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RESUMO

As solucdes crioprotetoras, tém como finalidade proteger os espermatozoides
da severidade produzida pela baixa temperatura no processo de
criopreservacgao. Neste estudo o objetivo foi avaliar a qualidade do sémen de
Colossoma macropomum pos-descongelamento, utilizando dimetilsulfoxido
(DMSO) como crioprotetor combinado com duas solugdes diluidoras
(tratamentos): T1 (Glicose — 90,0 g/L, Citrato de Sdédio - 6,0 g/L, EDTA - 1,5
g/L, Bicarbonato de Sodio - 1,5 g/L, Cloreto de Potassio - 0,8 g/L, Sulfato de
Gertamicina - 0,2 g/mL) e T2 (Glicose - 90,0 g/L e Agua de Coco em PO -
ACP® - 10,0 g/L). O sémen de 26 animais machos, previamente analisados foi
criopreservado em cinco momentos diferentes dentro do periodo reprodutivo,
constituindo cinco pools. Quatro fémeas foram utilizadas para observacao dos
indices de produtividade (taxas de fertilizacdo e eclosdo). Foram avaliados nos
tratamentos, motilidade (Mot), tempo de motilidade (TMot), patologias
espermaticas, taxa de fertilizacdo e ecloséo, integridade da membrana
espermatica, funcionalidade da mitocondria e do DNA espermatico. A Mot e 0
TMot nao diferiram (P>0,05) entre os tratamentos T1l e T2 e ambos foram
inferiores ao sémen in natura. O numero de espermatozoides normais foi
significativamente diferente (P<0,05) nos tratamentos T1 (15,1%) e T2 (21,9%),
e ambos apresentaram uma reducdo no percentual de espermatozoides
normais quando comparados ao sémen in natura (57,4%).Quanto as taxas de
fertilizacdo e eclosdo ndo houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos
avaliados (T1 e T2). Apés a criopreservacado dos espermatozoides, nédo foram
verificadas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos, na funcionalidade da
mitocondria e integridade do DNA espermatico. Quanto a integridade da
membrana, no T1 (53,4%) apresentou maior percentual (P<0,05) de
espermatozoides com a membrana integra do que no T2 (43,7%). A solucéo
crioprotetora composta com duas solucdes testadas ndo foram efetivas na
protecdo estrutural da célula espermatica. Porém, mantiveram integro em
guase que toda sua totalidade o DNA dos espermatozoides de C.
macropomum.

! Dissertacéo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (49p.) Marco de 2013.
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ABSTRACT

Cryoprotectant solutions aim to protect spermatozoa from injuries
produced by low temperature in the cryopreservation process. In this study we
evaluated the quality of Colossoma macropomum semen after thawing, using
dimethyl sulfoxide (DMSO) as a cryoprotectant combined with two extender
solutions (treatments): T1 (Glucose - 90.0 g/L, Sodium Citrate - 6 0 g/L, EDTA -
1.5 ¢g/L, Sodium Bicarbonate - 1.5 g/L, Potassium Chloride - 0.8 gIL,
Gertamicine Sulfate - 0.2 g/mL) and T2 (Glucose - 90.0 g/L and Powder
Coconut Water - ACP® - 10.0 g/L). Semen from 26 males, previously
cryopreserved was analyzed at five different times throughout the reproductive
season, forming five pools. Four females were used for observation of
reproductive indexes (fertilization and hatching rate). The following parameters
were assessed: motility (Mot), motility time (TMot) sperm pathologies,
fertilization rate and hatching rate, sperm membrane integrity, mitochondrial and
sperm DNA function. The Mot and TMot did not differ (P> 0.05) between T1 and
T2 and both showed lower values compared to fresh semen. The number of
normal spermatozoa was significantly different (P <0.05) in T1 (15.1%) and T2
(21.9%) treatments, and both showed a reduction in the percentage of normal
spermatozoa when compared to fresh semen (57.4%). Regarding fertilization
and hatching rates, there was no difference (P> 0.05) between the treatments
(T1 and T2). After sperm cryopreservation, no differences were evidenced (P>
0.05) between the treatments for mitochondrial functionality and sperm DNA
integrity. Tlshowed a higher membrane integrity (53.4%) than that found in T2
(43.7%). The cryoprotectant solution tested in this study did not work effectively
in protecting spermatic cells from structural damages. However, majority of the
cells remained with intact DNA after thawing.

! Master of Science Dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (49p.) March, 2013.
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo aquicola continental estd em franco crescimento de
acordo com os dados estatisticos do Boletim de Pesca e Aquicultura do
Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2012), sendo que no triénio 2008-
2010 o incremento chegou a 40%. Dentro deste contexto de aumento da
producdo aquicola continental, o tambaqui (Colossoma macropomum) espécie
nativa da Bacia Amazo0nica, é a terceira mais produzida no geral e é a espécie
nativa brasileira mais produzida, em especial nas regides norte, centro oeste e
nordeste do Brasil, em funcdo do seu grande potencial para a criagdo em
sistemas intensivos (MELO et al., 2001).

Consolidar a cadeia produtiva das espécies nacionais,
principalmente o C. macropomum ¢é de fundamental importancia para a
continuacdo do crescimento da producdo e consequentemente a geracao
renda. Dentre algumas técnicas para a consolidacdo da cadeia produtiva,
principalmente para a reproducao, esta a criopreservacdo de gametas que tem
uma gama de aplicacdo extensa, como foi fundamental, por exemplo, no
programa de melhoramento genético desenvolvido para o C. macropomum e P.
faciatum nos ultimos quatro anos (RESENDE et al., 2010). Desenvolver e/ou
aperfeicoar biotécnicas que possam ser aplicadas nos processos da cadeia
produtiva do C. macropomum, seguramente garantira o seu desenvolvimento
no que tange no minimo o custo de producdo. Soma-se ainda que outros
beneficios da técnica de congelamento de sémen sdo mencionados, como;
eliminacdo da assincronia na maturidade gonadal entre machos e fémeas;
reducdo de custos e riscos de transporte de reprodutores e reducéo do plantel
de reprodutores (SUQUET et al., 2000; VIVEIROS, 2005; MARIA et al., 2009;
VIVEIROS et al. 2009b; VIVEIROS et al., 2012).

Para efetivar a qualidade do método de criopreservacao de sémen,
faz-se necessario estabelecer uma solucao crioprotetora eficaz, com o intuito
de ser o mais eficiente possivel para preservar a integridade do
espermatozoide. Por tanto, estudos sdo necessarios para delimitar uma
solucdo diluidora adequada e a concentracdo do crioprotetor ideal para cada
espécie nativa.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O congelamento de sémen de peixes é uma técnica valiosa para a
preservacao de material genético e pode ser utilizada tanto para programas de
melhoramento genético de espécies de interesse econbmico quanto para
programas de preservacdo de popula¢gdes nativas. Em ambas as situagles, a
preservacdo de sémen por longos periodos tem por finalidade aumentar a
viabilidade genética de uma determinada populacdo (CARNEIRO, 2007).
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2.1 Espécie em estudo
Ordem: Characiformes.
Familia: Characidae.
Sub-Familia: Serrasalminae.
Género: Colossoma

Espécie: Colossoma macropomum (CUVIER, 1818).

Nome Popular: Tambaqui (Figura 1).

Figura 1 — Exemplar de C. macropomum, espécie nativa brasileira que foi
utilizada no experimento de congelamento de sémen.

O C. macropomum € uma espécie que possui escamas com Ccorpo
romboidal, nadadeira adiposa curta com raios nas extremidades, dentes
molariformes e rastros branquiais longos e numerosos, boca prognata pequena
e fortes labios grossos; sua coloracdo parda na metade superior e preta na
metade inferior do corpo pode variar para mais clara ou escura dependendo da
cor da &agua (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998). Quanto ao seu
comportamento alimentar, € um onivoro em seu meio natural (FURUYA, 2001).
A espécie foi introduzida nas pisciculturas do sul do pais a partir da década de
70, porém, com restricdo no cultivo com relacdo a temperatura abaixo de 22°C,
crescendo muito lentamente e podendo morrer abaixo de 16°C (RANZANI-
PAIVA et al., 1999).

A reproducao do C. macropomum segundo Ceccarelli et al. (2000),
ocorre entre outubro a marco, e a maior concentracdo de desovas por inducao
tem prevaléncia entre os meses de novembro a fevereiro. Por ser uma espécie
sincrone total, os o6citos maduros séo liberados durante o periodo reprodutivo
de uma so6 vez, ao contrario das espécies de desova multipla ou parcelada, que
liberam seus od6citos mais de uma vez (VAZZOLER, 1996). A espécie C.
macropomum segundo Andrade & Yasui (2003), tem sua metodologia
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reprodutiva artificial tecnicamente dominada sendo necessaria a inducéo
hormonal com extrato de hipdfise de carpa. Mas atualmente com as variacdes
ocorridas no meio ambiente, esta assincronia e a qualidade dos gametas tém
variado de acordo com o periodo reprodutivo (GALO, 2013).

2.2 Espermatozoides e pardmetros fisicos e quimicos do sémen

O sémen é um liquido ou uma suspensdo celular semi-gelatinosa,
contendo gametas masculinos (espermatozoides) (GARNER & HAFEZ, 1995).
Para tornar-se espermatozoide, as células germinativas masculinas dos peixes
passam por uma série de mudancas, comecando como espermatogbnias
progredindo para espermatécitos primarios e secundarios, espermatides, e
finalmente o espermatozoide (GRIER & NEIDIG, 2011). Em peixes ainda
podem existir dois tipos de testiculos, os tubulares e os lobulares (GRIER &
NEIDIG, 2011), onde os espermatozoides séo liberados no lumen dos tubulos
anastomosados (peixes menores) ou l6bulos (peixes maiores). Com poucas
excecOes a morfologia espermatica basica € uniforme; cabeca (arredondada),
peca intermediaria (curta) e cauda (flagelo) (GRIER & NEIDIG, 2011).

Existem peculiaridades nos espermatozoides da maioria das
espécies de peixes, tais como, a falta do acrossoma, estrutura que esta
presente em todos o0s outros grupos de vertebrados (COSSON, 1999;
MARQUES, 2001). Por outro lado, a falta do acrossoma no espermatozoide da
maioria dos teledsteos € justificada pela presenca da micropila, um orificio no
coérion do odcito, destinado a penetracdo do espermatozoide (COSSON, 1999).
Outras caracteristicas peculiares dos espermatozoides de peixes sdo: a
imobilidade no plasma seminal, a sua ativacdo quando ocorre o balanco
osmotico, no momento que o sémen entra em contato com a agua e a curta
duracéo da vida ap0s a sua ativacao (BILLARD & COSSON, 1992). Quanto ao
plasma seminal, este tem funcdes de proteger a capacidade fertilizante do
espermatozoide e preservar o metabolismo energético para ativacdo do mesmo
(CIERESZKO et al., 2011).

A ativacdo dos espermatozoides ocorre quando o sémen entra em
contato com a agua e ha a diluicdo da concentracdo do potassio presente no
liquido seminal, que por estar em concentracdo elevada, consegue manter o
gameta masculino imével nas gbnadas (HARVEY & CAROLSFELD, 1993;
ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004). Outro tipo de ativacdo espermatica ocorre
pela diferenca existente entre a baixa osmolaridade da dgua em relacdo aquela
do plasma seminal que € essencial para iniciar a motilidade dos
espermatozoides em peixes de agua doce (HARVEY & CAROLSFELD, 1993).

A motilidade espermatica pode ser afetada durante o processo de
ativacdo, quando o sémen é diluido em agua e tem 0 seu inicio. Para uma
adequada avaliacdo do sémen, € necessaria uma diluicdo seminal homogénea,
evitando erros de avaliacdo decorrentes da diluicdo. (MARIA, 2005). Afirmacéo
semelhante foi expressa por Mojica (2004) pois a motilidade esperméatica, um
dos critérios de avaliacdo da qualidade do sémen, usualmente € expresso em
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porcentagem de espermatozoides moveis e que foram recentemente ativados
pela diluicdo em solucé&o ativadora.

O volume de solucdo ativadora adicionado ao sémen também é
muito importante. Pois, este volume determina a dinamica de ativagdo dos
espermatozoides (OLIVEIRA, 2006). Uma diluicdo relativamente alta é
necessaria para iniciar a motilidade simultanea de 100% dos espermatozoides.
Por outro lado, em baixas diluicdes, somente alguns espermatozoides sao
ativados e os outros vao entrando em movimentagao progressivamente mais
tarde (BILLARD & COSSON, 1992), resultando em perdas na taxa de
fertilizagao.

As alteracOes ultra estruturais dos espermatozoides de peixes foram
descrita por Miliorini (2006) como sendo ocasionadas ap6s 0 aumento ou
reducdo da osmolaridade do meio que os circunda, podendo ser também de
origem patoldgica. As alteracOes patologicas foram classificadas por Marques
(2001) como sendo limitantes no tempo de duragcéo da motilidade espermatica.
A morfologia espermatica em peixes foi classificada por Miliorini et al. (2011)
como, patologias primarias (macrocefalia; microcefalia; cabeca degenerada;
peca intermediaria degenerada; cauda quebrada, enrolada e dobrada) e
patologias secundarias (cauda degenerada; cabeca isolada; gota
citoplasmatica distal e proximal). Herman et al. (1994) relacionaram que as
patologias primarias em mamiferos, ocorrem durante a espermatogénese em
decorréncia de: enfermidades, consanguinidade, restricdo alimentar e estresse,
por exemplo. E as patologias secundarias estariam relacionadas aos
procedimentos de manejo durante a coleta do sémen e a confeccdo das
laminas para avaliacdo das patologias. Cabe ressaltar que para
espermatozoides de peixes ndo existem parametros de comparacdo para
morfologia espermatica para o sémen criopreservado e nem para 0 sémen in
natura (MILIORINI, 2006).

Com relacdo aos defeitos espermaticos, ao avaliar solucdes
ativadoras com concentracfes de metanol e dimetilsulfoxido (DMSO) na
gualidade de sémen criopreservado de curimba (Prochilodus lineatus), Miliorini
et al. (2011) relataram uma reducdo no indice de patologias totais com o
aumento na concentracdo dos crioprotetores até 12,5% da solucdo
crioprotetora. Kavamoto, et al. (1999), encontraram maiores incidéncias de
anormalidades do tipo cauda dobrada ou enrolada e auséncia de cauda nos
espermatozoides de P. scrofa = P. lineatus. No sémen de P. mesopotamicus
Streit Jr. et al. (2006a) avaliaram as caracteristicas qualitativas apos inducao
hormonal e constataram a incidéncia elevada de patologias primarias no
sémen, especialmente, cauda enrolada, quebrada e corrugada. Quando
estudaram o sémen de dourado (Salminus maxillosus) em cativeiro, Streit Jr. et
al. (2008) ndo encontraram diferencas significativas entre tratamentos nas
patologias primarias, porém nas secundarias registraram um aumento no
percentual de 13,3% do sémen pré inducdo, para 19,02% no sémen pdés
inducdo hormonal.
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2.3 Solugdes diluidoras

Os procedimentos para o congelamento vém sendo estudados ha
algum tempo, e Carneiro (2007) cita a necessidade do uso de meios diluentes
e agentes protetores para efetivar com sucesso 0 uso deste procedimento. Em
geral as solucbes diluidoras sdo compostas por solugbes aquosas que
possuam a mesma osmolaridade do plasma seminal. Solu¢des diluidoras séo
solucdes de sais ou de carboidratos, que ajudam a manter a viabilidade celular
durante a refrigeracdo. A qualidade de um diluidor reside no fato do mesmo ser
isotbnico (para que ndo ative a motilidade espermética), estavel ao longo do
armazenamento e estéril (MARIA, 2005). Apesar de iniameros estudos ja
realizados sobre solugbes diluidoras para sémen de peixes, ndo existe uma
solucdo diluidora especifica para cada espécie, como ocorre para alguns
mamiferos. Este fato se deve ao numero elevado de espécies de peixes, com
particularidades inerentes ao grupo do qual pertencem (MARIA, 2005).

Em relagdo a solucdo diluidora, a mais utilizada para peixes € a
solucdo de glicose a 5% (OHTA & IZAWA, 1996; GODINHO & VIVEIROS,
2011), pois aumenta a pressdo osmotica e evita assim a ativagdo do
espermatozoide. Entretanto, por ser uma solucéo diluidora simples, geralmente
necessita de adicdo de alguma substancia protetora, sendo comumente
utiizada a gema de ovo (GODINHO & VIVEIROS, 2011). Segundo Leite
(2011), solucbes diluidoras mais complexas podem promover uma maior
protecdo dos espermatozoides, dispensando a necessidade de adicdo de
substancias protetora (gema de ovo). Mas o desenvolvimento de uma solucdo
diluidora e eficiente, para determinada espécie de peixe, necessita de ensaios
para avaliacdo dos seus eventuais efeitos toxicos e suas influencias sobre a
integridade e funcionalidade espermatica (OHTA & IZAWA, 1996).

Como néo existe ainda uma solucdo diluidora para as espécies
aquaticas, estdo sendo realizados estudos com algumas solucdes que talvez
possam ser utilizadas para formular uma solucdo crioprotetora. Uma dessas
solucdes diluidoras testadas é o BTS® (Beltsville Thawing Solution), esta
solucéo é utilizada para sémen de suinos. Esta solucdo vem sendo utilizada
para o resfriamento e ate mesmo fazendo parte da solucédo crioprotetora para
congelamento, e ja tem trabalhos realizados com C. macropomum (VARELA
JR. et al., 2012a; VARELA JR. et al., 2012b).

Uma das inovacfes mais recentes da biotecnologia de conservacéo
de sémen de peixe é a utilizacdo da agua de coco como meio diluidor seminal.
Dentre os atributos deste meio diluidor o fato do mesmo ser um meio natural e
estéril composto por sais, proteinas acucares, vitaminas, gorduras neutras,
além de indutores da divisdo celular e diversos eletrélitos, pode exercer uma
acao benéfica sobre a conservacdo de células reprodutivas (LEITE, 2011).
Trabalhos foram realizados testando a utilizacdo da agua de coco para a
diluicdo do sémen de espécies cultivadas no Brasil. Carvalho et al. (2002)
utilizaram a agua de coco para o sémen de Cyprinus carpio e concluiram que
poderia ser utilizada como base do meio diluidor para a conservagdo do sémen
da espécie. Por outro lado, Farias et al. (1999) testaram para a espécie nativa
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C. macropomum, e encontraram um aumento no tempo de sobrevivéncia e
maiores valores de motilidade, quando comparados a agua.

A agua de coco desidratada, transformada em p6 possui 0S mesmo
constituintes bioquimicos da forma in natura, porém é padronizada e mais
eficazmente conservada, o que facilita a sua comercializagdo para regides
onde o fruto ndo existe (SILVA et al., 2006). Recentemente, a 4gua de coco em
pé (ACP®) foi adaptada para a criopreservacdo de peixes recebendo a
classificacdo de ACP®-104 (LEITE, 2011). O ACP®-104 também foi testado
para C. macropomum (VIEIRA, 2010; LEITE, 2011). Em geral, os resultados
foram positivos para a utilizacdo deste meio para a criopreservacao de sémen
de espécies nativas.

2.4 Crioprotetores

Os crioprotetores devem ser adicionados a uma solugéo diluidora
para que haja uma protecdo do espermatozoide durante o congelamento e o
descongelamento, e devem possuir como propriedade uma baixa toxidade para
as ceélulas espermaticas e alta solubilidade em agua, podendo ser classificadas
como intracelulares ou permeaveis e extracelulares ou impermeaveis
(SQUIRES et al., 1999).

Os crioprotetores intracelulares sdo substancias quimicas de baixo
peso molecular e capazes de penetrar nas células espermaticas, onde essas
substancias diminuem a temperatura de congelamento intracelular, atuando
como supressores da formacdo de cristais de gelo (MANZUR et al., 1984;
WOODS et al., 1999). Os crioprotetores extracelulares sdo aquelas substancias
gue possuem alto peso molecular, portanto ndo conseguem penetrar no interior
da célula, mas promovem a acao protetora externamente (GODQY, 2012). A
combinacdo destes crioprotetores (permeaveis e impermeaveis) promovem
uma protecdo mais completa para o espermatozoide (LEUNG & JAMIESON,
1991), e reduzem o ponto de congelamento da agua (MEDEIROS et al., 2002).

Existem inUmeras substancias que podem ser usadas como
crioprotetoras para a criopreservacdo de espécies nativas brasileiras, entre
elas estéo, etilenoglicol (MELO & GODINHO, 2006), dimetil acetamida (MELO
& GODINHO, 2006; VARELA JR. et al., 2012a;), dimetil formamida (VARELA
JR. et al., 2012a;), glicerol (FARIAS et al.,, 1999; VIVEIROS et al., 2009a;
VARELA JR. et al., 2012a), metil formamida (VARELA JR. et al., 2012a), metil
glicol (NASCIMENTO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; VIVEIROS et al.,
2008; VIVEIROS et al., 2009a; VIVEIROS et al., 2009b; VIVEIROS et al., 2010;
MARIA et al., 2011; VIVEIROS et al., 2011; CARNEIRO et al., 2012; ARAUJO
et al., 2012; BARREIRO et al., 2012; MORAES et al., 2012) e metanol (MELO
& GODINHO, 2006; MURGAS et al.,, 2007; MILIORINI et al., 2011). Mas o
crioprotetor mais utilizado para espécies de piracema é o dimetil sulféxido
(DMSO - CAROLSFELD et al., 2003; MELO & GODINHO, 2006; STREIT JR. et
al., 2006b; VELASCO-SANTAMARIA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007;
VIVEIROS et al.,, 2008; STREIT JR. et al.,, 2009; VIVEIROS et al., 2009a;
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VIVEIROS et al., 2009b: FELIZARDO et al., 2011; MILIORINI et al., 2011,
VIVEIROS et al., 2011; CARNEIRO et al., 2012; VARELA JR. et al., 20123,
VARELA JR. et al., 2012b), que foi apresentado como crioprotetor base para
espécies da familia Characidae (CAROLSFELD et al., 2003), e os resultados
obtidos no processo de criopreservacéo foram promissores.

2.5 Congelamento

A criopreservacao, segundo Zhang et al. (2003) é um método efetivo
para 0 armazenamento a longo prazo de espermatozoides, podendo assim
facilitar o transporte de sémen para uma possivel troca e conservacédo de
material genético entre pisciculturas comerciais ou mesmo para espécies
ameacadas de extingéo.

A conservacdo de sémen por longos periodos pode ter por finalidade
prover a necessidade de genes para aumentar a variabilidade genética de uma
determinada populacdo. Da mesma forma que uma populacdo natural de
peixes depende de alta variabilidade genética para aumentar suas chances de
adaptacdo ao meio onde vive, um plantel de reprodutores precisa dessa
variabilidade para reduzir possiveis problemas negativos causados por
endocruzamentos e homozigose (CAROLSFIELD et al., 2003).

Os primeiros estudos relacionados a criopreservacdo de sémen de
peixes ocorreu inicio na década de 50, com a descoberta dos primeiros
crioprotetores (TIERSCH, 2008). A aplicacdo da técnica de criopreservacao de
sémen teve inicio com salmonideos (COSER et al., 1987). Na década de 90 a
técnica foi adaptada para espécie migradoras tropicais da Ameérica do Sul
(HARVEY, 2001) e os estudos no Brasil comecaram na década de 80
(KAVAMOTO et al., 1989). Mas foi ha década de 90 que os seus estudos foram
impulsionados, principalmente com a preocupacdo com a preservacao da
variabilidade genética das populacbes selvagens devido a construcdo de
barragens de usinas hidroelétricas e a degradacdo do habitat natural
(CAROLSFELD et al., 2003). No entanto, o grande avanco da criopreservacao
do sémen das espécies nativas brasileiras foi quando Carolsfeld et al. (2003)
apresentaram alguns protocolos para espécies das familias Characidae e
Pimelomidae.

O armazenamento de sémen de peixes através do congelamento
tem sido estudado em inUmeras espécies de nativos brasileiros (MELO &
GODINHO, 2006), entre elas B. amazonicus (VELASCO-SANTAMARIA et al.,
2006), B. cephalus (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006), B. insignis (SHIMODA,
2004; VIVEIROS et al., 2011; VIVEIROS et al., 2012), B. nattereri (OLIVEIRA et
al., 2007), B. opalinus (ORFAO, 2010), B. orbignyanus (NASCIMENTO et al.,
2007; VIVEIROS et al., 2008), B. orthotaenia (MELO & GODINHO, 2006), L.
elongatus (CAROLSFIELD et al., 2003), L. obtusidens (TAITSON et al., 2008;
VIVEIROS et al.,, 2008), P. brachypomus (PESSOA, 2009; MELO, 2010;
NASCIMENTO et al., 2010; RAMIREZ-MERLANO et al., 2011), P. corruscans
(CAROLSFIELD et al.,, 2003), P. lineatus (CAROLSFIELD et al., 2003;
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MILIORINI, 2006; VIVEIROS et al., 2008; VIVEIROS et al., 2009b; VIVEIROS
et al., 2010), P. mesopotamicus (CAROLSFIELD et al., 2003; STREIT JR. et
al., 2006b), S. brasiliensis (VIVEIROS et al, 2009a) e S. maxillosus
(CAROLSFIELD et al.,, 2003). E ainda pode-se citar o C. macropomum
(VIEIRA, 2010; LEITE, 2011; MARIA et al., 2011; VIEIRA et al., 2011; ARAUJO
et al., 2012; BARRETO et al., 2012; CARNEIRO et al., 2012; MORAES et al.,
2012; VARELA JR. et al., 2012a; VARELA JR. et al., 2012b), que devido sua
crescente importadncia no setor piscicola brasileiro os estudos estdo sendo
cada vez mais importantes para consolidar a cadeia produtiva da espécie.

Para um melhor entendimento do processo de congelamento, deve-
se ter em mente que o sémen ao ser criopreservado por este método,
necessita antes, ser diluido em solu¢Bes contendo uma solucéo diluidora e um
crioprotetor. Este composto € formado para prevenir crioinjurias aos
espermatozoides e também deve inibir a ativacdo da motilidade (OLIVEIRA,
2006). Pois, para o armazenamento de sémen em baixas temperaturas é de
extrema importancia que seu congelamento seja realizado sem ativa-lo, sendo
imprescindivel evitar 0 seu contato com agua ou mesmo a urina do peixe
durante sua extracdo (HARVEY & CAROLSFIELD, 1993).

O processo de congelamento, por ser severo a estrutura do
espermatozoide, faz-se necessario que este meétodo seja cautelosamente
realizado com cuidado, como por exemplo, a primeira etapa de deve ser
conduzida a uma temperatura de -10°C até -70°C (HARVEY & CAROLSFIELD,
1993), que é obtida através do vapor do nitrogénio liquido formado em botijoes
do tipo dry shipper. Pois quando o sémen é colocado diretamente no nitrogénio
liquido, a estrutura do espermatozoide sofre graves lesées. Porém iniciando o
processo de congelamento através da vaporizacdo o congelamento € gradual,
de forma que as estruturas ndo sofram muitos danos (BILLARD, 1983). Apés
algumas horas de armazenamento em botijdes dry shipper as amostras podem
ser alocadas em botijdes contendo nitrogénio liquido.
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3. HIPOTESE

Ocorre diferenca de qualidade seminal no congelamento do sémen
de C. macropomum com diferentes diluentes solu¢des diluidoras associados a
10% de DMSO.
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral

Avaliar o impacto qualitativo nos espermatozoides de C.
macropomum apls a criopreservacdo, na presenca de duas solucbes
diluidoras.

4.2. Especificos

Identificar a melhor solucéo diluidora para utilizar na crioprotecao do
sémen de C. macropomum.



CAPITULO 2
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INTEGRIDADE FUNCIONAL DO ESPERMATOZOIDE DE TAMBAN\QUI
(Colossoma macropomum) CRIOPRESERVADO COM SOLUCOES
DILUIDORAS ENRIQUECIDAS

Resumo

As solucdes crioprotetoras, tém como finalidade proteger os
espermatozoides da severidade produzida pela baixa temperatura no processo
de criopreservacao. Neste estudo o objetivo foi avaliar a qualidade do sémen
de Colossoma macropomum pdés-descongelamento, utilizando dimetilsulfoxido
(DMSO) como crioprotetor combinado com duas solugdes diluidoras. Os
tratamentos avaliados foram: T1 (Glicose - 90,0 g/L, Citrato de Sédio - 6,0 g/L,
EDTA - 1,5 g/L, Bicarbonato de Sédio — 1,5 g/L, Cloreto de Potéssio - 0,8 g/L e
Sulfato de Gertamicina - 0,2 g/L) e T2 (Glicose — 90,0 g/L e Agua de Coco em
P6 - ACP® - 10,0 g/L). A motilidade e o tempo de motilidade nao diferiram
(P>0,05) entre os tratamentos T1 e T2 e foram inferiores ao sémen in natura. O
namero de espermatozoides normais foi significativamente diferente (P<0,05)
nos tratamentos T1 (15,1%) e T2 (21,9%), e ambos apresentaram uma reducao
no percentual de espermatozoides normais quando comparados ao sémen in
natura (57,4%). Quanto as taxas de fertilizacdo e eclosdo ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos avaliados (T1 e T2). Nao foram verificadas
diferencas (P>0,05) entre os tratamentos (T1 e T2), para funcionalidade da
mitocondria e DNA espermatico. Quanto a integridade da membrana, no T1
(53,4%) ocorreu maior percentual (P<0,05) de espermatozoides com a
membrana integra do que no T2 (43,7%). As solucbes diluidoras combinadas
com 10% de DMSO mantiveram o DNA espermatico integro em quase que
toda sua totalidade nos espermatozoides de C. macropomum, porém
ocorreram perdas da funcionalidade dos mesmos.

FUNCTIONAL INTEGRITY OF TAMBAQUI (Colossoma
macropomum) SPERMATOZOON FROZEN WITH ENRICHED EXTENDER
SOLUTIONS

Abstract

Cryoprotectant solutions aim to protect spermatic cells from injuries
produced by low temperature in the cryopreservation process. In this study we
evaluated the quality of Colossoma macropomum semen after thawing using
dimethyl sulfoxide (DMSO) as a cryoprotectant combined with two extender
solutions. Treatments evaluated: T1 (Glucose - 90.0 g/L, Sodium Citrate - 6 0
g/L, EDTA - 1.5 g/L, Sodium Bicarbonate - 1.5 g/L, Potassium Chloride - 0.8
g/L, and Gertamicine Sulfate - 0.2 g/L) and T2 (Glucose - 90.0 g/L and Powder
Coconut Water - ACP® - 10.0 g/L). Motility and time of motility did not differ (P>
0.05) between T1 and T2 and were lower than recorded in fresh semen. The
number of normal spermatozoa was significantly different (P <0.05) between
the T1 (15.1%) and T2 (21.9%), and both treatments showed a decreasing in
percentage of normal cells when compared to fresh semen (57.4%).
Fertilization and hatching rates did not differ (P> 0.05) between the treatments
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(T1 and T2). There were no differences (P> 0.05) between treatments (T1 and
T2) for mitochondrial functionality and sperm DNA integrity. Membrane integrity
in T1 (53.4%) was higher (P <0.05) than recorded in T2 (43.7%). The extender
solutions combined with 10% DMSO kept intact the sperm DNA for majority of
the cells assessed after thawing, however damages on its functionality were
evident.

1. Introducéo

A espécie C. macropomum tem grande relevancia para a cadeia
piscicola brasileira, pois € a principal espécie nativa produzida no Brasil
(BRASIL, 2012). Seu potencial de crescimento e desenvolvimento satisfatorio
em climas tropicais estdo ressaltados constantemente (MELO et al., 2001;
IZEU & MELO, 2004), e inumeros estudos estdo se desenvolvendo com a
espécie, a fim de consolidar a sua cadeia de producdo. Por outro lado, a
biologia reprodutiva do C. macropomum possui caracteristicas que dificultam a
eficiéncia reprodutiva durante o seu periodo reprodutivo, ou seja, assincronia
entre machos e fémeas (GALO, 2013) e que podem ser contornado com
sémen criopreservado.

A criopreservacao de sémen € uma biotecnia disponivel e com
ampla gama de aplicacédo na piscicultura nacional, como por exemplo: reducéo
de custos e riscos de transporte de reprodutores; reducdo do plantel de
reprodutores; transporte de gametas de animais selecionados em um programa
de melhoramento ou manipulados geneticamente e também a eliminacdo da
assincronia na maturidade gonadal entre machos e fémeas (SUQUET et al.,
2000; VIVEIROS, 2005; MARIA et al., 2009; VIVEIROS et al. 2009; VIVEIROS
et al., 2012). Quanto a sua aplicacdo pratica e efetiva, no Brasil, foi registrada
por Resende et al. (2010) como fundamental para a estruturacao do programa
de melhoramento genético do Colossoma macropomum no Brasil.

Assim como para algumas espécies nativas que possuem protocolos
eficientes para o congelamento do sémen; Brycon insignis (VIVEIROS et al.
2011), B. orbignyanus (MARIA et al.,, 2006), B. nattereri (OLIVEIRA et al.,
2007), recentemente o protocolo de congelamento de sémen de C
macropomum foi estabelecido por Maria et al. (2011a). Por outro lado, no
estudo de Varela Jr. et al. (2012a) com a mesma espécie foi apresentado uma
melhor solucdo crioprotetora, além de ter sido observada a importancia da
funcionalidade espermatica apds o processo de criopreservacao, seja ela para
mobilidade do espermatozoide ou integridade da sua carga genética. Todavia,
cabe ressaltar que além de espécie, a individualidade de cada animal e o
periodo reprodutivo sdo alguns dos fatores que influenciam na capacidade de
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congelamento e descongelamento de espermatozoides (BROMAGE &
ROBERTS, 1995).

Uma solucdo diluidora pratica e eficiente, a partir de compostos
comercial € de extrema importancia para a padronizacdo da técnica de
criopreservacdo do sémen em escala comercial. Em relacdo a solucéo
diluidora, a mais utilizada para peixes é a solucao de glicose a 5% (OHTA &
IZAWA, 1996; GODINHO & VIVEIROS, 2011), pois mantém a pressao
osmotica (isosmoética) na célula espermética e evita assim a ativacdo do
espermatozoide. Entretanto, por ser uma solucéo diluidora simples, geralmente
necessita de adicdo de alguma substancia protetora, sendo comumente
utilizada a gema de ovo (GODINHO & VIVEIROS, 2011). Mas existem relatos
gue uma solucdo diluidora enriquecida pode ser utilizada sem a adicdo do
componente protetor (gema de ovo) (LEITE, 2011). Para minimizar os danos no
processo de criopreservacdo, crioprotetores sdo combinados a solugcbes
diluidores para que haja uma protecédo do espermatozoide durantes o processo
de congelamento e descongelamento (SQUIRES et al., 1999). De todo modo
sdo conhecidos os problemas relacionados a criopreservacdo de células
reprodutivas como alteracdo da estrutura fisica da célula espermatica,
comprometendo a carga de DNA e por consequéncia também a sua
capacidade de fertilizacdo (LABBE et al., 2001; CABRITA et al., 2005).Todavia,
ainda assim ocorrera perda qualitativa do sémen criopreservado em relacdo ao
gue ndo sofreu este processo.

Diante dos expostos o0 objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade
espermatica de C. macropomum criopreservado em diferentes solucdes
diluidoras.

2. Material e Métodos

O presente experimento foi realizado nos Laboratérios de
Reproducdo em Nova Mutum (MT) e Pimenta Bueno (RO). Posteriormente as
analises laboratoriais foram conduzidas nos laboratérios de microscopia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Campus Veterinaria — Laboratorio
de Microscopia) e Universidade Federal de Rio Grande (Laboratorio de
Reproducdo Animal Comparada). Foram utilizados 26 animais machos e 4
fémeas. A concentracdo espermatica média entre os machos foi de 14,8x10°
espermatozoides por mL de sémen ejaculado.

Obtencéo e avaliacbes quali-quantitativas do sémen in natura.
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O sémen foi obtido a partir da inducédo de 0,7 mg de Ovopel/kg de
peso corporal e coletado por uma leve massagem abdominal, no sentido
cranio-caudal. O sémen foi acondicionado em tubos c6nicos de 50 mL, em
seguida, foram avaliados os parametros quali-quantitativos do sémen em
microscopia otica (40X), exceto avaliagdo das patologias espermatica (100X). A
seguir sdo descritas as metodologias utilizadas para a avaliacdo do sémen.

Motilidade progressiva: O sémen foi diluido e ativado em &gua
destilada na razdo de 2:20 pl, respectivamente e em seguida um volume de 2l
desta solucdo foi colocado entre lamina e laminula para avaliacdo em
microscopio. Foram atribuidos valores de 0 a 100% para a motilidade, em
funcdo da movimentacao dos espermatozoides.

Tempo de duracdo da motilidade: No momento da diluicdo do sémen
na agua destilada, para obtencéo da motilidade progressiva, um cronometro foi
acionado e parado quando os espermatozoides cessaram O Seu movimento
flagelar dentro do campo optico.

Morfologia Espermatica: uma amostra de sémen de cada animal foi
diluida em solucdo de formol salina tamponado. Em seguida esfregacos em
laminas histolégicas foram produzidos e corados com Rosa de Bengala de
acordo com as recomendacOes de Streit Jr. et al. (2004) para peixes.
Posteriormente, foram avaliados 100 espermatozoides e identificando os
defeitos primarios e secundarios segundo Miliorini et al. (2011), como pode ser
observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Lista de patologias espermaticas avaliadas segundo recomendacéo
de Miliorini et al., 2011.

Patologias
Primarias Secundarias
Macrocefalia Cabeca Isolada
Microcefalia Cauda Degenerada
Cabeca Degenerada Gota Citoplasmética
Proximal
Peca Intermediaria Gota Citoplasmatica
Degenerada Distal

Cauda Quebrada
Cauda Enrolada
Cauda Dobrada

Tratamentos
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A base da solucéo crioprotetora utilizada neste experimento foi
composta por uma solucgao diluidora (8,0 fracdo), crioprotetor — Dimetilsulfoxido
(DMSO) (1,0 fragéo) e pool de sémen (1,0 fracdo) de acordo com o protocolo
de Maria et al. (2011) para a espécie. Duas solucdes diluidoras (1 e 2) foram
testadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo das solugbes diluidoras utilizadas no presente
experimento.

Componentes Solugdo
1 2
Glicose (g/L) 90,0 90,0
Citrato de Sédio (g/L) 6,0
EDTA (g/L) 1,5
Bicarbonato de Sdédio (g/L) 15
Cloreto de Potéassio (g/L) 0,8
Sulfato de Gertamicina (g/L) 0,2 .
ACP® - 104 (g/L) : 10,0

Um pool de sémen foi produzido a fim de eliminar o efeito macho e
padronizar as amostras e 0s seguintes tratamentos foram testados: Tl —
Sémen diluido na Solucdo 1 + DMSO; T2 — Sémen diluido na Solucdo 2 +
DMSO.

O sémen foi envasado em palhetes de 0,25 mL, os quais foram
mantidos por 24 horas em um botijdo dry shipper para serem armazenados em
um botijao de estoque de nitrogénio liquido de acordo com as recomendacdes
de Taitson et al. (2008), onde permaneceram até a realizacdo das analises
posteriores. O descongelamento das amostras foi realizado com a imerséo das
palhetas em agua (45°C/8 s). Apds o descongelamento, as amostras de sémen
foram analisadas, quanto aos parametros quali-quantitativos seguindo a
metodologia descrita para o sémen in natura, e apds foi analisada a
funcionalidade espermatica.

Andlise funcional dos espermatozoides

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada a partir da coloracéo
fluorescente rhodamina 123 (HE & WOODS, 2004). A integridade de
membrana dos espermatozoides avaliada com uso de das sondas
fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina — CFDA — e iodeto de propidio —
Pl — (VARELA JR. et al., 2012a). Quanto a integridade do DNA, foi utilizando a
sonda laranja de acridina (VARELA JR. et al.,, 2012a). As avaliacbes de
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funcionalidade mitocondrial, integridade de membrana e de DNA foram
realizadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus® BX 51, América
INC, Séo Paulo - Brasil) avaliando-se 200 células/amostra a partir de 20uL de
solucdo em lamina sob laminula (18 x 18 mm). As taxas foram expressas
através do percentual entre células integras/funcionais sobre o total de células
avaliadas.

Avaliagéo da taxa de fertilidade e eclosdo

Odcitos de C. macropomum foram obtidos a partir da inducdo da
espécie com 5,5 mg de extrato de hipéfise de carpa por kg de peso corporal
nas fémeas. Para analise da taxa de fertilizagcdo foram acondicionados em um
recipiente descartavel 1 g de odcitos e 250 pl de sémen descongelado com os
tratamentos T1 e T2, tendo entdo em média uma proporcédo de 9,73x10° de
espermatozoide/oocito. Logo apods foi adicionada agua destilada, para ativacéo
dos espermatozoides e apds 60 segundos, as estruturas embrionarias foram
alocadas em incubadoras de 60 litros com fluxo continuo de agua. Apés 8
horas (fechamento do blastoporo) de incubacgéo a temperatura média de 26,5 +
0,9°C obteve-se a taxa de fertilizagdo. Para cada tratamento, trés contagens
foram realizadas, avaliando-se embrides viaveis (em desenvolvimento) e
inviaveis (ovos gorados). O valor percentual médio das trés contagens foi
denominado percentagem de ovos fertilizados.

Cem embrides viaveis de cada amostra, apés a contabilizacdo da
taxa de fertilizacdo foram mantidos em recipientes experimentais (100 mL) os
qguais foram colocados dentro das incubadoras de 60 litros por mais 12 horas
de incubacéo. A partir da contagem do numero de larvas existente em cada
incubadora, obtendo-se assim a taxa de ecloséo.

Analise estatistica

Foi realizada a analise de normalidade para todas as variaveis
dependentes, pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, devido a distribuicédo
nao ter se comportado de forma normal, foi realizado andlise de variancia para
médias ndo paramétricas através do teste de Kruskal-Wallis. Os diferentes
diluentes foram considerados variaveis independentes, e as variaveis
motilidade espermatica, tempo de motilidade, taxa de fertilizacdo, taxa de
eclosdo, funcionalidade de mitocondrias, integridade da membrana e DNA
espermatico foram consideradas variaveis dependentes. Todos os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média (S.E.M.). Todas as analises foram
realizadas no software Statistix 9.0 (2008).
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3. Resultados

N&do houve diferenca estatistica (P>0,05) para a motilidade
progressiva (Mot) entre os tratamentos (T1 e T2), e ambos foram inferiores ao
sémen in natura. Por outro lado, o percentual de espermatozoides normais
encontrados no presente experimento, 15,1% (T1) e 21,9% (T2) foram
significativamente diferentes (P<0,05), sendo observado uma reducao (P<0,05)
no numero de espermatozoides normais se comparados ao sémen in natura
(Figura 1).
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Figura 1 — Média e desvio padrdao da Motilidade Progressiva (Mot) e
Espermatozoéides Normais (Eptz N) do sémen de C. macropomum, in natura e
congelado com duas solucdes diluidoras (T1 — Solucdo 1 e T2 — Solucéo 2).
Método de avaliacdo de dados ndo paramétricos, pelo teste de Kruskal-Wallis.

O tempo de motilidade do espermatozoide (TMot) ndo diferiu
(P>0,05) entre os tratamentos criopreservados (T1 e T2) e 0 sémen in natura,
muito embora tenham sido observados valores abaixo da metade daqueles
verificados no sémen apds criopreservacao em relacéo ao in natura (Figura 2).
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Figura 2 — Média e desvio padrao do Tempo da Motilidade (TMot) do sémen de
C. macropomum, in natura e congelado com duas soluc¢des diluidoras (T1 —
Solucao 1 e T2 — Solucéo 2). Método de avaliacdo de dados ndo paramétricos,
pelo teste de Kruskal-Wallis.

Com relacdo a taxa de fertilizacdo e eclosdo (Figura 3) nao
houveram diferenca (P>0,05) entre os tratamentos avaliados.

100 +
T
80 -
60 -
mTx Fert
40 - Tx Ecl
20 -
0 - : L
T1 — Solucéao 1 T2 — Solucdo 2

Figura 3 — Média e desvio padrdo da Taxa de Fertilizagédo (Tx Fert) e Taxa de
Ecloséo (Tx Ecl) do sémen de C. macropomum, congelado com duas solucdes
diluidoras (T1 — Solucdo 1 e T2 — Solucédo 2). Método de avaliagdo de dados
nao paramétricos, pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Foi observado maior ocorréncia de patologias primarias com cauda
guebrada, seguidas pela cauda enrolada (Figura 4). Quanto as patologias
secundarias, cauda dobrada foi a de maior evidéncia, indicando que as maiores
patologias nas células espermaticas ocorreram no terco inferior do
espermatozoide (Figura 5).
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Figura 4 — Percentuais médios dos defeitos espermaticos primarios do sémen
congelado de C. macropomum com diferentes tratamentos. Macrocefalia
(MaC); Microcefalia (MiC); Cabeca Degenerada (CabD); Peca Intermediaria
Degenerada (PID); Cauda Enrolada (CE); Cauda Quebrada (CQ) e Cauda
Dobrada (CD).
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Figura 5 — Percentuais médios de defeitos secundarios do sémen congelado
de C. macropomum com diferentes tratamentos. Cauda Degenerada (CDe);
Cabeca Isolada (Cabl); Gota Citoplasmatica Distal (GCD) e Gota
Citoplasmatica Proximal (GCP).

Apoés a descongelacdo dos espermatozoides, ndo foram verificadas
diferencas estatisticas (P>0,05) entre as diferentes solu¢fes diluidoras, para
funcionalidade de mitocondria e integridade de DNA espermatico (Figura 6).
Quanto a integridade de membrana, que diferiu (P<0,05) entre os tratamentos,
sendo o maior com 53,4 £ 1,8% (T1) e o menor indice com 43,7 + 1,6% (T2).
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Figura 6 — Média e desvio padrdo dos percentuais de Integridade da
Membrana (Int Memb), Funcionalidade de Mitocondria (Fun Mit) e Integridade
do DNA (Int DNA) observados nos espermatozoides de C. macropomum apos
a criopreservagao.

4. Discussao

Apés a criopreservacado, de um modo geral, ocorreu uma sensivel
perda da qualidade seminal de C. macropomum, o que era esperado em
funcdo do severo estresse osmotico e térmico que as ceélulas espermaticas
sofrem durante este processo.

Conservar a integridade da membrana celular espermatica pode ser
de fundamental importancia para que os espermatozoides tenham capacidade
fecundante. Muito embora tenha ocorrido diferenca entre os tratamentos para a
integridade da membrana, as solucdes crioprotetoras (T1 e T2) néo
possibilitaram uma boa conservacdo estrutural dos espermatozoides,
reforcando o fato de que menos de 50% dos espermatozoides conservaram
suas mitocondrias funcionais. A baixa funcionalidade espermatica verificada
nos espermatozoides do C. macropomum, apds a criopreservacao, certamente
acarretou reflexos nos demais parametros; motilidade, tempo de motilidade,
morfologia espermatica e por consequéncia nas taxas de fertilizacdo e ecloséo.
Cabe ressaltar, que durante o processo de criopreservacdo das células
espermaticas, danos podem ocorrer devido a inameros fatores que afetam este
processo, tais como; velocidade de congelamento e descongelamento,
recipiente de armazenamento e a incorporacao da solucdo crioprotetora pela
célula espermatica (MARIA et al., 2009).

Amostras criopreservadas devem possuir mais de 50% de motilidade
espermatica e espermatozoides viaveis para se obter bons resultados (MARIA
et al., 2011), indice ndo observado no presente estudo apds a criopreservagao
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(variacdo em torno de 18%). Podemos considerar que as solucdes
crioprotetoras testadas ndo foram efetivas na preservacdo da integridade do
espermatozoide, pois, a reducdo em mais de 50% na motilidade espermatica e
no tempo de motilidade do sémen criopreservado se comparados ao sémen in
natura atestam este fato. E possivel que a reducdo na integridade da
membrana e a funcionalidade da mitocondria provavelmente afetaram a
capacidade do espermatozoide de C. macropomum produzirem energia
necessaria para se movimentarem. Ou seja, quando ocorre alteracdes nas
mitocondrias e peca intermediaria do espermatozoide diminui a producdo de
ATP celular (YAO et al. 2000).

A reducdo no percentual de espermatozoides normais nos
tratamentos testados confirma 0s processos danosos provocados pela
criopreservagdo. Cabe ressaltar que um valor de referéncia de alteragtes
morfologicas, para que seja possivel considerar inapropriado o sémen in natura
ou apos a criopreservacao ainda ndo existe para peixes (MILIORINI, 2006). Os
valores observados nas espécies sdo muito discrepantes dificultando ou
tornando imprecisas possiveis comparacdes. Por exemplo, pos-
criopreservagdo, os valores de espermatozoides com defeitos néo
ultrapassaram 24,3% no P. lineatus com DMSO + BTS® (MILIORINI et al.,
2011). Por outro lado, os valores observados neste experimento no C.
macropomum, assemelham-se aos de Streit Jr. et al. (2009), que registraram
68,5% de patologias espermaticas no sémen de P. mesopotamicus, porém
utilizando o DMSO associado a glicose e gema de ovo. Segundo Fabbrocini et
al. (2000) os danos espermaticos também estdo relacionado a toxidez dos
crioprotetores e a ineficiéncia do processo de criopreservacdo estao
relacionados como as principais causas das lesfes provocadas nas células
espermaticas.

Nenhuma das solu¢cdes diluidoras combinas com o crioproteror
DMSO se mostrou efetiva para criopreservacédo do sémen de C. macropomum.
Por exemplo, Varela Jr. et al. (2012b) observaram que a combinacdo de DMSO
+ BTS® para criopreservacédo do sémen de C. macropomum resultaram em
baixas taxas de motilidade (20%) e tempo de motilidade (29,7 segundos).
Recentemente Varela et al. (2012a), obtiveram valores em torno de 64% para
motilidade e 77,1 segundo para tempo de motilidade, com a substituicdo do
DMSO, pela dimetilformamida (DMF) para o C. macropomum, em funcdo desta
maior eficiéncia no congelamento de sémen, abre-se expectativas para 0 uso
de protocolos mais ajustados e eficientes para a criopreservacédo do sémen de
C. macropomum.

A integridade do DNA, ou seja, a carga genética que O
espermatozoide transfere para os seus parentais, foi mantida quase que em
sua totalidade no sémen criopreservado, apesar das alteraces morfologicas
produzidas nos espermatozoides, bem como na integridade de membrana e
funcionamento das mitocéndrias. Quando ocorre aumento da fragmentacéo do
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DNA do espermatozoide, isso provavelmente produz um impacto negativo
sobre a taxa de fertilizacdo e eclosdo, além do comprometimento do
desenvolvimento embrionario (VARELA JR et al., 2012a). Chama atengéo o
fato dos valores, no presente estudo, serem superiores aos obtidos para Varela
Jr. et al. (2012a), 73,1% e 43,3% de células espermaticas com o DNA integro
utilizando DMF e DMSO associados ao BTS®, respectivamente. E fato que
durante o periodo reprodutivo, os parametros qualitativos seminais variam
significativamente no C. macropomum (GALO, 2013). Assim, espermatozoides,
gue ndo estejam maduros ou senis S840 mais suscetiveis ao processos severos
como a criopreservacgdo. Do ponto de vista qualitativo, quanto a maturidade do
espermatozoide do C. macropomum, é possivel que estes estivessem no seu
melhor estado. Um indicativo de espermatozoide jovem em mamiferos
(HERMAN et al., 1994), sdo microcefalias, que ocorreram menos de 1,0% entre
os tratamentos. Por outro lado, a gota citoplasméatica em mamiferos pode ser
um indicativo de espermatozoides senis, mas sua presenca quase nao foi
detectada no presente estudo. Além disso menos de 10% dos espermatozoides
foram classificados como cabeca degenerada, indicativo de que o processo de
criopreservacdo pouco inutilizou os espermatozoides do ponto de vista
genético. Leva-se em conta ainda que em mamiferos defeitos na cabeca do
espermatozoide apresentam danos na cromatina, podendo acarretar baixos
indices de taxa fertilidade e consequentemente eclosdo (FRENEAU, 2011).

A baixa taxa de fertilizacdo, em ambos os tratamentos, é
provavelmente consequéncia do somatorio de alteracdes advindas do processo
de criopreservacdo, evidentes no presente estudo pela baixa taxa de
motilidade, tempo de motilidade, aumento nas alteracbes de espermatozoides
com defeitos (especialmente na cauda), alteracbes na membrana e
funcionalidade da mitocondria. Em estudos com P. scrofa = P. lineatus
(KAVAMOTO et al., 1999) e P. lineatus (MILIORINI et al., 2011) foi relatado que
defeitos espermaticos, principalmente na cauda do espermatozoide afetaram a
taxa de fertilizacdo do sémen, devido a sua movimentacao irregular.

5. Conclusao

Os meios crioprotetores testados contendo as diferentes solucdes
diluidoras foram parcialmente efetivos na protecdo estrutural da célula
espermatica, durante o processo de congelamento. Porém, foi possivel manter
integro em quase toda sua totalidade o DNA dos espermatozoides do C.
macropomum.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

A padronizacdo de um protocolo para criopreservacao do sémen de
C. macropomum deve continuar a ser pesquisada. Porém, com o objetivo que o
mesmo seja eficiente, pratico e seguro.

As alteragOes estruturais identificados neste estudo sugerem que 0s
protocolos que s&o propostos, conseguem proteger parcialmente o0s
espermatozoides. Em funcdo disso, as consequéncia sédo: baixa motilidade,
tempo da motilidade, elevacdo do percentual de alteracdes morfoldgicas e por
consequéncia baixa taxa de fertilizacédo e eclosao.
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