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RESUMO

A criopreservacao € uma tecnologia empregada para preservacao de células, tecidos
e embrides em baixas temperaturas. Para o desenvolvimento de tal tecnologia de
preservacao seminal, € necessario o conhecimento sobre as caracteristicas seminais
da espécie que se pretende trabalhar, o estabelecimento de solu¢fes diluentes que
protegerdo as células espermaticas e, dos respectivos protocolos de resfriamento,
congelamento e descongelamento do sémen criopreservado. As solugbes
crioproteroras devem ser atoxicas para as ceélulas espermaticas, mantendo as
caracteristicas do fluido seminal. Assim, este trabalho teve por objetivos além de
conhecer as caracteristicas seminais do sémen de Astyanax altiparanae, desenvolver
um protocolo eficiente para a criopreservacdo seminal da espécie e sua utilizagdo
posterior. Para isso, exemplares adultos e maduros de A. altiparanae foram induzidos
hormonalmente a reproducdo com Ovopel®, sendo o0 sémen coletado apds 226 horas-
grau em com auxilio de micropipetas. Deste foram avaliadas as caracteristicas
seminais como, osmolalidade, concentracdo espermatica, motilidade espermatica
subjetiva e motilidade objetiva e varios outros aspectos de cinética dos
espermatozoides pelo uso do CASA (Integrated Semen Analysis System). Foram
avaliadas dez solucfes crioprotetoras compostas por trés bases diluentes A (5% de
glicose + 10% gema de ovo), B (Bestville Thawing Solution (BTS®) a 5%) e C (5% de
glicose), combinadas com um crioprotetor interno dimetilsulfoxido ou metilglicol, em
concentracdes de 10% e 15%. A eficiéncia destas solu¢bes foi avaliada pela anélise
da motilidade espermatica computadorizada. Para a criopreservacdao, o sémen foi
diluido na proporcao de 1:25 (sémen:diluente), envasado em palhetas de 0,25 mL e
congelados em vapores de nitrogénio liquido. Também foi avaliada a integridade do
DNA dos espermatozoides apés descongelamento, pelo teste cometa. O sémen
apresentou-se translicido, com consisténcia pouco viscosa, obtendo cerca de 30 pL
de sémen por macho. A osmolalidade média foi de 219+0,03 mOsm/kg, a
concentracdo espermatica média foi de 7,22+3,1 x109 espermatozoides/mL. A
motilidade subjetiva média foi de 65%, com tempo de duragédo de motilidade de 33+2,2
segundos. Os valores médios obtidos pela andlise do sémen fresco com o ISAS®
CASA foram: motilidade total 79,72+7,6%, motilidade progressiva 54,10+8,8%, foram
mensurados ainda as velocidades, VCL (47,28+15,8 um/s), VSL (35,77+12,4 um/s) e
VAP (43,37+15,0 um/s), LIN (75,5+6,1%), STR (82,6+4,3%), WOB (91,2+2,9%), ALH
(1,3+0,1 um) e BCF (6,9+0,3 Hz). Com relacéo a toxicidade os tratamentos T7 (DMSO
10% + C), T4 (MTG15% + A) e T6 (DMSO15% + B) foram os que propiciaram
melhores resultados p6s diluicdo ao sémen de A. altiparanae, apresentando valores
médios de motilidade total (MT) para T7 de 68,95+14,8%, T4 — MT de 61,77+4,6%, T6
- MT de 59,42+12,7%, ndo apresentando diferenca significativa entre si. No que se
refere a andlise de motilidade pelos métodos subjetivo e objetivo (ISAS® CASA), o
método objetivo registrou os maiores valores. Os processos de criopreservacéo e de
descongelamento ndo foram eficazes em manter o sémen viavel, nos tratamentos
testados nédo foi detectado motilidade e capacidade de fertilizagdo. Com relagéo a
integridade do DNA, nos tratamentos T1, T3, T5 e T6 foram detectados menores
indices de danos.

Palavras-chave: Characidae, soluc¢des crioprotetoras, aquicultura, qualidade seminal



ABSTRACT

Cryopreservation is a technology used to preserve cells, tissues and embryos at low
temperatures. For the development of such seminal preservation technology, it is
necessary to know the seminal characteristics of the species to be worked on, the
establishment of diluent solutions that will protect the sperm cells, and the respective
protocols of cooling, freezing and thawing of the cryopreserved semen. Cryoprotective
solutions should be non-toxic to sperm cells, while maintaining seminal fluid
characteristics. Thus, this work had as objectives besides knowing the seminal
characteristics of Astyanax altiparanae, to develop an efficient protocol for the seminal
cryopreservation of the species for its later use. For this, adult and mature A.
altiparanae specimens were hormonally induced to Ovopel® reproduction, and the
semen was collected after 226 hours-degree with the help of micropipettes. Seminal
characteristics such as osmolality, sperm concentration, subjective sperm motility and
objective motility, and several other aspects of sperm kinetics were evaluated using
CASA (Integrated Semen Analysis System). Ten cryoprotectant solutions composed
of three diluent bases A (5% glucose + 10% egg yolk), B Bestville Thawing Solution
(BTS®) 5% and C (5% glucose), combined with a cryoprotectant internal
dimethylsulfoxide or methylglycol, in concentrations of 10% and 15%. The efficiency of
these solutions was evaluated by the analysis of the computerized sperm motility. For
cryopreservation, the semen was diluted 1:25 (semen: diluent), packed in 0.25 mL vats
and frozen in liquid nitrogen vapors. The integrity of sperm DNA after thawing was also
evaluated by the comet test. The semen was translucent, with little viscous
consistency, obtaining about 30 pL of semen per male. The mean osmolality was 219
+ 0.03 mOsm / kg, the mean sperm concentration was 7.22 + 3.1 x109 spermatozoa /
mL. The mean subjective motility was 65%, with a motility duration of 33 £ 2.2 seconds.
The mean values obtained by analysis of fresh semen with ISAS® CASA were: total
motility 79.72 + 7.6%, progressive motility 54.10 £ 8.8%, (VLC (43.77 £ 15.4 ym/s) and
VAP (43.37 £ 15.0 ym/s), LIN ( 75.5 £ 6.1%), STR (82.6 + 4.3%), WOB (91.2 £ 2.9%),
ALH (1.3 £ 0.1 um) and BCF (6, 9 £ 0.3 Hz). As regards toxicity, T7 (DMSO 10% + C),
T4 (MTG15% + A) and T6 (DMSO15% + B) treatments provided the best post-dilution
results to A. altiparanae semen, presenting mean values of total motility (MT) for T7 of
68.95 £+ 14.8%, T4 - MT of 61.77 + 4.6%, T6 - MT of 59.42 + 12.7%, with no significant
difference between them. Regarding the analysis of motility by subjective and objective
methods (ISAS® CASA), the objective method recorded the highest values. The
cryopreservation and thawing processes were not effective in keeping the semen
viable, in the treatments tested no motility and fertilization capacity were detected.
Regarding DNA integrity, T1, T3, T5 and T6 treatments showed lower rates of damage.
Key words: Characidae, cryoprotectant solutions, aquaculture, seminal quality
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1 INTRODUCAO

Os peixes compdem o grupo de vertebrados mais diversificado, possuindo
cerca de 34.000 espécies (FROESE; PAULY, 2019), o que representa cerca de
cinquenta por cento dos vertebrados, estando distribuidos nos mais diversos
ambientes. A regido Neotropical, que se estende desde o México até a Ameérica do
Sul, detém cerca de 5.617 espécies de peixes de agua doce. No entanto, acredita-se
gue essa diversidade seja ainda maior, devido ao aumento e rapidez na descrigdo das
espécies nos ultimos anos, estimando-se que este numero ultrapasse 8.000 espécies
(REIS et al.,, 2016). Esse crescimento € perceptivel quando comparamos este
levantamento acima citado com o feito por Reis et al. (2003), que continha cerca de
4.475 espécies validas para Regido Neotropical, sendo que na Ultima década 1.142

novas espécies ja foram descritas.

Essa diversidade de peixes esta distribuida em diversas familias, sendo com
maior representagcdo nas familias Characidae, com 952 espécies, Loricariidae, com
673 e Cichlidae, com ao redor de 406 espécies de peixes de agua doce (REIS et al.,
2003). Tal biodiversidade ictiofaunistica € uma caracteristica da Regido Neotropical
sendo este um dos motivos pelo quais o Brasil é considerado um pais com alta riqueza
e diversidade de peixes. Assim, a biodiversidade brasileira esta representada
principalmente no ambiente de dgua doce com 2.587 espécies descritas até o final do
ano de 2006 (BUCKUP et al., 2007). No entanto, de acordo com os dados disponiveis

no Fishbase, este niumero ja seria de 3.417 espécies.

1.1 CRIOPRESERVACAO

A criopreservacgdo é a técnica na qual células ou tecidos sdo congelados em
temperatura ultrabaixas, mantendo sua viabilidade biolégica para posterior utilizacéo.
Um dos primeiros relatos sobre o uso desta técnica foi feito por Spallanzani em 1776
citado de Barkay, Zuckerman e Heiman (1974), que observou espermatozoides
humanos moveis apds o congelamento utilizando neve. Luyet e Hodapp (1938)
relataram que espermatozoides de ra parcialmente desidratados com sacarose,
imergidos em ar liquido e descongelados em seguida em um meio de 20°C,

apresentaram movimento. Jahnel (1938) também relatou que espermatozoides
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humanos congelados em nitrogénio liquido em -196 °C apresentaram motilidade apos

0 congelamento.

Shaffner, Henderson e Card (1940) descobriram que cerca de 30% dos
espermatozoides de aves submetidos a uma temperatura de -76°C, também tinham
motilidade quando descongelados, porém, ndo apresentavam capacidade de
fertilizacdo. Parkes (1945) verificou que a taxa de sobrevivéncia de espermatozoides
humanos congelados a -196°C eram maiores quando congelados em ampolas do que
em tubos capilares. Contudo, todos os trabalhos citados, apesar de demonstrarem
sobrevivéncia das células submetidas a baixas temperaturas, apresentavam baixas

taxas de motilidade espermatica e células inviaveis para o processo de fertilizacao.

Porém, na década de 50, a técnica teve um grande avanco, isto porque Polge,
Smith e Parkes (1949) descobriram que o glicerol era capaz de proteger células em
baixas temperaturas e, esta descoberta, abriu caminhos para execugdo de novos
trabalhos que estudaram o processo e os efeitos da criopreservacao.

A partir destes resultados, Smith e Polge (1950) estudaram a criogenia de
espermatozoides de cavalo, porquinho-da-india, coelho e aves utilizando o glicerol e
verificaram que estes tém repostas diferentes, de acordo com a concentragcéo usada
para cada espécie e, que os melhores resultados ocorreram ao usar um resfriamento
mais lento a partir de -79°C, do que o congelamento rapido. Lovelock e Polge (1954)
também confirmaram a acao protetiva do glicerol, trabalhando com sémen de bovino,
arenque, coelho e aves. A acao protetora do glicerol também foi observada em
glébulos vermelhos (LOVELOCK, 1953).

O dglicerol também foi testado em tecidos ovarianos de ratos que foram
congelados e apdés o descongelamento enxertados em ratos, sendo observados
enxertos funcionais (DEANESLY, 1954). Silva et al. (2003) utilizaram o glicerol como
crioprotetor para sémen canino e observaram que ap0s o descongelamento a
viabilidade espermatico s6 foi mantida por 15min. Em bovinos, foi verificado que o
glicerol protege a membrana acrossomal dos espermatozoides (GARNER; THOMAS,;
GRAVANCE, 1999). Amirat et al. (2004) também utilizou glicerol no congelamento do

sémen bovino e obteve uma taxa de motilidade pos descongelamento de 54%.

s

Essa protecdo proporcionada as células pelo glicerol é atribuida a sua

capacidade de ligar-se com a agua e por ter baixa dissociagdo com sais, diminuindo
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a osmolalidade do meio de congelagdo, evitando assim o choque osmoético. Este
interage com as moléculas de agua, penetrando assim na célula e estabilizando a
membrana plasmatica, sendo o crioprotetor mais utilizado na criopreservacdo de
sémen de mamiferos (SILVA et al, 2003; LEITE et al., 2011a).

Outros crioprotetores também foram testados, como propilenoglicol e
etilenoglicol para sémen de aves, cavalos e coelho, demonstrando resultados
similares ao glicerol (SMITH; POLGE, 1950). Moraes et al. (1998) verificaram que o
etilenoglicol, assim como o glicerol, protegem o0 sémen de ovino, no entanto o

etilenoglicol proporcionou melhor prote¢do acrossomética.

O dimetilsulfoxido (DMSO) também foi testado no congelamento de foliculos
primarios de camundongos, que se desenvolveram apos o descongelamento gerando
odcitos viaveis para fertilizacdo (CARROLL et al., 1990). O DMSO também foi utilizado
na criopreservacdo de tecido ovariano de bovino, porém foi observado que a
guantidade de foliculos normais foi reduzida (PAYNTER et al., 1999).

As amidas também foram utilizadas em sémen de garanhdes, sendo que os
melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo do crioprotetor dimetilformamida
(MEDEIROS et al., 2002).

Outra substancia crioprotetora testada foi o metanol utilizado na
criopreservacao de embrides de camundongos proporcionando uma porcentagem de
desenvolvimento de 48%, ja para embrides de bovinos, ndo houve taxa de
sobrevivéncia apos o0 processo de criopreservacao, mostrando que o metanol causou
toxicidade nos embrides de bovinos (JAUME; CAMPOS, 1990). Para equinos a
criopreservacéo de embrides com uso do metanol resultou na taxa de sobrevivéncia
de 23% (BASS et al., 2004).

Além dos trabalhos citados acima, muitas pesquisas foram desenvolvidas com
o0 sémen de animais domésticos, podendo destacar: com caes (OLIVEIRA et al., 2006;
GODIM et al., 2009), bovinos (GUTHRIE; LIU; CRISTER, 2002), cavalos (VIDAMENT
et al.,, 2002; SQUIRES; KEITH; GRAHAM, 2004), coelhos (DALIMATA; GRAHAM
1997; HINSCH et al., 1997; KASHIWAZAKI et al., 2006; OKUDA et al., 2007), suinos
(BIANCHI et al., 2008) e ovinos (SILVA et al., 2012)

Os agentes crioprotetores como glicerol, DMSO, metanol, dimetilacetamida,

entre outros, sdo classificados em intracelulares ou permeaveis, pois possuem
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moléculas pequenas, baixo peso molecular, alta solubilidade, atuando na reducéo do
ponto de congelamento e diminuindo assim, a formagédo de cristais de gelo
(GONZALEZ, 2004). Na maioria dos estudos, estas substancias séo utilizadas
juntamente com um crioprotetor extracelular ou ndo permeavel, que sdo compostos
de moléculas grandes que, além de auxiliar na desidratacdo celular, atuam na
protecdo estrutural da membrana plasmatica, no fornecimento de energia para a
célula e na homeostase osmotica, sendo normalmente compostos a base de
acucares, proteinas ou sais (WATSON 1995), dentre os quais podemos citar a glicose,

o leite em po, a agua de coco e a gema de ovo.

A adicdo de crioprotetores ndo permeaveis podem maximizar o sucesso do
processo de criopreservacao. Aboagla e Terada (2004) demonstraram que a adi¢ao
da gema de ovo ao diluente para sémen de caprino produziu um aumento na taxa de
motilidade (73%) apOs o descongelamento, em compara¢do com 0 extensor sem
gema de ovo (10%). Isso também foi confirmado para sémen de touro holandés, em
que a adicdo de frutose ao diluente proporcionou uma melhoria na motilidade pos
descongelamento (FOOTE; KAPROTH, 2002).

Os crioprotetores ndo permedaveis por atuarem diretamente na membrana dos
espermatozoides, déo estabilidade a esta, auxiliando na manutencdo da morfologia
dos espermatozoides durante o processo de criopreservacao. Isto foi observado em
sémen de cédes diluidos em solu¢cdo composta por Tris + 4gua de coco (SILVA;
CARDOSO; SILVA, 2006) e, em sémen de carneiro diluidos a base de trealose
(AISEN et al., 2005), que tiveram uma ampliacdo da porcentagem de células

esperméaticas com membranas intactas ap6s o descongelamento.

Além dos estudos citados acima, pode-se destacar trabalhos que também
investigaram o efeito protetor de diferentes solu¢des crioprotetoras (GEBAUER et al.,
1970; COCHRAN et al., 1983; FOOTE; ARRIOLA, 1987; LEEUW et al.,, 1993;
AZEVEDO; TONIOLLI, 1999; GIL et al., 2000; SILVA; CARDOSO; SILVA, 2000;
VASCONCELOS et al., 2001; AIRES et al., 2003; MUINO; FERNANDEZ; PENA, 2007;
SNOECK; HENRY; MELO, 2007; TONIOLLI et al., 2010; JAFAROGHLI et al., 2011,
PAPA et al., 2011; TUNCER et al., 2013;).

A adicdo destes compostos minimiza os danos que o0s processos de

congelamento e descongelamento podem causar as células (HARVEY et al., 1987),



18

uma vez que atuam protegendo as estruturas das células do frio e diminuindo o ponto

de congelamento, minimizando a formacgé&o de cristais de gelo.

No entanto, apesar do principal objetivo dos crioprotetores serem proteger as
células durante o processo de criopreservacao, Fahy (1986), levantou a hipétese de
que a adicao de crioprotetores pode ser toxica as células espermaticas. O glicerol por
exemplo, apesar de proporcionar uma boa taxa de motilidade para o sémen de caprino
também ocasionou os maiores indices de alteracdes patologicas (BITTENCOURT et
al., 2004), impedindo o sucesso da fertilizacao.

Além disso, a concentracdo de crioprotetor utilizada também pode ocasionar
toxicidade, fato confirmado para o sémen de ovino das ragas lle de France, Romney
e Merino Booroola, onde o aumento da concentracdo de etilenoglicol diminuiu a
motilidade e aumentou a porcentagem de alteragcdes do acrossoma (MORAES et al.,
1998).

O efeito diferente do crioprotetor nas diferentes espécies pode ser explicado
pelo fato das espécies possuirem caracteristicas biofisicas diferentes, com relacao ao
volume celular, volume de agua, superficie celular e permeabilidade da membrana
celular (CURRY et al., 1996; HOLT, 2000), o que resulta em respostas diferentes a
cada crioprotetor.

Smith e Polge (1950), enfatizaram que a né&o viabilidade dos espermatozoides
apos o processo de criopreservacao, estaria relacionado a acdo de agentes fisicos e
guimicos, como concentracdo do crioprotetor, brusca mudanca de temperatura e a

formacdao de cristais de gelo intra e extracelularmente.

Quando as células sao submetidas a baixas temperaturas a mudanca do
estado da agua de liquida para sélida ocasiona a formac&o dos cristais devido ao
estresse osmotico. A formacédo dos cristais de gelo esta diretamente relacionada com
a velocidade de congelamento e de descongelamento. O congelamento rapido produz
cristais menores e um congelamento muito lento provoca a formacéo de cristais
maiores. No processo 0 descongelamento muito rapido ou lento pode causar a
recristalizacdo das células (PARKES; GRAHAM, 1992; BAILEY; MORRIER;
CORMIER, 2003).

A taxa otima de resfriamento esta diretamente ligada a permeabilidade da

membrana celular e sua capacidade de manter o equilibrio osmotico com a solucéo
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extracelular, uma vez que é esta que permitird a retirada da agua intracelular e a

entrada do crioprotetor por osmose (HARVEY et al., 1987).

O resfriamento deve ser realizado em uma velocidade que permita a
maximizacdo da perda da agua interna e o estabelecimento de um equilibrio de
solutos entre os meios intra e extracelular, impedindo a formagédo de gelo
intracelularmente (MAZUR, 1977, 1984). Assim, o resfriamento muito lento ou muito
rapido podera afetar a taxa de desidratacéo, e a possibilidade de formacéao de grandes
cristais de gelo, sendo prejudicial as células. A determinacdo das velocidades de
congelamento e de descongelamento € um fator fundamental para a viabilidade do
sémen descongelado (AMANN; PICKETT, 1987).

De acordo com Fiser e Fairfull (1990) ao trabalhar com sémen de javalis de
Yorkshire e Kumar, Millar e Watson (2003) que trabalhou com criopreservacdo do
sémen de bovino, foram identificados os melhores resultados com uma taxa de
congelamento de 30°C/min. No entanto para cavalos (garanhao) esta taxa pode ser
de 5 a 45 °C/min (MOORE et al., 2006), o que indica que a taxa de congelamento
pode variar de acordo com a espécie, sendo importante determinar estas

especificidades.

Todos esses efeitos citados podem ser letais para tecidos, células e embrides
tornando-os inviadveis para posterior utilizacdo. No caso dos espermatozoides, 0s
danos afetam principalmente dois parametros, a motilidade e a capacidade de
fertilizacdo. Segundo Watson (1995), o processo de criopreservacao torna cerca de
50% dos espermatozoides iméveis, sendo que muitos dos que sobrevivem ainda

podem ter alguma crioinjdria que afetara a capacidade de fertilizacao.

A importancia da motilidade espermatica esta diretamente ligada a necessidade
gue o espermatozoide tem de encontrar o odcito, para que ocorra a fecundacao, assim
a motilidade espermatica € a principal caracteristica seminal podendo estar
relacionada com a taxa de fertilizacdo. (SIQUEIRA et al., 2007). Esta correlagéo é
corroborada por varios autores como: Fetterolf e Rogers (1990) e Marshburn et al.
(1992) para espermatozoides de humanos. Luz, Neves e Gongalves, (2000),
verificaram em carneiros da raca Corriedale que as maiores taxas de motilidade
progressiva (> 40%) corresponderam também a maior taxa de prenhez (68%). Correa,

Pace e Zavos (1997) verificaram que em touros holandeses a alta fertilidade foi mais
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correlacionada com a maior motilidade, do que 0s outros parametros seminais

avaliados.

No entanto, nem sempre alta taxa de motilidade significa boa fertilizacao, pois
espermatozoides moveis podem ter outros defeitos, como o de integridade da
membrana que pode afetar a fertilidade. Siqueira et al. (2007) avaliando a correlacao
da prenhez bovina com a motilidade espermatica do sémen criopreservado, obteve
resultados negativos, mostrando que alta taxa de motilidade nédo significa grande
guantidade de prenhez, indicando que além destes, muitos outros fatores estéo

envolvidos e devem ser levados em conta.

Assim para garantir a eficacia da fertilizacdo, os espermatozoides precisam ter
caracteristicas como: motilidade progressiva, energia para executar 0S processos
celulares, manter a integridade da membrana e do acrossomo, incluindo as

caracteristicas quimicas de suas enzimas (LAYEK et al., 2016).

Apébs a descoberta do efeito protetor do glicerol na década de 50, o uso da
tecnologia de criopreservacdo aumentou substancialmente, e esse crescimento é
explicado pelo fato da tecnologia permitir a preservacao de tecidos, por maximizar a
fertilizagcdo em humanos, favorecer a criagdo de animais de importancia agricola e por

ser uma ferramenta de preservacdo de espécies (WATSON, 2000).

Além de ajudar a aumentar a producdo das industrias de laticinios, carnes
bovina, suina e caprina, através da melhoria na reproducéo e selecao de reprodutores,
para melhor atender as exigéncias do mercado. Vem sendo também utilizada como
uma ferramenta complementar a inseminacdao artificial, pois com o sémen congelado
€ possivel transportar e utilizar o sémen da espécie coletada mesmo apds a morte do
reprodutor, além de diminuir o custo com os animais (BAILEY; MORRIER; CORMIER,
2003), sendo uma importante ferramenta auxiliar para o0 melhoramento genético de

espécies de interesse econdémico.

Com o avanc¢o da técnica e aumento pela procura de peixes para alimentacéao,
setor impulsionado pela expansédo da aquicultura, com destaque para a piscicultura.
Os protocolos de criopreservagao foram sendo adaptados para peixes a partir dos
protocolos desenvolvidos para mamiferos, fazendo as adapta¢cdes quanto ao tipo de

substéancia crioprotetora, suas concentracdes e solucdes diluidoras.
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1.2 CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE PEIXES

Dois fatores principais foram responsaveis pela utilizacdo da técnica de
criopreservacao nos peixes, o primeiro esta relacionado a alteracdo ambiental nos
estoques de peixes pela intervencdo humana, que estdo colocando em risco a
variabilidade genética das espécies e faz necesséario a criagdo de um banco de
germoplasma, para evitar a perda desta biodiversidade, pois segundo o ICMBio/MMA
(2016) existem 311 espécies de peixes continentais ameacadas de extingdo, com 100

espécies criticamente em perigo, 112 em perigo e 99 em estado de vulnerabilidade.

E o segundo fator foi o grande crescimento da aquicultura, que foi impulsionado
pela queda da producdo pesqueira, a possibilidade de explorar o potencial hidrico do
pais e, a busca por alimentos mais saudaveis, uma vez que 0s peixes possuem baixo
teor de gordura e riqueza de acido graxos (dmega 3), que sdo essenciais para garantir
uma boa saude (SCHULTER; VIEIRA-FILHO, 2017). Para o desenvolvimento da
piscicultura ha a necessidade de melhorar o processo reprodutivo em cativeiro, neste
sentido, a formacdo de bancos de germoplasma de peixes possibilita eliminar a
assincronia reprodutiva entre machos e fémeas, reduz os gastos com a manutencgao
de um grande numero de reprodutores em cativeiros e facilita o processo de
melhoramento genético das espécies e, consequentemente, aumenta a producgao das
pisciculturas (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2002).

As pesquisas de criopreservacao com peixes iniciaram com espécies marinhas,
principalmente com as de importancia econémica. O primeiro trabalho publicado de
criopreservacdo de sémen de peixe foi de Blaxter (1953), que congelou
espermatozoides de Clupea harengus L., para viabilizar o cruzamento de dois
arenques que tem desova em épocas diferentes, obtendo uma taxa de fertilizacdo de
80 e 85%, no entanto a taxa de ecloséo foi de apenas 5%. Desde entéo, a técnica foi
aplicada a diversas espécies de peixes, sendo pouco a pouco aperfeicoada, podendo
citar Hoyle & Idler (1968) que testaram a utilizacao de etilenoglicol no congelamento
de sémen salméo do atlantico (Salmo salar) obtendo baixas taxas de motilidade e
fertilizacdo (< 30%) e, em 1984, Alderson e Macneil conseguiram melhorar a taxa de
fertilizacdo para mesma espécie, utilizando dimetilsulfoxido como crioprotetor e gema

de ovo e glicose na composicao do diluente seminal.
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A partir destes trabalhos iniciais outros trabalhos foram realizados com
espécies de peixes marinhos como: Lates calcarifer (LEUNG, 1987), Epinephelus
malabaricus (GWO 1993; CABRITA et al., 2009), Centropomus parallelus (TIBA et al.,
2009), Gadus morhua L. (BUTTS et al., 2010), Lutjanus synagris (GAITAN-ESPITIA
et al., 2013; SANCHES et al., 2015), Sparus aurata L. (FABBROCINI et al., 2015) e
Epinephelus akaara (AHN; PARK, LIM, 2018).

Com relacao aos estudos com sémen de peixes de dgua doce, estes também
tiveram inicio com espécies de grande importancia econémica como Cyprinus carpio
(SNEED; CLEMENS, 1956), Salmo gairdneri, Salmo trutta fario L. e Salvelinus
fontinalis (STEIN; BAYRLE, 1978), Oreochromis niloticus, O. aureus, O. mossambicus

(RANA; MCANDREW, 1989) e Clarias gariepinus (RURANGWA et al., 2000).

No Brasil, pesquisas em criopreservacdo de sémen em espécies de peixes
neotropicais comecaram a ser publicadas a partir da década de 80, podendo citar:
Coser, Godinho e Ribeiro (1984) com congelamento de sémen do curimbata
(Prochilodus scrofa) e dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816), Fogli da Silveira,
Kavamoto e Narahara (1985) com a espécie Rhamdia hilarii. Carolsfeld et al. (2003)
com espécies migratérias, Godinho, Amorim e Peixoto (2003) com Oreochromis
niloticus, Murgas, Franciscatto e Santos (2003) com Brycon orbignyanus e Ninhaus-

Silveira et al. (2006) com Brycon cephalus.

1.3 CRIOPROTETORES MAIS UTILIZADOS EM PEIXES

Entre os crioprotetores permeaveis utilizados na criopreservacao de sémen de
peixes de agua doce, estdo o dimetilsulfoxido (DMSO), metilglicol, etilenoglicol,
metanol, propilenoglicol e a dimetilformamida. A escolha do crioprotetor a ser utilizado
no congelamento de sémen de peixe, deve levar em consideracdo as caracteristicas
seminais das espécies, que variam entre as ordens, familias e espécies. Por exemplo,
para Characiformes, os crioprotetores que oferecem maior protecdo sédo o DMSO e
metilglicol (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; VIVEIROS et al.,
2009b; NASCIMENTO et al., 2010). O etilenoglicol também tem produzidos resultados
satisfatorios para o sémen de Characiformes (MENEZES et al., 2008; PINEDA-
SANTIS, et al., 2015).
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Ja para siluriformes o crioprotetor usado com maior sucesso € o metanol
(VIVEIROS; SO; KOMEN, 2000; CAROLSFELD et al., 2003; LANG; CHANDLER;
TIERSCH, 2003). O metanol também foi usado com sucesso para peixe da ordem
Perciformes (HARVEY, 1983; NAVARRO et al., 2014).

Em relacéo aos crioprotetores impermeaveis ou externos, podem ser citados:
a gema de ovo, o leite em po, a glicose e a dgua de coco (MELO; GODINHO, 2006;
LEITE et al., 2011a; NASCIMENTO et al., 2012)

Assim como para mamiferos, o aumento na concentracao do crioprotetor pode
ser toxico para o sémen de peixe reduzindo drasticamente a motilidade espermatica,
inviabilizando o processo de criopreservacao. Este fato foi relatado por varios autores,
podendo citar: Ribeiro e Godinho (2003) para piau-acu (Leporinus macrocephalus),
Cruz-Casallas et al. (2006) com Brycon amazonicus, Arciniegas, Rodriguez e Cruz-
Casallas (2005) para Pseudoplatystoma fasciatum e, Cuevas-Uribe et al. (2011) para

Ictalurus punctatus.

Além desses crioprotetores citados acima, o Bestlvile Thawing Solution (BTS®),
qgue é um diluidor que possui em sua composicdo 80% de glicose e foi desenvolvido
primeiramente para o sémen de suinos, tem sido bastante utilizado para proteger o
sémen de peixes durante o processo de criopreservacdo mostrando resultados
superiores a outros diluidores. Dentre as espécies que o BTS foi usado como diluidor,
podem ser citadas Brycon orbignyanus (MARIA et al., 2006b), Salminus brasiliensis
(VIVEIROS et al., 2009a), e Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al., 2009b).

Diversos outros estudos ja foram realizados visando encontrar os melhores
crioprotetores de acordo com a espécie, sendo estabelecidos diversos protocolos

eficazes (Tabela 1).
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Tabela 1 - Estudos de criopreservacdo realizados nas ultimas décadas com sémen

de diversas espécies de peixes de 4gua doce.

Espécie

Solucéo Crioprotetora

Referéncia

Oncorhynchus mykiss

DMSO 7% + Gema de ovo 10%

Cabrita et al. (2001)

Prochilodus lineatus, Piaractus
mesopotamicus, Salminus maxillosus, Leporinus
elongatus

DMSO 10% + Gema de ovo 10% +
Glicose 5%

Carolsfeld et al. (2003)

Pseudoplatystoma corruscans

Metanol 10% + leite em p6 15%

Carolsfeld et al. (2003)

Oreochromis niloticus

DMSO 10% + Gema de ovo 10% + 5%
Glicose

Godinho, Amorim e Peixoto (2003)

Brycon orbignyanus

DMSO 10% + Glicose 5% + 10% Gema
de ovo

Murgas, Franciscatto e Santos (2003)

Piaractus brachypomus

DMSO 5% + 5,4 g de Glicose + 0,8 g de
NaCl + 15% de gema de ovo

Fresneda et al. (2004)

Brycon orbignyanus

Metilglicol 10% + BTS

Maria et al. (2006b); Viveiros et al.
(2015)

Brycon cephalus

DMSO 10% + Glicose + Gema de ovo

Ninhaus-Silveira et al. (2006)

Prochilodus lineatus

DMSO ou Metanol 10% + BTS

Murgas et al. (2007); Viveiros et al.
(2015)

Brycon nattereri

Metilglicol 10% + BTS

Oliveira et al. (2007)

Leporinus obtusidens

DMSO 10% + Glicose 5% + Gema de ovo
10%

Taitson, Chami e Godinho (2008)

Salminus brasiliensis

DMSO 10% + Glicose

Viveiros et al. (2009a)

Prochilodus lineatus

Metilglicol 10% + Glicose 5%

Viveiros et al. (2009b)

Xiphophurus couchianus

Glicerol 14% + HBSS

Yang et al. (2009)

Misgurnus anguillicaudatus

Metanol 10% + Glicina 5%

Yasui et al. (2009)

Piaractus brachypomus

Metilglicol + Glicose

Nascimento et al. (2010)

Prochilodus lineatus

Metilglicol + Agua de coco

Viveiros et al. (2010)

Danio rerio

Metanol 8% + HBSS

Yang et al. (2016)

Brycon insignis

Metilglicol + NaCl 0,29%

Viveiros et al. (2011)

Colossoma macropomum

Metilglicol 10% + Glicose 5% + Gema de
ovo 5%

Carneiro et al. (2012)

Colossoma macropomum

Dimetilformamida + BTS

Varela-Junior et al. (2012)

Brycon opalinus

Metilglicol + Glicose

Viveiros et al. (2012)

Oncorhynchus mykiss

Metanol 7,5% + Glicose

Ciereszko et al. (2014); Nynca et al.
(2017)

Cyprinus carpio

DMSO 10% + Agua de coco

Linhares et al. (2015)

Brycon orbignyanus

Metilglicol 10% + NaCl

Lopez, Leal e Viveiros (2015)

Brycon henni

Etilenoglicol ou DMSO 5% + Gema de
ovo 5%

Pineda-Santis et al. (2015)

Coregonus lavaretus

Metanol 9% + Glicose

Dietrich et al. (2016)

Esox lucius

Metanol 9% + Glicose

Dietrich et al. (2016)

Pelteobagrus fulvidraco

DMSO 10% + NaCl 0,9%

Yang et al. (2017)

Gymnocypris przewalskii

Etilenoglicol 15% + Ringer

Wei et al. (2018)

Fonte: Préprio autor
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14 OSMOLALIDADE

Mudancas na osmolalidade do diluente podem afetar a qualidade do sémen do
peixe apos o descongelamento (JUDYCKA et al., 2016), devido a grande maioria dos
peixes apresentar espermatozoides imoveis no ducto testicular, e meios hiposmaoticos
induzem a motilidade. Isto foi comprovado para algumas espécies, como piabanha
(Brycon insignis), em que o diluente com osmolalidades abaixo do plasma da espécie
(285 mOsm/kg) ativaram os espermatozoides (SHIMODA et al., 2007). Orfao et al.
(2011) também observaram que a osmolalidade hiposmaética em relacdo ao plasma

seminal ativaram o sémen de Brycon opalinus.

Assim, devido a sensibilidade a mudancas osmoticas é recomendado para
espermatozoides de peixes de agua doce o uso de diluentes isotbnicos ou
ligeiramente hipertonicos. Este fato foi confirmado para o sémen da piracanjuba
(Brycon orbignyanys), onde as melhores motilidades foram observadas para os
diluentes com osmolalidade de 285 e 325 mOsm/kg, que sdo valores mais proximos
a do plasma seminal (216-275 mOsm/kg) da espécie (LOPEZ; LEAL; VIVEIROS,
2015).

Maria et al. (2006a) trabalharam com a mesma espécie, encontrando também
maior motilidade para o diluente com osmolalidade mais proxima ao sémen da
espécie. Diluentes hipertbnicos também impediram a ativacdo dos espermatozoides
de Brycon opalinus antes do congelamento (VIVEIROS et al., 2012). A necessidade
de um meio hipertbnico, para supressdo da motilidade antes do congelamento
também foi observada em outras espécies como Prochilodus lineatus (NASCIMENTO
et al., 2012; GONCALVES et al., 2013).

1.5 DILUICAO

A taxa de diluicéo é a proporcao de sémen em relagcéo a solugéo diluidora. Tal
diluicdo do sémen de peixe no diluente € de extrema importancia, pois pode influenciar
no resultado final do congelamento, devendo ser levado em consideracao a
determinacdo da proporcdo de diluicAo/concentracdo espermatica. Em peixes com
pequenos volumes de esperma, normalmente sdo utilizadas diluigbes maiores para
poder realizar todas as analises dos parametros seminais (HUANG; DONG;
TIERSCH, 2004). O zebrafish produz um volume seminal pequeno, e por isso foi
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testado diferentes proporg¢des de diluigéo (1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200, 1:300, 1:400
e 1:500) no seu armazenamento refrigerado (4°C), para assim conseguir aumentar o
volume e permitir o desenvolvimento de varios experimentos. No entanto, 0 aumento
na proporcdo de diluicho causou uma reducdo na porcentagem e duracdo da
motilidade (JING et al., 2009), demonstrando que a taxa de diluicdo afeta a motilidade

apos a criopreservacao.

Essa influéncia da diluicdo na qualidade do sémen apos o congelamento, foi
testada e confirmada por Carneiro et al. (2012) para o sémen de Colossoma
macropomum, onde os valores de motilidade e vigor espermaticos variaram de acordo
com a dilui¢cdo utilizada, sendo os maiores valores obtidos para a maior diluicdo 1:9
(sémen/meio de congelamento). Para Salminus brasiliensis, a motilidade poés-
congelamento, foi melhor quando utilizada uma propor¢do de diluicdo menor (1:5)
(VIVEIROS et al.,, 2009a). No entanto Zanandrea, Weingarther e Zaniboni-Filho
(2016), utilizaram para a mesma espeécie, uma diluicdo de 1:25 e 1:50 e obtiveram
altos valores de fertilizacdo (73% e 77% respectivamente), ap0s o congelamento,

demostrando que a taxa de diluicdo varia entre autores e espécies.

Héa ainda trabalhos que demonstram que a melhor taxa de diluicdo pode estar
relacionada com o crioprotetor utilizado, pois para Prochilodus lineatus a taxa de
diluicdo que proporcionou melhor motilidade, velocidades e morfologia espermatica
foi diferente entre os crioprotetores usados, sendo a proporcéo 1:3 e 1:6 para Metil
glicol e 1:9 para DMSO (LOPES et al., 2014).

1.6 CONCENTRACAO ESPERMATICA

A concentracdo espermatica é a quantidade de espermatozoides por mL ou
mm?3 no sémen, esta quantidade varia de acordo com espécie de peixe, entre
estoques, podendo também ser diferente entre individuos da mesma espécie
(MURGAS et al., 2011). Ferreira et al. (2001) corrobora essa ideia, pois verificou uma
variagdo na concentracdo espermatica de Rhamdia quelen de 24,6 a 138,9 x10°
espermatozoides/mm?3. Esse fato também foi confirmado por Luz et al. (2001) para
Steindachneridion scripta, que verificou uma variancia de concentracdo de

espermatozoide de 19, 5 a 120,15 x10° espermatozoides/mms.
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Essa variacao citada acima pode estar relacionada com o periodo reprodutivo,
temperatura, tamanho do peixe; volume seminal, alimentagcéo e época do ano em que
foi realizada a andlise (SILVA et al., 2009; TAITSON; CHAMI; GODINHO, 2008;
NASCIMENTO et al., 2010). Silva et al. (2009), analisaram as caracteristicas seminais
do curimba (Prochilodus lineatus) durante os meses do periodo reprodutivo e
verificaram um aumento da concentracdo espermdatica com 0 aumento da

temperatura.

Na literatura pode-se encontrar a determinacdo da concentracdo espermatica
média para varias espécies de peixes de agua doce, sendo alguns relatados na tabela
abaixo.

Tabela 2 - Concentracdo espermatica de algumas espécies de peixes de agua doce.

Espécie Concentragdo espermatica Referéncia
(sptz/mL)

Rhandia quelen 6,08 x10%° Sanches et al. (2013)
Brycon orbignyanys 8,2 x10° Murgas et al. (2004)
Brycon orthotaenia 14, 4 x10° Melo e Godinho (2006)

Brycon cephalus 9,6 x10° Ninhaus-Silveira et al. (2006)

Brycon nattereri 30,0 x10° Oliveira et al. (2007)

Leporinus obtusidens 10,9 x10° Taitson, Chami e Godinho (2008)
Prochilodus lineatus 16,8; 23,4 e 27,3 x10° Viveiros et al. (2009b); Felizardo et al. (2010);
Murgas et al. (2007)
Salminus brasiliensis 7,52,7,58 e 6,2 x10° Sanches et al. (2011); Viveiros et
al. (2009a)
Piaractus brachypomus 55,5 x10° Nascimento et al. (2010)
Salmo trutta m. Fario L. 16,6 x10° Nynca et al. (2014)
Cyprinus carpio 20,8 x10° Linhares et al. (2015)
Pelteobragrus fulvidraco 8,4 x10° Yang et al. (2017)
Prochilodus brevis 45,6 x10° Leite et al. (2018)

Fonte: Préprio autor.

A concentracdo de espermatozoides utilizada nas palhetas para o
congelamento tem influéncia no resultado do processo de criopreservacdo. Sendo a
concentracéo ideal variavel entre as espécies, Judycka et al. (2018) confirmou essa
influéncia, verificando para Salvelinus fontinalis em que altas concentracdes de
espermatozoides nas palhetas diminuiram a motilidade p6s descongelamento, os
autores observaram que as maiores motilidades foram obtidas com concentracfes
diferentes, sendo 2,0 x 10° espermatozoides (sptz)/mL para o Salvelinus fontinalis,

3,0 x 10° sptz/ml para Salmo trutta m. fario e Salmo trutta m. trutta e para o e Salmo
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salar 4,0 x 10° sptz/ml, demonstrando que a concentracéo ideal de espermatozoides

nas palhetas é espécie-especifico.

1.7 VOLUME DAS PALHETAS

O volume das palhetas mais utilizadas em peixes sdo de 0,25 e 0,5 mL
(FRESNEDA et al., 2004; ARCINIEGAS; RODRIGUEZ; CRUZ-CASALLAS, 2005;
CIERESKO et al., 2008; MENEZES et al., 2008; STREIT-JR et al., 2009; GALO et al.,
2011), sendo seu uso satisfatorio para fins de pesquisa, ou quando a reproducdo da
espécie requer pequenas quantidades de espermatozoides. No entanto, quando a
espécie é de interesse de producdo comercial em larga escala, como no caso dos
salmonideos, palhetas com volumes maiores facilitam o manuseio do sémen e
reproducao da espécie (CABRITA et al., 2001).

Medina-Robles, Velasco-Santamaria e Cruz-Casallas (2007) enfatizam que
utilizar grandes volumes de palhetas no congelamento facilita o processo de
fertilizac&o artificial, uma vez que é requerida uma grande quantidade de sémen para
obtencéo de alta fecundidade, principalmente visando a producdo comercial. Estas
palhetas com volumes maiores ja foram utilizadas com sucesso para o0 congelamento
do sémen de Oncorhynchus mykiss, Brycon amazonicus, Brycon cephalus e Cyprinus
carpio (CABRITA et al., 2001; NINHAUS-SILVEIRA et al. 2002, 2006, HORVATH et
al., 2007; MEDINA-ROBLES, VELASCO-SANTAMARIA; CRUZ-CASALLAS, 2007)

Para outra espécie de grande interesse econémico, como o bagre africano
(Clarias gariepinus), a utilizacdo de volumes menores de palhetas foi melhor, pois

resultaram em maiores taxas de fertilizacdo e eclosdo (MISKOLCZI et al., 2005).

1.8 INTEGRIDADE DE DNA

A preservacéo da integridade do DNA é fundamental para obter uma qualidade
espermatica, sendo por isso considerada um dos indicadores de potencial de
fertiidade (CIERESZKO; WOLFE; DABROWSKI, 2005). Sendo nos ultimos anos
utilizada como uma ferramenta auxiliar para avaliar o processo de criopreservacao de

sémen de peixes. Isto porque alteracdes ocorridas no DNA de espermatozoides
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durante o processo de criopreservacio, podem ocasionar danos na prole (PEREZ-
CEREZALES et al., 2009).

Um dos métodos utilizados para analise da DNA € o ensaio Cometa (também
chamado de eletroforese em gel unicelular) que € um teste sensivel, simples e rapido
que avalia a fragmentacdo do DNA em células individuais (DIETRICH, et al., 2005).
Assim as células com DNA fragmentado exibem uma migracdo do DNA em direcdo
ao anodo, que dependendo do tamanho da fragmentacdo se assemelham a um
cometa. Esta fragmentacéo é mensurada de acordo com seu comprimento e grau de
intensidade (CABRITA et al., 2005).

Alguns trabalhos mostraram que o] processo de
congelamento/descongelamento pode resultar em danos no DNA, mesmo que seja
pequena essa fragmentacao, como por exemplo em Oncorhynchus mykiss (LABBE et
al 2001), Dicentrarchus labrax (ZILLI et al., 2003) e Sparus aurata (CABRITA et al.,
2005).

1.9 MOTILIDADE ESPERMATICA DE PEIXES

A motilidade espermética é a quantidade de espermatozoides moveis, sendo o
parametro mais utilizado para determinar a qualidade seminal das espécies de peixes
apos o congelamento (CABRITA et al., 2010). Além disso o tempo de duracéo dessa
motilidade é importante para que ocorra a fertilizacdo, sendo que em teledsteos essa
motilidade dura cerca de um minuto (LEUNG; JAMIESON, 1991 citado de MELO;
GODINHO, 2006).

Esta motilidade pode ser medida subjetivamente, por observacao direta da
lamina no microscoépio, onde € estabelecida uma escala arbitraria de mobilidade de
espermatozoide de 0 a 5, onde 0 significa nenhum espermatozoide se movendo, e 5
mais de 80% de mobilidade (NINHAUS-SILVEIRA, et al., 2006).

Ou pode ser mensurada através de programas, como por exemplo o Computer
Assisted Sperm Analysis (CASA) que € um sistema automatico, usado para visualizar,
digitalizar e analisar imagens sucessivas da trajetoria do espermatozoide, gerando
informacdes sobre motilidade (MOT), velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha
reta (VSL), velocidade média da trajetoria (VAP), amplitude de deslocamento lateral
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da cabeca (ALH), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), retilinearidade
(STR), oscilacédo (WOB) e linearidade (LIN) (SALMITO-VANDERLEY et al., 2014).

O CASAP tem sido cada vez mais usado para avaliar a motilidade dos
espermatozoides de peixes, pois fornece informacbes mais apuradas, precisas e
objetivas sobre o movimento das células (VIEIRA, 2010). Pode-se destacar os
trabalhos que utilizaram o CASA, para analise seminal de espécies de 4gua doce
(SHIMODA, 2004; CIERESZKO et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2010; VIVEIROS et
al., 2010; LEITE et al.,, 2011b; BASHIYO-SILVA, 2014; CIERESZKO et al., 2014,
VIVEIROS et al., 2015; BERNATH et al., 2016; DIETRICH et al., 2016; PINHEIRO et
al., 2016; GALLEGO et al., 2017; LIU; GRIER; TIERSCH, 2018; LUJIC et al., 2017).

1.10 Astyanax altiparanae (GARUTTI E BRITSKI, 2000)

Astyanax altiparanae (Figura 1) conhecido popularmente como lambari-do-
rabo-amarelo, pertence a familia Characidae, subfamilia Tetragonopterinae, é uma
espécie nativa da bacia do alto Parana, de pequeno porte, rapido crescimento e habito
alimentar onivoro (SABBAG et al., 2011; GONCALVES et al., 2012).

Figura 1 - Astyanax altiparanae Garutti & Britski (2000), exemplar com comprimento
total de 10 cm

Fonte: Préprio autor

Além disso é uma espécie oportunista com facil adaptacdo a diferentes
ambientes, desova mais de uma vez ao ano, podendo ter sua reproducao induzida em
laboratdrio, tendo grande fecundidade e alta taxa de crescimento (SABBAG et al,

2011). Apresentam dimorfismo sexual, onde as fémeas sdo maiores e 0s machos
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possuem espiculas na nadadeira anal durante o periodo reprodutivo, o que facilita sua
identificacdo (GARUTTI, 2003).

E uma espécie muito utilizada como isca na pesca esportiva, além de ser bem
aceita como petisco, apresentando assim grande potencial comercial. Tendo em
vistas as caracteristicas apresentadas, esta espécie tem sido muito utilizada na
aquicultura, que é uma inddstria que estd em crescente crescimento no mundo. S6 no
Brasil a aquicultura produziu 547,163 mil toneladas em 2017, deixando o pais entre
0s vinte e cinco principais produtores mundiais (IBGE, 2017). O estado de Séo Paulo
produziu cerca de 132 toneladas de lambari no ano de 2017, sendo o segundo maior
produtor de lambari do pais (IBGE, 2017). Devido sua importancia biol6gica e
econdmica, diversos trabalhos ja foram realizados objetivando conhecer a biologia de
Astyanax altiparanae (BEM et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015; SIQUEIRA-SILVA
et al., 2015; SANTOS et al., 2016)
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

Considerando a importancia econdmica e biologica de Astyanax altiparanae
tem-se por objetivo determinar as caracteristicas seminais da espécie e desenvolver

um protocolo que possibilite a criopreservacdo espermatica da espécie.

2.2 ESPECIFICOS

a) avaliar as caracteristicas seminais de Astyanax altiparanae no que se refere
a motilidade espermatica, tempo da motilidade, coloracdo e osmolalidade;

b) identificar as solu¢cbes diluidoras que mantenham apds a diluicdo as
caracteristicas do material seminal, tanto diluido como congelado;

c) avaliar as possiveis alteracdes no DNA dos espermatozoides, pelo uso do
Teste de Ensaio Cometa, apos aplicacdo dos protocolos para
criopreservacéao e descongelamento;

d) definir um protocolo de criopreservacao.
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3 MATERIAL E METODOS

Para o estudo foram utilizados exemplares adultos e maduros de Astyanax
altiparanae, do plantel pertencente ao Laboratoério de Ictiologia Neotropical (L.I.NEO)

da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de llha Solteira.

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 110 peixes que foram colocados aleatoriamente em um
tanque circular de PVC de 5 mil litros, ao todo foram colocados 75 machos e 35
fémeas, resultando na proporgéo 2:1 (macho/fémea). Os machos tinham comprimento
total médio de 10,4 cm, comprimento padréo de 8,6 cm e peso médio de 16 gramas.
Foram medidos os parametros de qualidade de agua, com média de temperatura de
27,7 °C, pH de 7,6 e ambnia de 0,00 ppm. No periodo de realizacdo da coleta de
sémen, os machos foram transferidos para cinco caixas de polipropileno de 180 litros,
cada uma com oitos peixes, para facilitar o manuseio. Todos os procedimentos
realizados foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Faculdade de Engenharia da Unesp, Campus de llha Solteira, no processo CEUA-
FEIS/UNESP 05/2017.

3.2 INDUCAO HORMONAL

Utilizou-se o Ovopel® (Interfish, Hungria) que é composto por GnRHa associada
ao um inibidor de dopamina, o metoclopramida (D-Ala6, Pro9 Net-mGnRH). Para isso
foi utilizado uma dosagem Unica de Ovopel® na concentracdo de 3 mg/kg de peixe
vivo (YASUI et al., 2014).

3.3 COLETA DO SEMEN

Apbs 226 horas/graus do momento da indugéo, os peixes foram anestesiados
com uma solucdo de benzocaina (Sigma — Aldrich E1501) (100mg/L). Apés a
anestesia, foi realizada a coleta do sémen por meio de massagem abdominal sentido
antero-posterior do corpo, para coleta utilizou-se micropipetas de 10 - 100 ul, as

amostras foram colocadas em tubos Eppendorf esterilizados e, previamente
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identificados. De cada amostra foi realizada a analise dos parametros seminais,
quanto a motilidade, duracdo da motilidade, osmolalidade e concentracdo

espermatica.

3.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS SEMINAIS

3.4.1 Sémen fresco

A coloragao foi estimada considerando os padrdes translucido branco, viscoso.
A analise espermatica subjetiva foi estipulada pela porcentagem de espermatozoides
em movimento. Para isso 1ul de sémen foi colocado em uma lamina histolégica e
ativada com &gua destilada na proporcao 1:10 (sémen:agua). A duragédo da motilidade
foi estimada em segundos, desde a ativacao dos espermatozoides até a observacao
de 10% dos espermatozoides moéveis. A motilidade espermatica também foi
mensurada utilizando o sistema computadorizado ISAS® CASA Integrated Semen
Analysis System D4C20, para a analise da motilidade e tempo de duracdo foram

utilizados seis peixes.

Para a osmolalidade o sémen de trés peixes foram centrifugados a 3.000 rpm
durante 15 minutos, posteriormente foram colocados 50 ul do sobrenadante em tubos
de eppendorf e analisado no osmémetro (OSMOMAT® model 030, Berlim, Alemanha).
A concentracdo espermatica (espermatozoides/mL), foi mensurada utilizando a
camara hematimétrica tipo Neubauer, para isso o sémen foi diluido em solucéo de
formol-salina na proporcdo de 1:1000. Foram contabilizados cinco quadrados da
camara superior e inferior (Figura 2), sendo utilizados vintes peixes com trés
repeticdes por peixe (BASHIYO-SILVA et al., 2015).
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Figura 2 - Delineamento da contagem de espermatozoides para determinagéo da
concentragcdo espermatica
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Fonte: Préprio Autor

3.4.2 Solucdbes crioprotetoras

Foram utilizadas trés solugdes diluentes: A - composta por 5% de glicose + 10%
gema de ovo com 10 ou 15% de crioprotetor interno; B - constituida por 5% de Bestlvile
Thawing Solution - BTS®, (composicédo: glicose 79,9%, citrato de sédio 12,7%, EDTA
2,7%, bicarbonato de sédio 2,7% e cloreto de potassio 1,6% e sulfato de gentamicina
250ug/mL) (Minitub, Tiefenbach, Alemanha), e C — composta apenas por glicose 5%,
com 10 ou 15% de crioprotetor interno, sendo utilizados dois crioprotetores internos,
o dimetilsulféxido (DMSO) e o metilglicol (MTG) (Sigma — Aldrich) resultando em dez
tratamento (Figura 3).

Figura 3 - Solugdes crioprotetoras utilizadas, nos dez tratamentos
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Fonte: Préprio Autor
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3.4.3 Teste de toxicidade

Anteriormente ao processo de congelamento foi realizado o teste de toxicidade
das solugdes crioprotetoras, para isso 0,5 pl de sémen de A. altiparanae foi diluido na
proporcao 1:25 (sémen:solucdo), misturado e homogeneizado em cada um dos dez
tratamentos, além das solucdes diluidoras A (5% de glicose + 10% gema de ovo) B
(5% de Bestlvile Thawing Solution - BTS®) e ( 5% glicose), posteriormente o0 sémen
foi colocado em uma camera de Makler e ativado com agua destilada, e realizada a
andlise através do programa de andlise espermatica (ISAS® CASA). Todo esse
procedimento foi realizado em um periodo de aproximadamente 15 minutos. Foi
realizado quatro repeticbes para cada solugdo. Também foi medido a osmolalidade
das solucdes A, B e C e dos dez tratamentos. Foram analisadas a motilidade total
(MT) motilidade progressiva (MP) e as velocidades espermaticas: velocidade
curvilinear (VCL, um/s); velocidade linear (VSL, um/s); velocidade média (VAP, pm/s).
Coeficiente de linearidade (LIN, %,; calculado como VSL/VAP); coeficiente de
retilinearidade (STR, %; calculado como VSL/VCL); oscilacdo media da trajetéria
espacial do espermatozoide, oscilacdo, WOB (%); amplitude do movimento lateral da
cabeca (ALH, um); frequéncia de batimento flagelar (BCF, Hz). Espermatozoides com
VCL < 10 um/s foram considerados imoveis.

3.4.4 Congelamento

O sémen foi diluido utilizando oitos solu¢des crioprotetoras (T1, T2, T3, T4, T5,
T6, T7 e T8) selecionadas no teste toxicidade, na proporcao 1:25 (sémen:solugéo), foi
envasado em palhetas de plastico de 0,25 mL (Minitub) a temperatura ambiente de 28
°C, ap6s um periodo de equilibrio de aproximadamente 15 minutos as palhetas foram
colocadas em uma bandeja de tela de aco e disposta cerca de 1 cm de distancia da
superficie do nitrogénio liquido, (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006) 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 -195°C por 7 minutos, , logo apés as
amostras foram imersas em nitrogénio liquido e posteriormente transferidas para um

“container” criogénico do tipo “liquido” (ABS - Pecplan, modelo ABS20 - MVE).

3.4.5 PoOs-descongelamento
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Apds um més, as amostras foram descongeladas em banho maria a 36°C por
7 segundos, e foram medidas a motilidade total (%) e as velocidades espermaticas do
sémen pos-descongelados, por meio do sistema integrado ISAS® CASA Integrated

Semen Analysis System D4C20.

3.5 INTEGRIDADE DE DNA

A integridade de DNA foi avaliada através do ensaio cometa de acordo com o
protocolo proposto por Singh et al. (1988) e Klaude et al. (1996) com modificagdes.
Para a avaliacdo foram utilizados trés peixes por tratamentos. Laminas foram
preparadas com uma fina camada de agarose de ponto de fusdo normal / Normal
Melting agarose (NMP), para isso as laminas foram mergulhas na agarose, retirado o
excesso, deixadas para secar e depois guardadas na geladeira.

Apos foi adicionado em um microtubo 10 pl de sémen diluido e 120 pl de
agarose de baixo ponto de fusdo / Low Melting Temperature Agarose (LMP), depois
foram colocadas trés gotas desta solugéao sobre as laminas previamente preparadas
com agarose normal, em seguida cobriu-se com uma laminula e foram levadas para
a geladeira por cerca de trinta minutos para solificar a agarose Low Melting. Apos esse
periodo foram removidas as laminulas e as laminas acondicionadas em uma cuba de
vidro, cobertas com a solucéo de lise pH 10 (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM,
Lauril 35mM), e mantidas imersas por no minimo uma hora a 4°C.

Posteriormente as laminas foram acomodadas em uma cuba de eletroforese e
preenchidas com solucao de eletroforese pH 13 (EDTA 200mM, NaOH 10N), mantidas
por trinta minutos a 4°C, em seguida foi realizada a eletroforese por vinte minutos a
25V e 300mA. ApoGs esse processo as laminas foram cobertas com solucédo de
neutralizacéo pH 7,5 (Tris 0,4M), por cinco minutos (3x) e entdo foram secas e fixadas,
por imersdo em etanol absoluto gelado por cinco minutos e secas novamente.

Em seguidas as laminas foram coradas, adicionando 100 pl de solucédo de
Brometo de etidio sobre cada lamina, cobertas com laminulas e analisadas em
objetiva de 40x com auxilio de um microscopio de fluorescéncia. Foram contadas 100
células por amostra. As células foram classificadas em uma classe de dano que foi
determinada de acordo com intensidade e tamanho da cauda (KOBAYASHI, 1995),
sendo classe 0 — sem dano aparente, e 1 — 3 representando os danos crescentes do

DNA, ou seja, o comprimento da cauda e intensidade (Figura 5).
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O indice de danos (ID total) foi mensurado pela formula abaixo, onde n
representa o numero de células de cada classe de dano:
ID =0. (n Classe 0) + 1. (n Classe 1) + 2. (n Classe 2) + 3. (n Classe 3).

Figura 5. Fotomicrografia de fluorescéncia (aumento 100 X) de nucleos com
diferentes tipos de danos avaliados pelo ensaio Cometa, sendo o dano 0 — sem dano
aparente, dano 1 — pouco dano, dano 2 — dano médio e dano 3 — dano grande.

[CR——

100pm

Fonte: Préprio Autor.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os peixes foram considerados como repeticdo. A andlise estatistica foi
realizada seguindo o modelo de parcela subdividida, através da analise de variancia
(ANOVA) nos resultados com diferenca significativa (p<0,05) foi aplicado o teste de
Tukey para comparacédo do controle e os tratamentos, e para verificar a diferenca entre
os tratamentos foi aplicado o teste de Scott-Knott a um nivel de significancia de

p<0,05. Os dados foram analisados no programa estatistico Sisvar.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS SEMINAIS

O sémen fresco de Astyanax altiparanae apresentou-se translicido, com
consisténcia pouco viscosa. A média dos valores para osmolalidade do plasma
seminal foi de 219+0,03 mOsm/kg, a concentragdo espermatica média foi de 7,22+3,2
x10° espermatozoides/mL e volume seminal de 30 pL. A motilidade subjetiva média
foi de 65%, com uma duracao de motilidade média de 33£2,2 segundos (Tabela 3).
Os resultados médios obtidos pela analise do sémen fresco utilizando o programa de
andlise espermética computadorizada foram: motilidade total 79,72+7,6% e motilidade
progressiva de 54,10+8,8. Foi detectada diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
para o parametro motilidade espermatica, entre os valores obtidos pelo método
subjetivo (65%) e pelo uso do CASA (79,72%), sendo que os valores obtidos pelo

método eletrbnico foram significativamente melhores.

Para as velocidades e movimentos especificos analisados pelo CASA, os
valores médios encontrados foram: VCL com 47,28+15,8 um/s, VSL 35,77+12,4 um/s
e VAP com 43,37+15 um/s, LIN 75,5£6,1%, STR 82,6%4,3%, WOB 91,2+2,9%, ALH
1,3+0,1 um e BCF 6,9+0,3 Hz.

4.2 TESTE DE TOXICIDADE

A medicao da osmolalidade das soluc@es utilizadas para o teste de toxicidade
(Tabela 4), mostrou que as solucdes utilizadas eram hiperosméticas em comparacao
com o plasma seminal da espécie, também foi verificado que para algumas solucdes
gue continham o crioprotetor interno, ndo foi possivel realizar a medicdo da
osmolalidade provavelmente porque a adicdo do crioprotetor aumentou a

osmolalidade acima da capacidade do equipamento que € 3000 mOsmol/kg.
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Tabela 4 - Osmolalidade das solugfes utilizadas no teste de toxicidade.

Solucéao Composicao Osmolalidade (mOsm/kg)
A Gema de ovo 10% + Glicose 5% 339
B BTS 5% 347
© Glicose 5% 318
T1 Gema + Glicose + DMSO 10% 2.766
T2 Gema + Glicose + DMSO 15% -
T3 Gema + Glicose + MTG 10% 2.531
T4 Gema + Glicose + MTG 15% _
T5 BTS 5% + DMSO 10% 2.529
T6 BTS 5% + DMSO 15% -
T7 Glicose 5% + DMSO 10% 2.226
T8 Glicose 5% + DMSO 15% -
T9 BTS 5% + MTG 10% 2.343
T10 BTS 5% + MTG 15% -

Fonte: Prépria autor.

Verificou-se que as solucbes diluentes A, B e C sem adicdo do crioprotetor
ativaram os espermatozoides e que, os tratamentos T9 (BTS 5% + 10% de metil glicol
e T10 (BTS 5% + metil glicol 15%) foram téxicas para a espécie, pois ao tentar ativar
0 sémen diluido nestes tratamentos, ndo foi observada motilidade espermatica.

Foi observada uma diferenca estatistica dos tratamentos em relagdo ao
controle, no entanto na comparagdo entre apenas 0s tratamentos nao observada
diferenca estatistica. Todos os outros tratamentos, com excec¢ao do tratamento T2,
tiveram motilidade total (MT) poOs diluicdo acima de 50%, sendo que 0s maiores
valores foram proporcionados pelos seguintes diluentes: T7 (Glicose 5% + DMSO
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10%), T4 (Gema de ovo 10% +Glicose 5% + MTG15%) e T6 (BTS5% + DMS0O15%)
com 68,95+14,8%, 61,77+4,6%, 59,42+12,7%, respectivamente.

Ja em relacdo a motilidade progressiva (MP), as maiores médias foram obtidas
para os tratamentos T7 (53,70+£24,7%), T8 (36,7+19,2%) e T6 (34,40+11,2%).
Entretanto, ndo houve diferenga estatistica significativa entre os oitos tratamentos

guanto aos parametros, MP (Figura 7).

Figura 7 - Porcentagem da motilidade total e motilidade progressiva para o teste de
toxicidade. T1 - Gema de ovo 10% + Glicose 5% + DMS0O10%, T2 - Gema de ovo10%
+ Glicose 5% + DMSO015%, T3 - Gema de ovo 10% + Glicose 5% + MTG010%, T4 —
Gema de ovol0% + Glicose 5% + MTG15%, T5 — BTS5% + DMSO10%, T6 — BTS5%
+ DMS015%, T7 — Glicose 5% + DMS010%, T8 — Glicose 5% + DMS0O15%, T9 - BTS
5% + MTG 10% e T10 - BTS 5% + MTG 15%.
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Nota: As letras minUsculas mostram as diferencas estastiticas entre o controle e os tratamentos pelo
teste de Tukey. E ndo foram observadas diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05) pelo
teste de Scott-Knott.

Fonte: Prépria autora.

Para os parametros quanto a velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha
reta (VSL) e velocidade média da trajetoria (VAP) foi verificada uma diferenca

significativa entre o controle e os tratamentos (Figura 8).

Com relacdo a velocidade curvilinear (VCL) nao foi observada diferenca
significativas entre os tratamentos, no entanto pode-se destacar que, T7 apresentou
0 maior valor com 45,3+£13,7 um/s, seguido por T8 (43,15+14,1 um/s) e T1 (38,45+5,2
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pm/s). E os menores valores foram observados nos tratamentos T3 (31,25+6,3 um/s)
e T6 (30,02+4,0 um/s) (Figura 8).

Para velocidade em linha reta (VSL) T7 e T8 tiveram os maiores valores com
43,15+14,3 um/s e 40,35t13,9 um/s respectivamente, sendo estatisticamente
diferente dos demais tratamentos. Os menores valores encontrados 19,80+4,5 pm/s
e 19,67+3,8 um/s foram para os tratamentos T3 e T4, no entanto estes ndo diferiram
estatisticamente de T1, T2, T5 e T6.

Assim como o observado para o VSL, no parametro velocidade média da
trajetoria (VAP) os maiores valores foram observados nos tratamentos T7 (44,05+£14,0
um/s) e T8 (41,40+14,1 um/s) sendo também estatisticamente iguais entre si. J& 0s
menores os valores foram para os tratamentos T3 e T4 com 26,05+5,2 um/s e
26,40+2,0 um/s respectivamente, no entanto estes sé diferiram estatisticamente dos

tratamentos T7 e T8 (Figura 8).

Figura 8. Velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade
média da trajetoria (VAP) para o teste de toxicidade. Colunas com letras mailsculas
diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) entre o controle e os tratamentos
pelo teste de Tukey.
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Fonte: Propria autora.

Nota: E as colunas com letras mintsculas diferentes mostram a diferenca significativa (p<0.05) entre
o0s tratamentos pelo teste Scott-Knott.

Quanto ao parametro LIN, ndo foi observada diferenca estatistica entre o

controle e os tratamentos. Os maiores valores para este parametro foram encontrados
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nos tratamentos T5 (80,92+10,1%), T6 (84,82+2,5%), T7 (87,8215,4%) e T8
(87,05+4,9%), sendo estatisticamente diferente dos demais tratamentos. O tratamento
T4 foi o responséavel pelo menor valor (55,73+15,0%) diferindo de todos os outros

tratamentos (Figura 9).

Para a STR os tratamentos T5 (88,42+5,4%) T6 (90,70+£1,0%) T7 (90,70+4,0%)
e T8 (91,22+3,3%) tiveram as maiores porcentagens e diferiram estatisticamente dos
demais tratamentos. Quanto ao parametro WOB, houve diferenca estatistica entre o

controle e os tratamentos.

Os tratamentos com maior porcentual de STR foram T5 (91,2645,9%) T6
(93,50+1,7%) T7 (96,75+1,8%) e T8 (95,37+2,0%), sendo semelhantes
estatisticamente entre si, mas diferindo dos demais tratamentos. A menor
porcentagem para WOB foi observada no tratamento T4 (77,53£10,0%) que diferiu
estatisticamente de todos os demais tratamentos (Figura 9)

Figura 9 - Parametros linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e oscilacédo (WOB) para
o teste de toxicidade. As letras mailcuslas nas colunas mostram a diferenga
significativa (p<0.05) entre o controle e os tratamentos pelo teste Tukey.
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Nota: E as letras minUsculas na colunas mostram a diferenca significativa (p<0.05) de cada parametro
entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Prépria autora.

Para a amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH), os tratamentos T1
apresentou média de 1,32+0,17um, T2 1,37+0,33um, T3 1,30+0,07um e T4
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1,42+0,30um, sendo estatisticamente diferentes de T5, T6, T7 e T8. Em relacdo ao
parametro frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), T1, T5, T6, T7 e T8
obtiveram médias de 6,87+0,29 Hz, 7,27+0,44 Hz, 7,17+0,30 Hz, 7,20+0,29 Hz e
7,20%0,34 Hz, sendo significativamente iguais entre si. T4 teve a menor média com
6,07+0,99 Hz, porém este ndo apresentou diferenca estatistica em comparagédo com
T2 e T3 (Figura 10).

Figura 10 - Amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH - um) e frequéncia de
batimento flagelar cruzado (BCF - Hz) para o teste de toxicidade.As letras minusculas
mostram a diferenca significativa (p<0.05) para ALH entre os tratamentos, e as letras
maiusculas mostram a diferenca significativa (p<0.05) entre os tratamentos para o
parametro BCF pelo teste Scott-Knott. Ndo foi observada diferenca significativa

(p<0.05) entre o controle e os tratamentos pelo teste de Tukey.
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Fonte: Prépria autora.

4.3 DESCONGELAMENTO DO SEMEN

Apo6s o descongelamento do sémen nao foi observado nenhuma motilidade em

nenhum dos oitos tratamentos utilizado para o congelamento.

4.4 INTEGRIDADE DE DNA
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A andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca estatistica entre o
controle e os tratamentos T4 (Gema de ovo 10% + Glicose 5% + MTG15%) e T5
(BTS5% + DMS010%) quanto a integridade do DNA, sendo que o tratamento T4
apresentou o menor indice de dano (ID) (13+4,9). No entanto este baixo indice
encontrado no tratamento T4, possivelmente se deve a que, 0s componentes
quimicos deste tratamento provocaram a compactacdo do ndcleo dos
espermatozoides (Figura 11), ndo permitindo a exposicdo do DNA nuclear e,
consequentemente, uma avaliacdo se houve ou nao danificacdo deste. Os
tratamentos T5 e T6 também n&o diferiram do controle. Os maiores ID foram
encontrados nos tratamentos T2 (527+51,8), T7 (538+20,8) e T8 (531+7,9), estando

ainda estatisticamente iguais (Figura 12).

Figura 11 - Nucleos compactados encontrados no T4 — Gema de ovo 10% + Glicose
5% + MTG15%.

Fonte: Préprio Autor
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Figura 12. indice de danos gerados ao DNA pelo processo de criopreservacdo do
sémen de Astyanax altiparanae. Controle — sémen fresco, T1 - Gema de ovo 10% +
Glicose 5% + DMS010%, T2 - Gema de ovol0% + Glicose 5% + DMSO15%, T3 -
Gema de ovo 10% + Glicose 5% + MTG010%, T4 — Gema de ovo10% + Glicose 5%
+ MTG15%, T5 — BTS5% + DMSO10%, T6 — BTS5% + DMSO15%, T7 — Glicose 5%
+ DMSO010% e T8 — Glicose 5% + DMSO15%. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05), pelo teste de Kruskal-Wallis.
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5 DISCUSSAO

51 CARACTERISTICAS SEMINAIS

Os resultados obtidos para o parametro seminal de osmolalidade (219
mOsm/kg) esta proxima da osmolalidade encontrada em outros Characiformes, que
varia de 249 mOsm/kg em Brycon orbignyanus (LOPEZ; LEAL; VIVEIROS, 2015) a
313 mOsm/kg em Piaractus brachypomus (NASCIMENTO et al., 2010).

A média da concentracdo espermatica encontrada neste trabalho para A.
altiparanae (7,22+3,1x10° sptz/mL), foi superior a obtida para a mesma espécie por
outros autores como: Yasui et al. (2014), que encontrou 6,3x108 sptz/mL, Nascimento
(2015) que obteve 6,7x108 sptz/mL e Zimba et al. (2017) que contou 4,9x108 sptz/mL.

O periodo de duracdo da motilidade observada neste trabalho para A.
altiparanae (33+2,2s) foi inferior ao encontrado por Nascimento (2015) de cerca de 90
segundos e Yasui et al. (2014) de 86,5 segundos para a mesma espécie. Apesar do
baixo tempo de duragédo da motilidade obtido neste trabalho, este dado esta dentro rol
dos periodos encontrados para maioria dos teledsteos que é <1 min (MELO;
GODINHO, 2006). Sendo que a duragdo da motilidade, esta diretamente relacionado
com a capacidade de fertilizacdo, uma vez que o espermatozoide necessita encontrar

a micropila do odcito para realizar a fecundacao (TIBA et al., 2009).

A andlise através do ISAS® CASA informou uma maior motilidade total do
sémen fresco, quando comparada a analise subjetiva, o que esta relacionado,
provavelmente a acuracia do processo eletrdnico. Além disso, a utilizacdo do
programa computadorizado, diminui o tempo gasto na observacdo dos
espermatozoides, evitando as diferencas entre observadores resultando em dados
mais precisos (LOPEZ; LEAL; VIVEIROS, 2015).

Enquanto que para o método subjetivo a preciséo € dependente da experiéncia
do observador, e também nao permite avaliar outros tipos de comportamento cinético
dos espermatozoides (NEUMANN et al., 2017). Apesar disso ha também trabalhos
realizados com outros Characiformes como, Piaractus brachypomus e Prochilodus
lineatus, em que a utilizacdo dos dois métodos nao influenciaram nos resultados
obtidos para motilidade, ndo sendo observada diferenca estatistica entre os dois
métodos (NASCIMENTO et al., 2010; VIVEIROS et al., 2010).
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A motilidade progressiva foi menor em relacdo a encontradas por Nascimento
(2015), que obteve aproximadamente 70% e 15%, e Yasui et al. (2014) que encontrou
79,5 %, para mesma espécie estudada neste trabalho. O que pode estar relacionado

ao meétodo de avaliacédo e a carateristicas fisioloégicas das populacdes avaliadas.

5.2 TESTE DE TOXICIDADE

Os tratamentos que obtiveram melhores resultados para o parametro de
motilidade total relativa para sémen de A. altiparanae foram T4, T6 e T7, sendo estes
resultados importantes para o processo de criopreservacgao, pois é necessaria ter uma
motilidade total alta ap6s a diluicdo do sémen nos crioprotetores, uma vez que apés o

processo de congelamento normalmente ocorre uma reducao desta motilidade.

A alta motilidade do sémen observada com a utilizagdo de um diluidor simples
como DMSO + glicose (T7) corrobora com os trabalhos de congelamento ja realizados
para outras espécies como Salminus brasiliensis (VIVEIROS et al.,, 2009a) e
Epinephelus akaara (AHN et al., 2018). Assim como a protecdo obtida utilizando
DMSO + BTS (T6) também ja foi observada para Prochilodus lineatus (MURGAS et
al., 2007; VIVEIROS et al., 2009b) e Salminus brasilienses (VIVEIROS et al., 2009a),
e a utilizacdo de um diluidor com a utilizagcado Metilglicol + gema de ovo + glicose (T4)
também ja foi relatada para o sémen de Colossoma macropomum (CARNEIRO et al.,
2012)

Os tratamentos com BTS e Metilglicol a 10% e 15% (T9 e T10) foi considerado
toxico para o sémen de A. altiparanae, pois nao foi observada motilidade durante o
teste de toxicidade, resultado diferente do obtido por Bashiyo-Silva (2014) para Brycon
amazonicus, que apos a diluicdo nos mesmos crioprotetores obteve motilidade de 61-
80% para BTS + MTG 15% e 81-100% BTS + MTG10%. A mesma solucédo também
foi utilizada com sucesso para o congelamento de sémen de Prochilodus lineatus e
Brycon orbignyanus (VIVEIROS et al., 2015).

Segundo Leite et al. (2018) VCL é um dos parametros relacionados a
capacidade de fertilizacdo, uma vez que espermatozoides com movimentos circulares
tem mais facilidade na penetracdo do odcito. Esta correlagéo entre VCL e a fertilizagcéo
foi observada em Prochilodus lineatus (CHIACCHIO et al., 2017; VIVEIROS et al.,

2010; FIGUEROA et al., 2016) e, também considerado que uma maior velocidade
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curvilinea resultara, também em trajetorias esperméaticas mais rapidas, por outro lado,
maiores para VSL significam que a trajetdria do espermatozoide é mais linear e regular
com menor movimento lateral (CHIACCHIO et al.,, 2017). Neste sentido, como 0s
tratamentos T1, T7 e T8 propiciaram os valores mais altos para VCL e VAP e os dois
altimos tratamentos, também propiciaram em valores altos para velocidade em linha
reta (VSL), pode se inferir que T1, T7 e T8 s&o os protocolos que permitiram melhor

condicdo de mobilidade espermatica pos diluicéo.

N&do foram encontrados trabalhos que analisaram os parametros obtidos
através do CASA (VCL, VSL, VAP, SRT, LIN, WOB, ALH e BCF), para 0 sémen
somente diluido, os dados disponiveis s6 avaliaram estes parametros apds 0 processo
de criopreservacéo. Nascimento et al. (2010) trabalhando com o sémen da pirapitinga
criopreservado em solucdo de DMSO e glicose encontrou valores para VCL de 40
pm/s, VSL 21 um/s e VAP de 30 pym/s, enquanto em nosso estudo o tratamento T7,
gue continha a mesma solugao crioprotetora apresentou valores maiores para 0s
mesmos parametros, no entanto esses valores sdo para o sémen somente diluido.
Esta solucdo também foi testada para a criopreservacdo do sémen de Prochilodus

brevis no entanto as velocidades pds congelamento foram baixas (LOPES et al, 2014).

Essa velocidade maior com o sémen apenas diluido pode ser explicada, porque
apos o congelamento devido a exposicdo a baixa temperatura pode ocorrer uma
diminuicdo dos valores destes parametros (NASCIMENTO et al., 2010). Sendo essa
diminuicao possivelmente resultado de danos morfoldgicos e estruturais sofridos pelos
espermatozoides (LINHARES et al., 2015).

Os valores dessas velocidades também podem ser influenciados por
parametros como diametro da cabeca, comprimento do flagelo e frequéncia do
batimento flagelar (LOPEZ; LEAL; VIVEIROS, 2015).

A solucdo composta por metil glicol + glicose + gema de ovo (T4) também ja foi
utilizada no congelamento de sémen de Colossoma macropomum e resultou em
velocidades altas VCL 87+13 pm/s, VSL 57+14 um/s e VAP 7515 ym/s, quando
comparados com os valores obtidos para sémen somente diluido de Astyanax
altiparanae (NiZIO-MARIA et al., 2015).

Para linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e oscilacdo (WOB), as maiores

porcentagens foram obtidas no tratamento composto por DMSO + glicose (T7 e T8)
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ou BTS + DMSO (T5 e T6). Bashiyo-Silva (2014) avaliando o sémen criopreservado
da espécie Brycon amazonicus obteve LIN de 67,1+8,7%, STR de 75,8+6,4% e WOB
de 87,4+5% (BASHIYO-SILVA, 2014). Esta diferenca pode ser explicada por as
espécies terem caracteristicas seminais, quanto a osmoralidade, pH, concentracéo e

motilidade diferentes.

Com relagcdo a amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) os
tratamentos compostos por glicose e gema de ovo com DMSO ou MTG (T1, T2, T3 e
T4) foram responsaveis pelos maiores valores relativos. Os valores de ALH em
algumas espécies de peixe, como Carassius carassius e Osmerus eperlanus L.,

podem est4 associado a maturidade espermatica (CEJKO et al., 2018).

Sieczynski et al. (2015) relatou também a possibilidade de que este o ALH fosse
influenciado pelos valores de VCL, em que uma diminuicdo da velocidade curvilinea
resultou em uma reducao dos valores de ALH. Sendo este parametro considerado de
importancia para predi¢do de qualidade do sémen.

Para batimento flagelar cruzado (BCF), os maiores valores obtidos foram nos
tratamentos contendo DMSO em associagdo com BTS ou glicose. Chiacchio et al.
(2017) com Characiformes registrou 23-24 Hz em BCF, na espécie Prochilodus
lineatus e BCF de 24-25 Hz em amostras de Brycon orbignianus Boryshpolets et al.
(2018) relata que os peixes tém batimento flagelar inicial alto em torno de 60 Hz por

segundo e que, quanto maior o batimento flagelar maior a velocidade curvilinea.

Os parametros analisados acima, linearidade (LIN) retilinearidade (STR),
oscilacdo (WOB), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) e batimento
flagelar cruzado (BCF), séo pouco utilizados para avaliacdo da qualidade do sémen
de peixes, principalmente pela falta de valores de referéncia para estes (NEUMANN
et al., 2017).

53 MOTILIDADE POS-DESCONGELAMENTO

Apos o descongelamento do sémen, nao foi obtido motilidade espermatica para
nenhum dos tratamentos. Alguns fatores podem ser responsaveis pela perda da
motilidade pd&s-congelamento, dentre estes fatores podemos citar o método de

congelamento utilizado como um dos principais, fato confirmado por Irawan et al.
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(2010) que mostrou que o congelamento em caixa de isopor com as distancias das
palhetas do nitrogénio de 2 cm por 5 e 15 minutos, assim como a distancia de 6 cm
por 5 minutos resultou na perda total da motilidade pds congelamento, os autores
ainda verificaram que tempo de congelamento no vapor de nitrogénio também
influéncia uma vez que a maior motilidade foi encontrada utilizando a mesma altura

de 2 cm no entanto em um tempo de 10 minutos.

A altura das palhetas do nitrogénio liquido no congelamento também depende
da espécie utilizada, pois Ninhaus-Silveira et al. (2006) utilizou a mesma distancia
utilizada neste trabalho (1 cm) para a espécie Brycon cephalus e obteve boas taxas
de fertilizacdo. Esta altura também foi usada no congelamento de sémen da espécie
marinha Nibea albiflora proporcionando uma motilidade pos-congelamento 70-75%
(DAl et al., 2012)

O volume das palhetas também é um fator a ser considerado para avaliar a
falta de motilidade, p6s congelamento neste trabalho utilizamos as palhetas de
0,25mL devido a pouca quantidade de sémen da espécie. Porém trabalhos ja
demonstraram que pode haver diferenca na motilidade dependendo da palheta
utilizada, Judicka et al. (2018) mostrou que a utilizacdo de palhetas de 0,5 mL
proporcionou maiores motilidades quando comparadas as palhetas de 0,25 mL para
0 sémen da truta. No entanto para outras espécies a utilizacdo de palhetas de 0,25
mL ndo afetou a motilidade apds o descongelamento como no congelamento do
sémen de Sparus aurata L. (FABBROCINI et al., 2015)

Além desses fatores citados a auséncia de motilidade pds congelamento pode
ser resultado da taxa de congelamento utilizada, segundo Chao e Liao (2001) a taxa
de congelamento varia entre as espécies de peixes e afeta a sobrevivéncia dos
espermatozoides pos-descongelamento. Assim a taxa de congelamento utilizada
deve promover a perda da agua interna e estabelecer o equilibrio de solutos entre os
meios intra e extracelular, impedindo a formacéo de gelo intracelularmente (MAZUR,
1977, 1984).

He et al. (2011) demonstrou que a utilizacdo de uma taxa de congelamento
lenta para Epinephelus akaara, foi prejudicial para espermatozoides uma vez que a
motilidade foi reduzida (-20%), enquanto que o congelamento rapido proporcionou alta

taxa de motilidade.
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Outro fator que pode influenciar na motilidade pos congelamento é a
temperatura e tempo de descongelamento, Viveiros et al. (2012) comprovou essa
influéncia no congelamento do sémen de Brycon opalinus, em que a maior motilidade
e 0 maior numero de espermatozoides intactos apds congelamento foi encontrada

quando as palhetas foram descongeladas a 60 °C ao invés de 30 °C.

5.4 INTEGRIDADE DE DNA

A analise de integridade do DNA mostrou que apenas tratamento composto por
5% de glicose + 10% de gema de ovo + 15% de metilglicol (T4) apresentavam nucleos
bastante compactados, fato confirmado quando comparado este tratamento ao
tratamento T3, que apresentam em sua composi¢cao as mesmas substancias, mas T3
com menor concentracdo de Metil glicol, ndo foram observados o0s nucleos
compactados, como os observados em T4, por isso, foi levantado a hipotese de que
no tratamento T4 possa ter ocorrido alguma reac¢do quimica, devido ao aumento da
concentracdo de Metilglicol que impediu a lise das células, o que consequentemente
influenciou na analise dos danos do DNA.

Assim o tratamento composto por BTS e DMSO (T5) teve o ID mais baixo entre
todos os tratamentos, mostrando que o DNA dos espermatozoides deste tratamento
nao foi afetado pelo processo de criopreservacdo. Fato também observado para os
tratamentos T1, T3 e T6 que também tiveram ID baixo. Cartén-Garcia et al. (2013)
analisou o efeito do processo de criopreservacao sobre o DNA de Sparus aurata e
também verificou que os danos ocasionados no DNA eram baixos (menos de
2,47+0,19%), o que mostrou que o protocolo utilizado forneceu protecdo a nivel de
DNA.

Os tratamentos T7 e T8 foram os que apresentavam maior ID, indicando que a
utilizacdo de um extensor mais simples composto por glicose e DMSO foi menos
eficaz para protecdo do DNA. Essa fragmentacéo do DNA de espermatozoides devido
ao processo de congelamento e descongelamento ja foi relata para outras espécies
como o robalo (Dicentrarchus labrax) (ZILLI et al., 2003), truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) (CABRITA et al., 2005) e Prochilodus magdalenae (MARTINEZ; GARCIA,;
CARRASCO, 2012).

Ainda existe controvérsias quanto ao efeito desses danos do DNA no sucesso

da fertilizacdo. Sabemos que o inicio do desenvolvimento embrionério é controlado
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apenas pela informacdo materna herdada (ZILLI et al., 2003). Desta forma, os efeitos
do dano ao DNA ndo seriam manifestados neste estagio. Além disso os danos
sofridos pelo DNA podem ser reparados pelo mecanismo de reparo genético durante
a embriogénese inicial (CABRITA et al., 2005), ndo afetando a qualidade da prole.
Fato confirmado por Labbe et al. (2001) que verificou em truta arco-iris 0 processo de
criopreservacao induziu um aumento da fragmentacdo do DNA, porém esses danos
nao afetaram a sobrevivéncia ou a qualidade da prole.

Apesar disso, alguns trabalhos demonstram que os danos do DNA afetam,
tanto a fertilizacdo quanto a qualidade da prole. Pérez-Cerezales et al. (2011)
verificaram que utilizagédo para fertilizagdo, de espermatozoides criopreservados de
truta, com DNA danificado, afetou negativamente o desenvolvimento da prole, devido
ao aumento no comprimento dos telébmeros. Assim como, algumas alteracdes na
expressao génica em embrides e larvas sobreviventes. Nathanailides et al. (2011)
verificou a relacdo da fertilizagdo com os danos do DNA de goldfish, em que o
tratamento com maior dano no DNA foi responsavel pela menor taxa de fertilizac&o.

Outro estudo realizado com bovinos mostrou que a utilizacdo de
espermatozoides com DNA danificado, ndo afetou a fertilizacdo, mas impede a
formacao do blastocisto, ocasionado assim a apoptose, mostrando que danificacéo
do DNA dos espermatozoides pode ter efeito negativo sobre a prole (FATEHI et al.,
2006).

Desta forma, a utilizacdo da analise da integridade do DNA para avaliar
espermatozoides criopreservado, é uma importante ferramenta para auxiliar na
melhoria dos protocolos de criopreservacdo, bem como para determinagdo da
qualidade do sémen criopreservado (CARTON-GARCIA et al., 2013).

6 CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

a) dentre as solugdes crioprotetoras testadas como diluente para o sémen de
Astyanax altiparanae, as que proporcionaram melhores resultados de
motilidade foram: T4 (MTG15% +A), T6 (DMSO15% +B) e T7 (DMS010%
+C);
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b) os tratamentos T1 (DMS010% + A), T3 (MTG10%+A), T5 (DMS0O10% +B) e
T6 (DMSO15% +B) proporcionaram os menores indices de fragmentacédo de

DNA dos espermatozoides de A. altiparanae;

c) os protocolos para criopreservacao seminal testados neste trabalho, ndo
foram eficazes para manter a viabilidade espermética e capacidade de

fertilizacdo do sémen de A. altiparanae.
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