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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do sémen fresco e
congelado de tambaqui (Colossoma macropomum), submetido a contaminacéo
com diferentes fontes. O estudo foi conduzido na regido da amazénia brasileira,
estado de Rondonia, durante fevereiro e marco de 2012. Foram utilizadas
amostras de sémen de 13 machos, divididas em quatro tratamentos: controle
(sem contaminante) e contaminado com 10% de urina, sangue ou fezes. Foram
avaliadas a motilidade e tempo de duracdo da motilidade esperméatica das
amostras frescas, e motilidade, integridade de membrana, integridade de DNA,
e funcionalidade de mitocéndria das amostras congeladas. A motilidade do
sémen fresco ndo diferiu (P<0,05) entre as amostras contaminadas por
sangue, urina ou fezes (79,6; 76,1 e 78,8%, respectivamente) mas foi inferior
em relagdo ao grupo controle (96,1%). Ja nas amostras congeladas, ndo houve
diferenca (P>0,05) na motilidade entre as amostras contaminadas com
sangue, urina ou fezes (11,1; 22,3 e 34,6%, respectivamente) e as amostras
sem contaminantes (40,8%). O tempo de duracdo da motilidade das amostras,
fresco, sem contaminantes (125,5 s) foi superior (P<0,05) ao das amostras
contaminadas com sangue ou fezes (85,7 e 77,0 s, respectivamente), e as
contaminadas com urina (98,7 s) nao diferiram dos outros tratamentos. Os
tratamentos contaminados com urina ou fezes (94,0 e 1025 s,
respectivamente) nao diferiram (P>0,05) entre si ou em relacdo aos demais
tratamentos. Para a analise de integridade de membrana, os valores 72,4; 77,0
e 68,0% obtidos no sémen contaminado com sangue, urina e fezes,
respectivamente, foram menores (P<0,05) que o controle cuja média foi 91,5%.
O tratamento contaminado com urina foi inferior (P<0,05) ao tratamento
controle para a integridade de DNA (82,8 e 93,4%, respectivamente) e para a
funcionalidade de mitocondrias (87,1% e 94,9%, respectivamente). Assim, a
qgualidade seminal é prejudicada com a inclusdo dos contaminantes testados
(fezes, urina ou sangue), em concentracdo de 10%, para a maioria dos
parametros avaliados.

Palavras-chave: criopreservacdo, contaminagdo seminal, qualidade
espermatica, piscicultura.

1Dissertagéo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (54 p.) Marco,
2013.



EFFECT OF CONTAMINATION IN SEMEN QUALITY OF TAMBAQUI
(Colossoma macropomum)?

ABSTRACT

The objective was to evaluate the quality of fresh and thawed semen
of C. macropomum, subject to contamination from various sources. The study
was conducted in the Brazilian Amazon region, state of Rondbnia, during
February and March of 2012. Semen samples of 13 males were divided into
four treatments: control (no contaminants) and 10% contaminated with urine,
blood or feces. Motility was evaluated in fresh and thawed samples whereas
membrane integrity, DNA integrity, and functionality of mitochondria were
evaluated in thawed samples. The motility of fresh semen was lower (P <0.05)
in samples contaminated by blood, urine or feces (79.6, 76.1 and 78.8%,
respectively) when compared with control group (96.1%), but did not differ
among them. However in post thawed samples, motility was similar (P> 0.05) in
samples contaminated with blood, urine or feces (11.1, 22.3 and 34.6%,
respectively) compared to samples without contaminants (40.8%). In post
thawed semen, only blood contaminated semen (71.2 s) was lower than the
control treatment (140.8 s). Treatments contaminated with urine or feces (94.0
and 102.5 s, respectively) did not differ (P> 0.05) among themselves or with
respect to other treatments. For the membrane integrity analysis, values of
72.4, 77.0 and 68.0% obtained in semen contaminated with blood, urine and
feces, respectively, were lower (P <0.05) than the control whose average was
91.5%. Treatment contaminated with urine was lower (P <0.05) than the control
treatment for DNA integrity (82.8 and 93.4%, respectively) and mitochondria
functionality (87.1% and 94.9%, respectively). Therefore, most parameters of
semen quality were impaired by the inclusion of contaminants tested (feces,
urine or blood) at a concentration of 10%.

Key words: cryopreservation, seminal contamination, sperm quality, fish breed.

’Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (54 p.) March,
2013.
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1. INTRODUCAO GERAL

Para o desenvolvimento do setor aquicola e manutencdo da
biodiversidade, € fundamental o dominio do manejo reprodutivo das espécies
alvo, o que evidencia a necessidade de desenvolver técnicas mais eficientes na
conservacao de sémen. Essa necessidade é reforcada pela constante ameaca
de perda da diversidade genética das populacdes de peixes nativos, devido a
problemas como destruicdo de matas ciliares, pesca predatéria, construcéo de
barragens hidroelétricas e poluicdo dos ecossistemas aquaticos (MARIA et al,
2011a). Para amenizar os impactos gerados pelos problemas relacionados,
torna-se importante implantar programas que visem o0 armazenamento de
gametas a longo prazo (MARIA et al, 2011a). O congelamento do sémen de
peixes € uma possivel solucdo para esta necessidade, sendo uma técnica
essencial para a preservacdo de material genético, permitindo seu
armazenamento e sua disponibilidade por periodos indeterminados (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006).

A criacdo e organizacdo de bancos de germoplasma do tambaqui
(Colossoma macropomum) sdo Uteis tanto no suporte a programas de
recuperacdo de populacdes naturais, quanto no auxilio na construcdo de um
programa de melhoramento genético desta espécie. A conservacdo dos
recursos genéticos animais existentes na natureza € fundamental para a
preservacao da base genética, especialmente quando se pensa na existéncia
de genes e combinacBes genéticas Unicas que poderdo ser uteis no futuro
(VILLELA et al., 2009). Soma-se o fato de que ha uma tendéncia de ocorrer um
aumento na comercializacdo de sémen congelado (CAFFEY & TIERSCH,
2000). A preservacdo do sémen pode sofrer sérios prejuizos se ocorrer
contaminagcdo das amostras com sangue, fezes (SATTERFIELD &
FLICKINGER, 1995) ou urina (NYNCA et al., 2012). Na pratica, o sémen
contaminado é utilizado imediatamente apds a coleta, mas nunca € congelado.
No entanto, ha poucos estudos sobre a utilizacdo do sémen contaminado com
sangue, urina ou fezes, tanto fresco quanto congelado.O objetivo deste estudo
foi avaliar a qualidade seminal do C. macropomum, fresco e congelado,
contaminado por urina, sangue ou fezes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Piscicultura brasileira

De acordo com as bases estatisticas pesquisadas, o Brasil produziu
1.240.813 t de pescado (proveniente de extrativismo e cultivo) em 2009,
representando 0,86% da producdo mundial deste segmento (MPA, 2012). Em
2010, a producdo aquicola nacional (proveniente somente de cultivo) foi de
479.399 t, sendo a aquicultura continental responsavel por 82,3% desta
produgdo. Ainda, de acordo com a mesma fonte de pesquisa, o C.
macropomum € a espécie nativa mais produzida no pais, ficando atras apenas
das carpas (Cyprinus carpio, Aristichthys nobilis, Hypophthalmichthys molitrix e
Ctenopharyngodon idella) e da tilapia (Oreochromis niloticus). Sua producéo foi
de 54.313,1 t em 2010, crescendo, aproximadamente, 40% em relacdo a 2008
(38.833 t), denotando o grande potencial da espécie para a piscicultura
brasileira. Trata-se da principal espécie nativa produzida no norte e centro-
oeste do Brasil (MPA, 2011), selecionada pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) como uma das espécies prioritarias para a
aguicultura (QUEIROZ et al., 2002), devido a facilidade de maneja-lo e ao seu
crescimento rapido (MARIA et al., 2011b).

2.2. Espécie estudada

O C. macropomum € um peixe originario da bacia amazonica, nativo
dos rios Solimbées, Madeira e Orenoco e seus afluentes, com larga distribuicdo
nestes rios, e em areas préximas a Manaus (VIEIRA, 2010). A desova da
espécie na natureza ocorre, principalmente, nos meses de dezembro a janeiro,
coincidindo com as enchentes dos rios Negro e Amazonas (VIEIRA, 2010). A
temperatura é a maior restricdo para o cultivo do C. macropomum em outras
regibes do pais, pois 0 mesmo cresce muito lentamente em temperaturas
abaixo de 22° C e nao sobrevive quando em temperaturas inferiores a 16° C
(RANZANI-PAIVA et al., 1998) e, desse modo, ndo se recomenda sua criacao
nas regides sul e sudeste do pais. Em cativeiro, perde a capacidade de se
reproduzir naturalmente, sendo necessaria a inducdo a desova, através da
aplicac@o de hormdnios gonadotréficos exdgenos (VIEIRA et al., 2011).

2.3. Processos reprodutivos de espécies nativas reofilicas

Para o desenvolvimento da aquicultura € necessario que haja
alevinos em quantidade significativa, para serem estocados e para tal é
imprescindivel que as técnicas reprodutivas da espécie trabalhada sejam
dominadas. Muito embora a técnica de reproducdo induzida tenha sido
descoberta desde a década de 30 no processo de desova artificial com o0 uso
de hipofisagdo (IHERING & WRIGHT, 1935), a sua popularizagédo ocorreu no
pais no fim dos anos 70. Todavia, 0 seu desenvolvimento continua em ritmo
lento frente a outras atividades relacionadas a piscicultura de espécies nativas,
como por exemplo, nutricdo e processamento do pescado.

A reproducéo artificial da maioria das espécies € otimizada pelo uso
da inducdo hormonal. Este procedimento possibilita a maturacao final e
liberacdo dos gametas de peixes mantidos em cativeiro, além de permitir maior
eficiéncia da reproducdo em condicfes laboratoriais (CARNEIRO, 2007). As
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inducdes hormonais também podem ser utilizadas para aumentar a producao
seminal, antecipar o periodo reprodutivo, restringi-lo ou mesmo sincronizar a
reproducao de um lote de matrizes (ANDRADE & YASUI, 2003). A técnica mais
utilizada no Brasil para a indugdo hormonal da maturacéo final de peixes é o
extrato bruto de hipdfise de peixes maduros (ZANIBONI-FILHO & NUNER,
2004). A inducdo hormonal com extrato hipofisario, em algumas espécies, é
importante por possibilitar o aumento do volume de sémen obtido, facilitando os
procedimentos da reproducdo em laboratorio (CARNEIRO, 2007) e permitindo
a utilizacdo de um menor niumero de machos, permitindo a reducdo do plantel
de reprodutores (CARNEIRO, 2007).

2.4, Criopreservacao

A criopreservacdo é uma biotécnica importante no controle
reprodutivo de inUmeras espécies e sua aplicacdo em peixes esta em amplo
desenvolvimento (MURGAS, 2007), e pode ser utilizada em diferentes campos
de pesquisa e producdo (CABRITA et al., 2001). Pela sua alta aplicabilidade
para a preservacdo de material genético, pode ser utilizada tanto em
programas de melhoramento genético de espécies de interesse econémico,
guanto em programas de preservacao de populacfes selvagens, com vistas a
sua recuperagdo em ambientes que sofreram degradacdo (CARNEIRO, 2007).
E uma técnica eficiente para armazenar o material genético dos machos,
fazendo com que este material fique disponivel por periodos indeterminados
(NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006). A conservagdo de sémen por longos
periodos tem por finalidade prover a necessidade de genes para aumentar a
variabilidade genética de uma determinada populacdo (CARNEIRO, 2007).

Uma aplicacéo, talvez anica no Brasil, foi a utilizacdo de um banco
de germoplasma na area de producédo animal para a construcdo do programa
de melhoramento genético de C. macropomum. Neste caso, o banco de
germoplasma foi fundamental para a viabilizacdo do programa iniciado em
2009. As pesquisas para aumentar a eficiéncia na criopreservacao do sémen
do C. macropomum para dar continuidade no programa de melhoramento
genético, sdo realizadas a partir dos protocolos produzidos por Carolsfeld et al.
(2003) para Characidae. A avaliacdo dos diluidores e crioprotetores nestes
processos, a fim de evitar os danos causados pelo congelamento e
descongelamento do sémen, é um fator relevante na avaliagcdo da qualidade do
sémen (ZEMOR, 2011). Em estudo realizado com C. macropomum, Varela Jr.
et al. (2012) observaram que o dimetilformamida (DMF) utilizado no sémen
criopreservado permitiu uma maior taxa de eclosédo, motilidade espermaética,
integridade espermatica, viabilidade espermatica, integridade do DNA
espermatico e funcionalidade mitocondrial, quando comparado com outras
duas amidas(dimetilacetamida e metilformamida) e com dois crioprotetores
tradicionais (glicerol e dimetilsulféxido - DMSO). Ainda, os autores observaram
que a taxa de fertilizacao e ecloséo, foram similares as do sémen fresco, o que
possibilitou aos autores concluirem que o DMF & o melhor crioprotetor para o
congelamento do sémen desta espécie.

A implantacdo de protocolos de reproducdo artificial e o
desenvolvimento de métodos de preservacdo de sémen eficientes requerem
um profundo conhecimento da biologia reprodutiva e caracteristicas seminais
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(concentracdo de espermatozoides, cor e volume de sémen, morfologia do
esperma dentre outros) das espécies estudadas (NINHAUS-SILVEIRA, 2006).

2.5. Contaminacao do sémen

A preservacao do sémen, principalmente quando realizada a campo
ou em larga escala, pode sofrer sérios prejuizos se ocorrer a contaminacao de
amostras com sangue, fezes (SATTERFIELD & FLICKINGER, 1995) ou urina
(NYNCA et al., 2012).

- Urina

Na maioria das espécies de peixes de agua doce, a fecundacao
ocorre no meio externo. Os espermatozoides estdo imoveis no trato genital e
plasma seminal, tornam-se méveis apos a liberacdo, quando encontram o meio
externo hiposmaotico - normalmente agua doce (NYNCA et al, 2012). A
contaminacdo de sémen com urina possui grande influéncia sobre a qualidade
dos espermatozoides de peixes de agua doce. Essa contaminacao ocorre, em
geral, sob as condi¢cdes de coleta por compressao abdominal, pois o ducto
espermético e o urinario se juntam no ducto eferente com uma abertura através
da papila urogenital (NYNCA et al., 2012). A motilidade espermatica pode ser
desencadeada, durante a coleta, pela contaminacdo do sémen com a urina e,
desta forma, determinar alteragdes nos indices de fertilizacdo (BILLARD et al.,
1995).

A baixa osmolaridade da urina, possivelmente seja responséavel por
uma ativacao precoce dos espermatozoides no trato urinario, o que induz uma
reducao inicial do armazenamento de ATP intracelular (POUPARD et al., 1998)
e, caso ocorra uma demora para o sémen entrar em contato com os 00citos, 0s
espermatozoides podem estar iméveis no momento da fecundacédo
(RURANGWA et al., 2004). A ativacao espontanea dos espermatozoides de
tenca (Tinca tinca), no sémen contaminado com urina, foi de até 100%
(LINHART et al., 2003). Mas, de acordo com 0s autores, esta ativacao precoce
poderia ter sido prevenida por coleta em uma solucdo imobilizadora. A
contaminac¢do do sémen de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a partir de 0
a 30% de urina, levou a reducdo da osmolaridade do plasma seminal, de 301
para 203 mOsm/kg de solvente, respectivamente (NYNCA et al., 2012). Em
tilapias (Oreochromis mossambicus) a urina foi considerada uma boa ativadora
da motilidade espermatica (LINHART et al.,, 1999). A reducdo da motilidade
espermatica em amostras contaminadas por urina também foi observada em O.
mykiss (NYNCA et al.,, 2012), pregado (Psetta maxima) (DREANNO et al.,
1998) e em C. carpio (BILLARD et al., 1995; POUPARD et al., 1998). Segundo
Poupard et al. (1998), a contaminacdo do sémen por urina em peixes, durante
a coleta, pode ser evitada por uma leve compressdo do abdémen antes de
iniciar-se o procedimento e, em seguida, pela introducdo de um cateter na
bexiga urinaria, para recolher a urina remanescente. Este método pode ser
utilizado para coletar sémen livre de contaminacdo por urina, sangue e fezes
(CABRITA et al., 2001). Em contrapartida, Cierezsko et al. (2004) afirmam ser
impossivel evitar a contaminagcdo com urina pela utilizacdo deste método,
mesmo que seja realizado com cuidado. Consideram que, apesar de ser um
procedimento minimamente traumatico e ndo causar hemorragia, é possivel
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que ocorra introducdo de bactérias no ducto espermatico ou ainda produza
danos ao ducto espermaético.

- Sanque
A presenca de células sanguineas no sémen de peixes pode estar

relacionada com diferentes eventos, fisiologicos ou patoldgicos, no trato
reprodutivo masculino (CIERESZKO et al., 2004), descritos a seguir:
- Pequenas quantidades destas células podem estar relacionadas com a
fisiologia normal do animal;
- Uma pequena quantidade de sangue pode estar presente devido a
lesbes causadas pelo manuseio dos peixes, ou adquiridas durante a
migracao reprodutiva. Hemorragias no trato reprodutivo podem, muitas
vezes, ocorrer na piscicultura devido a grande densidade de peixes,
manejo dos reprodutores e a coleta de sémen por compressdo abdominal.
A ocorréncia de hemorragia pode ser indicada pela presenca de eritrocitos
no sémen;
- Inflamacdes do trato reprodutivo;
- Consequéncia de eventos relacionados com a involugdo do sistema
reprodutivo apos a ejaculagdo. Um numero elevado de células
sanguineas, eritrocitos e células linfoides pode ser encontrado em
algumas amostras de sémen, apesar de uma falta de quaisquer sinais
visiveis de contaminacdo com sangue. A contaminacdo do sémen por
pequena quantidade de sangue parece ndo prejudicar gravemente a
gualidade seminal.

A qualidade seminal de ervado (Stizostedion vitreum) nao foi afetada
quando avaliada ap0s refrigeracdo, e contaminado por sangue (SATTERFIELD
& FLICKINGER ,1995). Neste classico trabalho os autores observaram um fato
importante, ocorrendo um aumento no tempo de estocagem (13,3 dias) e da
duracdo da motilidade (56s) das amostras contaminadas, quando comparadas
com os resultados das amostras do grupo controle, 11,7 dias e 51 s
respectivamente. Este fato corrobora com a observacdo de Ciereszko et al.
(2004) referente aos beneficios para o sémen, ap6s contaminagdo com
sangue.

Em mamiferos a influéncia do sangue no sémen também é
observada. No caso de adicdo de 10% de sangue ao sémen de cées, ndo
foram observados efeitos negativos nas caracteristicas funcionais (motilidade,
motilidade progressiva, integridade de membrana, morfologia e integridade de
acrossomo) de espermatozoides armazenados durante 4 dias a 4°C
(RIJSSELAERE et al., 2004). Porém, os autores observaram que a adicao de
2% ou mais de sangue em um ejaculado influenciou negativamente o0s
parametros quali-quantitativos do sémen congelado.

- Fezes

A contaminacdo do sémen de S. vitreum com fezes reduziu em 2
dias o periodo de estocagem e o tempo de duracdo de motilidade de 51 s
(controle) para 5,6 segundos (SATTERFIELD & FLICKINGER, 1995). Em
amostras de sémen de galos, contaminadas por fezes, foi observada reducéo
acentuada da motilidade e do vigor espermaticos (BOONE & HUGHES, 1970),
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sendo que, quanto maior foi a contaminacdo, maior foi o efeito deletério. Os
autores recomendaram apos o estudo que a contaminacdo por fezes deve ser
evitada, para prevenir um significativo decréscimo do periodo de
armazenamento do sémen refrigerado e do tempo de duracdo de motilidade,
pois altas quantidades de micro-organismos saprofitos tais como coliformes,
enterobacteriaceae e enterococos podem competir com espermatozoides pelos
nutrientes presentes no plasma seminal ou nos diluidores, ou ambos, reduzindo
a qualidade do sémen e, consequentemente, a fertilidade. Os micro-
organismos podem causar um efeito deletério, diretamente, ao causar danos a
estrutura espermatica (DIEMER et al., 1996) ou, indiretamente, ao estimular a
producdo de anticorpos que podem agir contra 0os espermatozoides (KURPISZ
& ALEXANDER, 1995).

3. HIPOTESE

3.1 A contaminacdo do sémen fresco e congelado de C.
macropomum com 10% de urina, sangue ou fezes reduz a sua qualidade.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral:
Avaliar a qualidade seminal do C. macropomum, fresco e congelado,
contaminado com 10% de urina, sangue ou fezes.

4.2. Objetivos Especificos:

Avaliar os parametros classicos, quali-quantitavos do sémen
contaminado fresco e congelado: motilidade e tempo de duracdo da motilidade
dos espermatozéides de C. macropomum.

Avaliar as alteracdes estruturais dos espermatozdéides (integridade
da membrana esperméatica e do DNA e funcionalidade mitocondrial) de C.
macropomum, congelado.



CAPITULO 2
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EFEITO DA CONTAMINACAO NA QUALIDADE DO SEMEN DO TAMBAQUI
(Colossoma macropomum)

RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do sémen fresco e
congelado de tambaqui (Colossoma macropomum), submetido a

contaminagao com diferentes fontes. O estudo foi conduzido na regido da
amazobnia brasileira, estado de Rond6nia, durante fevereiro e marco de 2012.
Foram utilizadas amostras de sémen de 13 machos, divididas em quatro
tratamentos: controle (sem contaminante) e contaminado com 10% de urina,
sangue ou fezes. Foram avaliadas a motilidade e tempo de duracdo da
motilidade espermatica das amostras frescas, e motilidade, integridade de
membrana, integridade de DNA, e funcionalidade de mitocondria das amostras
congeladas. A motilidade do sémen fresco ndo diferiu (P<0,05) entre as
amostras contaminadas por sangue, urina ou fezes (79,6; 76,1 e 78,8%,
respectivamente) mas foi inferior em relagéo ao grupo controle (96,1%). Ja nas
amostras congeladas, ndo houve diferenca (P>0,05) na motilidade entre as
amostras contaminadas com sangue, urina ou fezes (11,1; 22,3 e 34,6%,
respectivamente) e as amostras sem contaminantes (40,8%). O tempo de
duracdo da motilidade das amostras, fresco, sem contaminantes (125,5 s) foi
superior (P<0,05) ao das amostras contaminadas com sangue ou fezes (85,7 e
77,0 s, respectivamente), e as contaminadas com urina (98,7 s) ndo diferiram
dos outros tratamentos. Os tratamentos contaminados com urina ou fezes (94,0
e 102,5 s, respectivamente) nao diferiram (P>0,05) entre si ou em relacdo aos
demais tratamentos. Para a andlise de integridade de membrana, os valores
72,4; 77,0 e 68,0% obtidos no sémen contaminado com sangue, urina e fezes,
respectivamente, foram menores (P<0,05) que o controle cuja média foi 91,5%.
O tratamento contaminado com urina foi inferior (P<0,05) ao tratamento
controle para a integridade de DNA (82,8 e 93,4%, respectivamente) e para a
funcionalidade de mitocéndrias (87,1% e 94,9%, respectivamente). Assim, a
qualidade seminal é prejudicada com a inclusdo dos contaminantes testados
(fezes, urina ou sangue), em concentracdo de 10%, para a maioria dos
parametros avaliados.

Palavras-chave: criopreservacdo, contaminacdo seminal, qualidade
espermatica, piscicultura.
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EFFECT OF CONTAMINATION IN SEMEN QUALITY OF TAMBAQUI
(Colossoma macropomum)

ABSTRACT

The objective was to evaluate the quality of fresh and thawed semen
of C. macropomum, subject to contamination from various sources. The study
was conducted in the Brazilian Amazon region, state of Rondbnia, during
February and March of 2012. Semen samples of 13 males were divided into
four treatments: control (no contaminants) and 10% contaminated with urine,
blood or feces. Motility was evaluated in fresh and thawed samples whereas
membrane integrity, DNA integrity, and functionality of mitochondria were
evaluated in thawed samples. The motility of fresh semen was lower (P <0.05)
in samples contaminated by blood, urine or feces (79.6, 76.1 and 78.8%,
respectively) when compared with control group (96.1%), but did not differ
among them. However in post thawed samples, motility was similar (P> 0.05) in
samples contaminated with blood, urine or feces (11.1, 22.3 and 34.6%,
respectively) compared to samples without contaminants (40.8%). In post
thawed semen, only blood contaminated semen (71.2 s) was lower than the
control treatment (140.8 s). Treatments contaminated with urine or feces (94.0
and 102.5 s, respectively) did not differ (P> 0.05) among themselves or with
respect to other treatments. For the membrane integrity analysis, values of
72.4, 77.0 and 68.0% obtained in semen contaminated with blood, urine and
feces, respectively, were lower (P <0.05) than the control whose average was
91.5%. Treatment contaminated with urine was lower (P <0.05) than the control
treatment for DNA integrity (82.8 and 93.4%, respectively) and mitochondria
functionality (87.1% and 94.9%, respectively). Therefore, most parameters of
semen quality were impaired by the inclusion of contaminants tested (feces,
urine or blood) at a concentration of 10%.

Key words: cryopreservation, seminal contamination, sperm quality, fish breed.
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1. INTRODUCAO

A criopreservacao € uma técnica importante no controle reprodutivo
de muitas espécies e sua aplicacdo em peixes esta em amplo desenvolvimento
(MURGAS, 2007). Esta biotécnica pode ser aplicada em diferentes campos de
pesquisa e producdo (CABRITA et al.,, 2001) e por ser muito valiosa para a
preservacao de material genético, pode ser utilizada tanto em programas de
melhoramento genético de espécies de interesse econémico, bem como em
programas de preservacdo de populacdes nativas (CARNEIRO, 2007). Desse
modo, assegurar que sejam implantados programas de manutencéo de banco
de germoplasma, € fundamental em funcdo da constante degradacdo do
ambiente natural em que vive esta espécie (MARIA et al., 2011a)

Um banco de germoplasma pode ser uma excelente alternativa para
espécies como o tambaqui (Colossoma macropomum). Atualmente € a espécie
nativa mais produzida no pais, ficando atras apenas de carpas e tilapia, muito
embora seja originario da bacia amazénica, nativo dos rios Solimdes, Madeira
e Orenoco e seus afluentes (VIEIRA, 2010) O potencial zootécnico da espécie
contribui fortemente para a necessidade de manter bancos genéticos desta
espécie que possam ser utilizados no desenvolvimento do seu programa de
melhoramento genético, por exemplo.

Os parametros quali-quantitativos como a concentracdo de
espermatozoéides e a motilidade espermatica tém sido utilizados como critérios
de avaliacdo da qualidade do sémen e considerados bons indicadores da
capacidade fertilizante (VIEIRA, 2010). Recentemente, foram utilizados com C.
macropomum (Varela Jr. et al., 2012) novos indicadores de qualidade
esperméatica para peixes: integridade espermética, viabilidade espermética,
integridade do DNA espermatico e funcionalidade mitocondrial.

Muito embora tenha ocorrido substancial evolugéo nos protocolos de
criopreservacdo das espécies nativas desde o extenso estudo realizado por
Carolsfeld et al. (2003) em Characidaes, a contaminacdo do sémen no
momento da coleta € uma ocorréncia comum. Essa possivel contaminacao
esta relacionada a falta de padronizagdo na técnica de coleta, especialmente
em funcdo da compressdo abdominal. Neste momento pode haver eliminacéo
de urina, sangue ou fezes, juntamente com o sémen, que, em maior ou menor
grau, afetam a qualidade seminal e podem inviabilizar a utilizacdo do material
coletado.

Na maioria das espécies de peixes de agua doce a fecundacéo
ocorre no meio externo e, deste modo, 0s espermatozoides estdo imoveis no
trato genital e plasma seminal e tornam-se méveis apds a liberagdo para o
meio externo hiposmoético. A urina, por exemplo, em geral esta em baixa
osmolaridade, contribuindo para a ativagdo espermatica. Parece que a baixa
osmolaridade da urina € responsavel por uma ativacdo precoce dos
espermatozoides no trato urinario, o que induz uma reducdo inicial do
armazenamento de ATP intracelular (POUPARD et al., 1998). A reducdo da
motilidade espermatica foi observada em O. mykiss (NYNCA et al., 2012),
pregado (Psetta méaxima) (DREANNO et al., 1998) e em carpa (Cyprinus
carpio) (POUPARD et al, 1998). Segundo Poupard et al. (1998), a
contaminagcdo do sémen com urina, durante a coleta, pode ser evitada por uma
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leve compressdo do abdémen antes de iniciar o procedimento e, em seguida,
introducdo de um cateter na bexiga urinaria para recolher a urina
remanescente.

A presenca de células sanguineas no sémen pode estar relacionada
com diferentes eventos, fisioldgicos ou patolégicos, no trato reprodutivo, sendo
na maioria das vezes necessario o descarte do sémen. De todo modo, a
contaminacdo seminal com pequena quantidade de sangue parece nao alterar
significativamente a qualidade do sémen (CIERESZKO et al., 2004). Ja a
adicdo de 2% ou mais de sangue em um ejaculado influenciou negativamente
0S parametros quali-quantitativos do sémen de cdes descongelado
(RIJSSELAERE et al., 2004). Por outro lado, a contaminagdo do sémen com
fezes deve ser evitada para prevenir um significativo decréscimo no periodo de
armazenamento e tempo de duracdo de motilidade, do sémen refrigerado
(SATTERFIELD & FLICKINGER, 1995).

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do sémen do C.
macropomum, fresco e congelado, contaminado por urina, sangue ou fezes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo do sémen

Treze machos de C. macropomum (6,48 + 2,82 kg) foram
selecionados aleatoriamente e, em seguida, induzidos com dose Unica de 2,5
mg/kg de extrato de hipofise de carpa diluida em 0,5 mL de solucédo salina
estéril (0,9% NaCl). Doze horas apds a inducdo hormonal o sémen foi coletado.

2.1. Coleta de amostras e delineamento experimental

A partir da compressao abdominal no sentido craniocaudal, com a
papila urogenital previamente seca, o sémen foi coletado em copos coletores
descartaveis (individuais). O processo foi extremamente cuidadoso, a fim de
evitar qualquer contaminacao prévia do sémen. Imediatamente apos a coleta, o
sémen de cada animal foi dividido em quatro aliquotas de 250 pL e quatro
grupos foram constituidos: Controle, apenas sémen (a); urina (b); sangue (c) e
fezes (d) diluidos em 25 pL.

Os contaminantes seguiram um padrdo de obtencdo. O sangue foi
colhido através da puncédo do vaso caudal dos reprodutores com seringa
descartavel introduzida em direcdo a regido ventral da coluna vertebral, local
onde se localizam a artéria e a veia caudal e, imediatamente acrescido ao
sémen. A urina foi obtida por compressdo abdominal dos reprodutores, um
pouco antes da liberacdo do sémen, sendo coletada na papila urogenital com o
auxilio de copos coletores descartaveis (POUPARD et al., 1998). As fezes
foram obtidas por disseccao intestinal (ABIMORAD & CARNEIRO, 2004) de
trés alevinos de C. macropomum eutanasiados por seccao da medula espinhal
na regido cervical. As fezes foram diluidas em BTS (Beltsville Thawing Solution
- Minitube - Alemanha) na proporcdo de 5:1 (fezes:BTS) e, em seguida,
homogeneizado com o sémen. O BTS é diluidor para sémen de suinos
contendo 79,9% de glicose, 12,7% de citrato de sédio, 2,7% de EDTA, 2,7% de
NaHCO3, 1,6% de KCI, e 0,4% de sulfato de gentamicina.

As amostras permaneceram em temperatura ambiente por 10
minutos, sendo analisadas e congeladas apés esse periodo. Cada amostra foi
analisada antes e apés o congelamento.

Para os procedimentos de inducdo hormonal, coleta do sémen e
obtencdo das amostras de sangue, urina e fezes, todos os animais foram
previamente anestesiados com uma diluicdo de 65 mg/L de eugenol, sendo
considerados anestesiados ao atingirem o quarto estagio anestésico (perda do
tbnus muscular, imobilidade e reducdo dos movimentos operculares)
(TREVES-BROWN, 2000).

2.2. Anélise do sémen fresco

Para a avaliagdo da motilidade e o tempo da motilidade espermatica,
uma aliquota de 2 pyL de cada amostra fresco foi diluida com 20 pyL de agua
destilada e colocada entre lamina e laminula para observa¢cdo em microscopio
optico (40x). Assim, para a motilidade progressiva foram atribuidos valores de 0
a 100% para o percentual de espermatozoides moveis no campo 6ptico. Para o
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tempo de duracdo de motilidade, no momento da diluicdo, um cronémetro foi
acionado e a contagem foi interrompida quando cessaram todos o0s
movimentos espermaticos no campo optico.

2.3. Congelamento e descongelamento

As amostras foram diluidas na propor¢cdo de 1:3 (sémen:diluente)
em um meio composto por 92% de BTS e 8% de dimetilformamida (DMF) e
envasadas em palhetas de 250 pL (VARELA JR. et al., 2012). Em seguida, as
amostras foram congeladas por 12 horas em um “dry-shipper”, e entédo
armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C) durante 15 dias. Para
descongelamento, as palhetas foram submergidas em banho-maria (38°C) por
8 segundos e, em seguida, foi analisada a qualidade seminal.

2.4. Anélise do sémen congelado

Além da analise da motilidade espermatica, foram analisadas
integridade de membrana e do DNA e a funcionalidade de mitocéndria.
Amostras de duas palhetas de cada tratamento de cada macho foram
descongeladas, diluidas novamente em 400 pL de BTS (1:3) a 22 °C. Foram
contados 200 espermatozoides de cada amostra e avaliados em microscopio
de epifluorescéncia em um aumento de 400 X (Olympus BX 51, América INC,
Séo Paulo - Brasil). Para a avaliacdo da integridade de membrana, uma
amostra de 10uL de sémen foi diluida em 40uL de solucdo salina isotbnica,
contendo 1,7 mM de formaldeido, 20 M de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e 7,3 uM de propidio iodeto (IP). Os espermatozoides que possuiam
fluorescéncia verde foram considerados como possuindo a membrana integra,
pois a sua membrana nao permitiu que o diacetato de carboxifluoresceina
saisse do citoplasma. Ja os espermatozoides que possuiam fluorescéncia com
coloragéo vermelha ou vermelha e verde na cabeca foram classificados como
ndo possuindo a membrana integra (HARRISON & VICKERS, 1990). A
porcentagem de viabilidade dos espermatozoides foi determinada pela
propor¢cdo dos que emitiram fluorescéncia verde em comparacdo com O
namero total de espermatozoides (emissores de fluorescéncia verde, vermelho
ou vermelho e verde).

A integridade do DNA foi avaliada apo0s colocar uma amostra de 45
puL de sémen em 50 pL de TNE (0,01 M Tris-HCI; 0,15 M NacCl; 0,001 M EDTA,
pH 7,2). Depois de 30 segundos, 200uL de solugdo Triton 1X foi adicionado e,
30 segundos depois, 50uL de laranja de acridina (2 mg / mL em &gua
deionizada). Apé6s cinco minutos, foram contados 200 espermatozoides;
agueles com fluorescéncia verde foram considerados com o DNA integro,
enquanto aqueles com fluorescéncia vermelha ou laranja foram considerados
com o DNA néo integro (BENCHARIF et al., 2010). A taxa de integridade do
DNA foi determinada pela proporcdo de espermatozoides emissores de
fluorescéncia verde comparado ao numero total de espermatozoides
(fluorescéncia verde, vermelha ou laranja).

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada apés a incubacdo de uma
amostra de 10 pL de sémen com 40 pL de solucdo de rhodamina 123 (13uM),
a 20°C durante 10 minutos. Espermatozoides com coloragdo rhodamina
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positivo (fluorescéncia verde) foram considerados com mitocondrias funcionais.
Ja as mitocdndrias ndo funcionais caracterizaram-se por coloragdo negativa
com rhodamina, isto é, sem fluorescéncia (HE & WOODS, 2004). A taxa de
funcionalidade  mitocondrial foi determinada pela proporcdo de
espermatozoides emissores de fluorescéncia verde em comparacéo ao total de
espermatozoides (verde ou auséncia de fluorescéncia).

2.3. Analise estatistica

O desenho experimental considerou as amostras controle, 10% com
urina, sangue e fezes como as variaveis independentes e os parametros quali-
guantitativos seminais como as dependentes. Cada um dos reprodutores foi
considerado uma unidade experimental. A normalidade das variaveis
(motilidade, integridade de membrana, integridade de DNA e funcionalidade
mitocondrial) foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Por ndo possuirem
distribuicdo normal, foram submetidas a analise de variancia ndo paramétrica e
os tratamentos foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. Todas as
analises foram realizadas com Statistix 9, Analitica Software (Tallahassee, FL,
EUA).
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3. RESULTADOS

A motilidade espermatica observada no sémen fresco foi superior
(P<0,05) no controle em relagdo as amostras contaminadas com urina, sangue
ou fezes. Por outro lado, ndo ocorreu diferenca no sémen congelado (P>0,05)
entre os tratamentos e o controle (FIGURA 1).

100 - 96,1% (A)

90 0 0
76.1% (B) 79,6% (B) 78,8% (B)
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30 22,3% (a)
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10 |
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FIGURA 1. Taxa de motilidade (média e desvio padrdo) do sémen fresco e do sémen congelado, de C.
macropomum, submetido a quatro tratamentos (controle, contaminado com urina, sangue ou fezes).
*Valores com diferenca estatistica (P<0,05) estdo representados por diferentes letras (sémen fresco — A
ou B). Comparacéo entre médias pelo teste de Kruskal-Wallis.

Quanto a integridade da membrana dos espermatozoides, foi
verificado um menor percentual (P<0,05) em relacdo ao controle,
independentemente da origem do contaminante (FIGURA 2). A contaminacao
das amostras de sémen com urina resultou em um menor percentual (P<0,05)
de espermatozoides com DNA integro e com mitocondrias funcionais, no
sémen congelado, do que as amostras controle (FIGURAS 3 e 4).
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FIGURA 2. Integridade de membrana (média e desvio padrdo) do sémen congelado, de C. macropomum,
submetido a quatro tratamentos (controle, contaminado com urina, sangue ou fezes). Avaliagcdo pelo
método de coloracdo com diacetato de carboxifluoresceina e iodeto de propidio e visualizacdo em
microscopio de epifluorescéncia (400X).

* Valores com diferenca estatistica (P<0,05) estdo representados por diferentes letras (A ou B).
Comparagéo entre médias pelo teste de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 3. Integridade de DNA (média e desvio padrao) do sémen congelado, de C. macropomum,
submetido a quatro tratamentos (controle, contaminado com urina, sangue ou fezes). Avaliagdo pelo
método de coloragcdo com laranja de acridina e visualizagdo em microscopio de epifluorescéncia (400X).
*Valores com diferenca estatistica (P<0,05) estdo representados por diferentes letras (A ou B).
Comparagéo entre médias pelo teste de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 4. Funcionalidade de mitocondria (média e desvio padrdo) do sémen congelado, de C.
macropomum, submetido a quatro tratamentos (controle, contaminado com urina, sangue ou fezes).
Avaliacdo pelo método de coloragdo com rhodamina 123 e visualizagdo em microscopio de
epifluorescéncia (400X).

*Valores com diferenca estatistica (P<0,05) estdo representados por diferentes letras (A ou B).
Comparacédo entre médias pelo teste de Kruskal-Wallis.
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4, DISCUSSAO

Sistematicamente, tem sido verificada, em atividades praticas de
criopreservacdo do sémen, a contaminagdo com urina, fezes ou sangue nas
rotinas com espécies nativas. Neste estudo, foi observada sensivel perda de
qualidade seminal do C. macropomum, a partir da exposicdo aos
contaminantes, independentemente de sua origem (sangue, urina ou fezes), no
sémen fresco.

Uma hipétese factivel para explicar o efeito da urina, foi sugerida por
Poupard et al. (1998) que relacionam a sua baixa osmolaridade com uma
ativacdo precoce dos espermatozoides no trato urinario, o que induz uma
reducao inicial do armazenamento de ATP intracelular. Para Billard et al. (1995)
a motilidade depende das reservas de ATP enddgeno, e cessa quando 50-80%
deste ATP é consumido por hidrolise. Este fato foi observado por Dreanno et al.
(1998) no sémen de P. maxima, com a redugdo do ATP intracelular, o que
pode ter sido causado por uma disfuncéo celular ou por um blogueio na sintese
de ATP. A ativacéo espontanea dos espermatozoides de tenca (Tinca tinca), no
sémen contaminado com urina, foi de até 100% (LINHART et al., 2003). A
contaminacdo do sémen de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a partir de 0
a 30% de urina, levou a reducédo da osmolaridade do plasma seminal, de 301
para 203 mOsm/kg, respectivamente (NYNCA et al., 2012). De todo modo, os
fatores que interferem na motilidade séao diversos: pH (DREANNO et al., 1998),
concentracdo de fons (K", Na*, e Ca®"), temperatura e diluicdo (ALAVI &
COSSON, 2005).

O sangue como contaminante do sémen fresco ndo tem sido
caracterizado como determinante para a perda da motilidade. Por outro lado,
guando o0 sangue permanece em contato maior com o sémen (criopreservado
ou resfriado), ha maior probabilidade de perda de qualidade. No presente
estudo foi possivel observar no sémen pos-criopreservacao contaminado com
sangue, aproximadamente metade (1,97 vezes menor) do tempo da motilidade
em relacdo ao controle. A reducdo da motilidade espermatica nao foi
observada por Ciereszko et al. (2004), no sémen de O. mykiss contaminado
com 0,02% de sangue, apoés 5 dias de refrigeracao.

A reducdo da motilidade apds o descongelamento do sémen
contaminado com sangue, talvez esteja relacionada com a presenca de células
vermelhas do sangue (RIJSSELAERE et al., 2004). ApOs a dissociacao do
grupo heme da meta-hemoglobina, o heme pode catalisar a oxidagcdo de
lipoproteinas presentes na membrana celular. Assim, acredita-se que o0s
produtos das reagbes entre o heme, o ferro liberado apos a hemolise da
hemoglobina e a lipoproteina séo citotoxicos e poderiam causar dano endotelial
(JENEY et al, 2002), ampliando a toxicidade das espécies reativas de oxigénio
(ROS) apos a criopreservacao (RIJSSELAERE et al., 2004). Da mesma forma
que todas as células vivas em condicbes aerObicas, os espermatozoides
produzem ROS como um resultado da
atividade metabdlica normal (LAMIRANDE et al, 1997). A reacdo de ROS com
0s acidos graxos poliinsaturados, presentes nas membranas celulares e nas
lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidacao
lipidica ou lipoperoxidacao (LIMA & ABDALLA, 2001). Os espermatozoides sao
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particularmente susceptiveis a danos peroxidativos por possuirem, em suas
membranas, grandes quantidades de &cidos graxos poliinsaturados (ALVAREZ
& STOREY, 1995).

A reducado da motilidade na presenca de 10% de fezes somente no
sémen fresco é, possivelmente, explicada pela inibicdo do crescimento
bacteriano pelo antimicrobiano (gentamicina) presente no diluidor usado no
sémen criopreservado. A gentamicina, mesmo em baixa concentracédo (0,01
mg/mL), inibiu o crescimento bacteriano no sémen refrigerado (4-6 °C), por 4
dias, de piracanjuba (Brycon orbignyanus). Em uma concentragdo igual ou
superior a 0,1 mg/mL, o crescimento bacteriano no sémen refrigerado foi
inibido por um periodo de 8 dias (VIVEIROS et al., 2010). Porém, ndo existem
estudos sobre o efeito da gentamicina no sémen congelado de peixes.Fezes
podem ser consideradas contaminantes severas para o sémen fresco ou
mesmo refrigerado. Por exemplo, Satterfield & Flickinger (1995) observaram
reducdo de 9,1 vezes do tempo de motilidade de sémen de S. vitreum
refrigerado (3-4°C) e contaminado com 10% de fezes. O efeito deletério das
fezes sobre o sémen também foi observado em outras espécies, como, por
exemplo, espermatozoides de galos (BOONE & HUGHES, 1970). A explicagéo
para tal fato, segundo os autores, esta relacionada a altas quantidades de
micro-organismos saprofitos, presentes nas fezes desta espécie, tais como
coliformes, enterobacteriaceae, e Enterococos que podem competir com 0s
espermatozoides pelos nutrientes presentes no plasma seminal ou nos
diluidores, ou ambos, reduzindo a qualidade do sémen e, consequentemente, a
taxa de fertilidade.

A significativa reducdo dos percentuais de espermatozoides com a
membrana integra nas amostras contaminadas com urina, sangue ou fezes
(72,4; 77,0 e 68,0%) em relacdo as amostras sem contaminante (91,5%),
possibilita fazer uma inferéncia quanto a qualidade seminal do C.
macropomum, especialmente em relagdo a motilidade. A partir do momento
que um espermatozide estd estruturalmente danificado, a sua motilidade
poderd estar alterada. No presente estudo, somente a contaminacdo com
sangue diminuiu o tempo de motilidade no sémen criopreservado.
HONEYFIELD & KRISE (2000) afirmam que a motilidade do sémen de peixes é
um dos parametros fundamentais se ndo o principal indicador qualitativo do
sémen. A integridade da membrana, de acordo com Gatti et al. (1990), pode ter
um efeito negativo no desencadeamento e na duragdo da motilidade
espermética, levando a perda da capacidade de despolarizacdo da membrana
em funcéo da perda de ions. Os resultados do presente estudo indicam que a
perda de integridade de membrana pode ter contribuido para a reducdo de
motilidade, mas né&o foi o Unico fator, pois, mesmo com um elevado percentual
de espermatozoides com a membrana integra (268%), a motilidade foi de
aproximadamente 40% no controle e de 10-35% nas amostras contaminadas.

A urina foi o contaminante que mais produziu alteragdes, seja na
integridade das mitocondrias ou no DNA. Assegurar a fonte geradora de
energia para o deslocamento do espermatozoide, assim como 0 tempo que o
mesmo tera para mover-se, € fundamental para a fecundacdo do odcito.
Quando ocorre o processo de descongelamento dos espermatozoides, a
reducdo da qualidade espermatica pds-descongelamento pode ser devida ao
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aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, com a formacdo de
peroxidos lipidicos e aldeidos citotoxicos (AITKEN, 1995), causando mudancas
na integridade e fluidez da membrana, enfraquecimento das interacdes lipidio-
proteina e alteracdes do DNA e proteinas (HALLIWELL & CHIROCO, 1993).
Sabe-se, ainda, que a reducdo de mitocondrias funcionais pode levar a uma
queda do ATP intracelular, que s6 é produzido quando a mitocéndria esta
intacta. Os baixos niveis de ATP podem, entdo, causar um mau funcionamento
das bombas ibnicas e uma desestabilizacdo da membrana plasmatica
(BAULNY et al., 1997).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a qualidade do
sémen de C. macropomum € prejudicada com a inclusdo dos contaminantes
testados (fezes, urina ou sangue), em concentracdo de 10%, para a maioria
dos parametros avaliados, quando em contato por 10 minutos. Apesar de n&o
comprometer a utilizacdo do sémen fresco, o uso de sémen contaminado néo é
indicado para a criopreservacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

O sémen criopreservado de espécies nativas tem sido extensamente
estudado, a fim de ser utilizado seja como banco de germoplasma para
reconstrucdo de uma populacdo ou em producado zootécnica. De todo modo, a
preocupacdo com contaminantes € relevada a um aspecto secundario fresco.
Ha poucos estudos sobre a contaminacdo do sémen quando o mesmo €
utilizado fresco e, também, quando criopreservado. Conforme os resultados
obtidos no experimento realizado, ndo € sugerido utilizar sémen de C.
macropomum contaminado com 10% de urina, sangue ou fezes, pois a
qualidade seminal foi prejudicada.
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