,
GODINHO, 2008).

4.3 Congelamento

Das solucbes crioprotetoras selecionadas, as solucfes que continham
metilglicol com o BTS (T1 e T3, 30-36%) apresentaram fertilizacdo maior que a
solucdo associada ao leite em p6 (T4, 3-23%). Sobre o crioprotetor externo leite em
pob, este em associacdo com o metilglicol ndo foi encontrado trabalhos na literatura.

Como encontrado em outros trabalhos para o mesmo género (ORFAO et al.,
2011; VIVEIROS et al., 2012a;2012b). Recentemente este crioprotetor vem sendo
utilizado com o diluidor BTS®, apresentando resultados satisfatérios para sémen
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pés-descongelado. A solucéo crioprotetora composta por 5% BTS® + 10% metilglicol
utilizada neste trabalho, também foi utilizado para o congelamento de sémen de
outros Brycon como B. orbignyanus (MARIA et al., 2006), B. insignis (VIVEIROS et
al., 2011), B. nattereri (VIVEIROS et al., 2012b; OLIVEIRA et al., 2007), propiciando
resultados de motilidade espermatica pos-descongelamento de 66, 77, 78 e 72 %,
respectivamente, ambos diluidos na proporcdo de 1:10. Em ambos os trabalhos
também foi realizada a solu¢cdo contendo metilglicol porem com associacdo com
glicose e ndo apresentou diferenca estatistica entre estes dois componentes.

Este crioprotetor também foi testado em outras espécies como Piaractus
brachypomus (NASCIMENTO et al., 2010) e Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al.,
2009), apresentando taxas de motilidade espermatica pos-descongelamento
satisfatorios com 53 e 94%, respectivamente. Varella-Junior et al. (2012) utiliza o
diluente BTS em associacdo com outro crioprotetor (DMSQO) e obteve resultados
satisfatorios de fertilizagdo do sémen de C. macropomum com 60.3%.

O crioprotetor interno apresentou resultados mais baixos que o metilglicol
(T7 e T5, 3-23%). Com relacdo ao T5, em Maria et al. (2006) que usou a mesma
solucdo para o sémen de B. orbignyanus e obteve 21% motilidade espermatica pos-
descongelamento, também testou a interacdo deste composto com acréscimo de
gema de ovo obtendo valor de 48% de motilidade. Porém a baixa fertilizagcdo no T7
pode ter sido devido ao grau de toxidez do metanol, como ja& mencionado
anteriormente. Como encontrado em outros trabalhos (GODINHO; AMORIM,;
PEIXOTO, 2003; RAMIREZ-MERLANO et al., 2011; LAHNSTEINER; WEISMANN;
PATZNER, 1996; SADEGUI; IMANPOOR, 2013), onde ambos apresentaram
motilidade esperméatica pos-descongelamento <20%. Agora para a concentracao de
8% de metanol, testado no sémen de P. lineatus, aumenta a motilidade espermatica
pos-descongelamento para 48% (FELIZARDO et al., 2011). O mesmo resultado
também foi encontrado quando se teve o acréscimo de gema de ovo na solucdo
crioprotetora para o congelamento do sémen de B. orbignyanus (MARIA et al., 2006)
apresentando motilidade espermatica de 48%, mas para P. metaense quando
adicionado a gema de ovo a motilidade espermatica pds-descongelamento é de
23,3% (RAMIREZ-MERLANO; MEDINA-ROBLES; CRUZ-CASALLAS, 2011).
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Entretanto nos trabalhos de Murgas et al. (2007), Paula et al. (2012)
utilizaram o mesmo crioprotetor interno para a criopreservagdo do sémen de P.
lineatus e os resultados apresentaram motilidade dos espermatozoides apds o
descongelamento em média cerca de 74%, 70% respectivamente. Alguns trabalhos
como Horvath, Miskolczi e Hurbaniy (2003), Lahnsteiner, Weismann e Patzner
(1996), Sarvi et al. (2006) e Viveiros, So e Komem (2000) ainda demonstram que 0
uso deste crioprotetor apresenta fertilidade elevada para o sémen de carpa comum
(74%), Thymallus thymallus (84%), Salmo trutta caspius (66,2%) e Clarias gariepinus
(81%), respectivamente. Trabalhos demonstram que a associacdo com o leite em po
com o DMSO é mais efetivo do que metanol, leite em p6-10%,30% e DMSO-
79.6%,>50%, respectivamente (RAMIREZ-MERLANO; MEDINA-ROBLES; CRUZ-
CASALLAS, 2011; GAITAN-ESPITIA et al., 2013).

A baixa fertilizacdo encontrada nos tratamentos com metanol foi comprovada
pelas analises em microscopia eletrdbnica de varredura que apresentaram
deformidades graves na regido da cabeca e peca intermediaria, onde podem ter
levado a baixa eficiéncia durante o processo de fertilizago.

4.4 Sémen pos-descongelado e Fertilizagdo artificial

A velocidade linear (VSL) e a linearinidade (STR) terem apresentado
correlacdo com a fertilidade indica que quanto mais linear for a trajetéria do
espermatozoide, maior sera a taxa de fertilizacdo. Diferentemente de outras
espécies onde se observa que além da velocidade linear, a velocidade curvilinea
(VCL) também aumenta as taxas de fertilizacdo como em Prochilodus lineatus
(VIVEIROS et al., 2010) e Takifugu niphobles (GALLEGO et al., 2013).

O fato da motilidade esperméatica apresentada pelo programa CASA® nao
ter relagdo com a fertilidade, leva a duvidas sobre utilizar a motilidade esperméatica
pés-descongelamento como ferramenta para indicar a efetividade da solugéo
crioprotetora. Gwo, Jamieson e Leung (2009) enfatizam que a motilidade
espermatica € uma quantificacdo empirica, onde a melhor forma de indicar o
sucesso do processo de criopreservacdo € a fertilizagdo. Yasui et al. (2012)
confirmam esta afirmacdo, demonstrando que a motilidade nem sempre é um
indicador eficaz do sucesso da fertilizagdo. Ainda para Bobe e Labbé (2010) o

sucesso da fertilizagdo é uma forma de estimar a qualidade e interacdo da relacdo
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espermatozoide/ovocito. Sendo assim, segundo Rurangwa et al. (1998) ndo ha uma
relacdo espermatozoide/ovécito definida para um 6timo percentual de fertilizagéo.
Sendo que podemos inferir que ndo sO esta relacdo influencia as taxas de
fertilizagdo, mas varios outros fatores podem afetar, tal como a qualidade dos
gametas entre outras variaveis.

Portanto existem varios fatores que podem afetar na qualidade dos ovos
quanto do espermatozoide como a nutricdo dos animais, temperatura, foto periodo,
salinidade, métodos de coleta (indugdo a desova, extrusdo do sémen, ovos que
passaram do tempo) (BOBE; LABBE, 2010). E a qualidade também influenciara no
processo de congelamento, pois estdo intimamente interligados. Além deste fator
existem outros ja mencionados que acabam afetando no processo de
criopreservacdo desde a qualidade do sémen, dos crioprotetores utilizados e sua
toxidez celular, da curva de resfriamento, da diluicho ate a proporcdo de
espermatozoide/ovocito. Sendo assim, tem-se que afunilar cada vez mais as
técnicas empregadas a fim de estabelecer o melhor protocolo para a
criopreservacdo de sémen. Mesmo que ainda se tenha o grande do problema da

especifidade entre as espécies.

5 Concluséo

A partir dos resultados obtidos a solugéo crioprotetora mais adequada para o
congelamento seminal de B. cephalus € o composto por metilglicol na propor¢céo de
10 ou 15mL com BTS®, por ter apresentado, em média, taxa de fertilizacdo acima
de 30% e menos deformagdes nos espermatozoides, em relacdo aos outros

tratamentos.

Também pode-se concluir que as maiores taxas fertilizacdo foram obtidas
pelos espermatozoides que se movimentaram em linha reta. E que a motilidade
espermatica ndo igualmente com a fertilizacdo, portanto ndo sendo um parametro

eficaz para avaliar a viabilidade de solu¢des crioprotetoras.
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