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RESUMO

O peixe Geophagus brasiliensis, nativo brasileiro € explorado comercialmente como
peixe ornamental, podendo, no futuro, ter reduzidos os estoques naturais. Com isso, a
criopreservacdo pode garantir a sobrevivéncia e diversidade genética dessa espécie
nativa. O objetivo deste estudo foi testar a eficiéncia crioprotetora e do Dimetil
sulféxido, Etileno glicol e Glicerol em sémen de G. brasiliensis, utilizando os parametros
espermaticos motilidade (taxa e tempo de motilidade), integridade de membrana e
DNA, funcionalidade mitocondrial e espécies reativas de oxigénio (ERO). Os machos
(n=12) foram obtidos de pescadores profissionais da Laguna dos Patos, tiveram seu
sémen coletado por massagem abdominal e diluido (1:9 v/v) em Betsville Thawing
Solution para avaliacdo dos paradmetros espermaticos. As amostras seminais foram
diluidas nos difentes tratamentos com crioprotetores DMSO, EG e GLI nas
concentragbes (5, 10, 15 e 20%). Sendo entdo, congeladas em Dryshipper e
posteriormente armazenadas em botijao de Nitrogénio liquido a -196°C, por no minimo
15 dias. Posteriormente, descongeladas em banho-maria a 37° C por 8 segundos e as
analises espermaticas refeitas. Todas as andlises espermaticas foram realizadas por
citometria de fluxo, exceto a motilidade (taxa e tempo) analisada ao microscépio de
contraste de fases. Os resultados foram avaliados estatisticamente no programa
Statistix 9.0 (2008). Os tratamentos com BTS, DMSO e EG, nas concentracdes de 5%,
nao diferiram na quantidade de ERO (P>0.05). Os tratamentos com DMSO 10, 15 e
20% obtiveram os melhores resultados de integridade de membrana (P<0.05). A
Funcionalidade mitocondrial foi semelhante nos grupos com DMSO 10 e 15% e EG 5%
(P>0,05). Todos os tratamentos mantiveram a integridade do DNA (P>0,05). O DMSO
10% apresentou melhores médias de motilidade (taxa e tempo), sendo essas de 24% e
de 160 segundos. O DMSO 10% foi o tratamento mais eficiente na criopreservagao

seminal de G. brasiliensis.

Palavras-chave: Cara, peixe, reproducado, espermatozoide, crioprotetor, BTS.



ABSTRACT

The Geophagus brasiliensis fish, Brazilian native is commercially exploited as
ornamental fish, and may in the future have reduced the natural stocks. Thus,
cryopreservation can ensure the survival and genetic diversity of this and other native
species. The aim of this study was to test the efficiency of the cryoprotectant dimethyl
sulfoxide, ethylene glycol and glycerol in semen G. brasiliensis, using the sperm motility
parameters (rate and time), membrane and DNA integrity, mitochondrial function and
reactive oxygen species (ROS). The fishes (n = 12) were obtained from fishermen of
the Patos Lagoon, The semen was collected by abdominal massage and diluted (1:9 v /
v) in Betsville Thawing Solution (BTS) for evaluation of sperm parameters. The samples
were diluted in cryoprotectant treatments, DMSO, EG and GLI at different
concentrations (5, 10, 15 and 20%) and frozen in Dryshipper and subsequently stored in
liquid nitrogen (-196 ° C) for at least 15 days. Subsequently thawed in a water bath at
37 ° C for 8 seconds and remade sperm analysis. All analyzes were performed by flow
cytometry, except motility (rate and time) analyzed by phase contrast microscopy. The
results were evaluated statistically in Statistix 9.0 (2008) program. Treatments with BTS,
EG and DMSO, at concentrations of 5%, did not differ in the amount of ROS (p> 0.05).
Treatment with DMSO 10, 15 and 20% achieved the best results of membrane integrity
(P <0.05). Mitochondrial functionality was similar in the groups with 10 and 15% DMSO
and 5% EG (P> 0.05). All treatments were maintained the integrity of DNA (P> 0.05).
The 10% DMSO showed better average motility (rate and time) which are 24% and 160
seconds. DMSO 10% was the most effective treatment cryopreservation of semen in G.

brasiliensis.

Key-words: Card, Fish, Reproduction, Sperm, Cryoprotector, BTS.
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INTRODUCAO GERAL

Os ambientes aquaticos continentais desempenham importante papel socio-
ambiental, uma vez que oferecem inimeros servigos a sociedade, como fonte de agua
doce para o consumo, locais de turismo e lazer, assim como atuam na regulacdo do
regime hidrolégico local e, e contribuem significamente para a manutencdo da
biodiversidade (JUNK et al., 2014). Muitos desses ambientes interagem com o
continente e o oceano, sofrendo influéncias de ambos (ESTEVES, 1998). Dessa
forma, sua biodiversidade estd sujeita as mudancas climaticas e alteracGes
ambientais, além da influéncia da ag&o antropica decorrente da globalizag&o.

Talvez a poluicdo causa por acdo antrépica seja um dos impactos mais
devastadores, visto que, aumenta os fluxos de sedimentos e nutrientes, acelerando o
processo de envelhecimento dos ambientes aquéaticos, causando alteracoes
indesejaveis, com prejuizos & sua biodiversidade (ESTEVES, 1998). Além da
poluicdo, é possivel citar outros fatores que interferem no equilibrio desses
ambientes, tais como: a introducdo de organismos exoticos, que competem com
espécies nativas em seus mais diversos nichos podendo até mesmo extermina-las
através da predacdo (LIVENGOOD e CHAPMMAN, 2011); a destruicdo de
ambientes aquaticos com a crescente expansdo de cidades, construcdo de estradas e
outros empreendimentos (JUNK et al., 2014), bem como, a exploracdo exacerbada
dos recursos dos ambientes aquaticos, que reduz os estoques naturais de diversos
organismos (IBAMA, 2008).

Dominando a biodiversidade dos ambientes aquaticos e sujeitos as
imposicdes das variantes ambientais e interferéncias antropicas, estdo 0s peixes.
Estes fazem parte do grupo de vertebrados com maior diversidade adaptativa, tanto
em relacdo as adaptacfes anatdmicas, morfoldgicas e fisiol6gicas, quanto na sua
ecologia (HELFMAN et al., 1999). Devido a importancia desses organismos, torna-
se necessaria a utilizacdo de ferramentas que colaborem para a sua preservacéo.
Mecanismos de protecdo ambiental, tais como legislacdo e criacdo de &reas
prioritarias para a conservacdo, além da construcdo de aquarios e oceanarios sdo
fundamentais, entretanto, a preservacdo da variabilidade genética pode servir de peca
chave na conservagdo de inimeras espécies.

Nesse contexto, a criopreservacdo de gametas, torna-se uma ferramenta

importante na reproducdo artificial de diversos organismos, possibilitando a



conservacao da variabilidade genética e reposi¢do dos estoques naturais através da
formagéo de bancos de germoplasma (CABRITA et al., 2010). Com isso, propicia a
protecdo dos ambientes aquaticos e a conservacdo de espécies aquaticas nativas,
fundamentais ao equilibrio desses ambientes, tais como, 0 peixe Cara Geophagus
brasiliensis.

O Caré possui ampla distribuicdo na América do sul, especialmente, ao longo
das bacias costeiras do leste do Brasil e Uruguai (BUCKUP et al., 2007). Apesar da
sua expressiva distribuicdo, sua conservacdo faz-se necessaria, uma vez que, tem
importante papel no ambiente aquatico, tanto na cadeia trofica, servindo de presa e
predador, quanto no ciclo de nutrientes, por possuir habito detritivoro (BASTOS et
al., 2011) e alterar o substrato para construir ninhos (MARDINI apud SANTOS e
FONTOURA, 2000). Além disso, possui potencial na aquicultura ornamental e tem
sua comercializagdo permitida (BRASIL, 2012), o que pode contribuir para uma
futura exploracdo e prejuizo aos estoques naturais.

Para a criopreservacdo do sémen de G. brasiliensis, assim como, de outras
células, tecidos e embrides, a técnica de criopreservacao se utiliza de substancias que
contornem os prejuizos do processo de congelamento. Estas substancias devem ser
adequadas a protecdo e manutencdo da integridade e viabilidade dessas estruturas,
tanto durante o resfriamento e congelamento, quanto no descongelamento
(KOPEIKA et al., 2007). A escolha das substancias crioprotetoras adequadas, bem
como a concentracdo ideal destas, é essencial, j& que os crioprotetores podem
apresentar toxicidade em determinadas concentragdes (VIEIRA et al., 2011),
causando prejuizos inerentes a propria técnica.

Deve ser considerado também, que a preservacdo das estruturas celulares
varia de espécie para espécie e conforme a substancia crioprotetora utilizada (HOLT,
2000; VIVEIROS e GODINHO, 2009; SILVA e GUERRA, 2011), sendo assim, a
determinacdo de protocolos de criopreservacdo mais adequados para diferentes
espécies torna-se necessario (CABRITA et al.,, 2001; VIVEIROS e GODINHO,
2009; SILVA e GUERRA, 2011), especialmente, para G. brasiliensis que, ainda néo

possui tal protocolo.

Crioprotetores
Os crioprotetores agem diminuindo a formacéo de cristais de gelo intracelular
(HOLT, 2000; PURDY, 2006; BIANCH et al., 2008; VIVEIROS e GODINHO,
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2009; VARELA JUNIOR, et al., 2009), pois reduzem o ponto de congelacdo da &gua
(THIRUMALA et al., 2006) reduzem o volume celular (MERYMAN, 1971) e
interagem com ions e macromoléculas (SOJKA et al., 1990). Dessa forma, o0s
crioprotetores conferem protecdo as estruturas celulares, reduzindo os danos a
membrana plasmaética e organelas (HAMMERTEDT e GRAHAM, 1992; CABRITA
et al., 2001) e preservando a integridade do DNA (CABRITA et al., 2005; PEREZ-
CEREZALES, 2010), permitindo com isso, o0 posterior uso do material celular para
finalidades reprodutivas, estudo e pesquisa.

As substancias crioprotetoras podem ser classificadas como externas (ndo
penetrantes na célula) ou internas (penetrantes na célula) (MERYMAN, 1971,
HOLT, 2000; PURDY, 2006). Os crioprotetores externos estabilizam a membrana e
formam uma pelicula protetora entre a 4gua e os fosfolipideos da membrana, atuando
também, na desidratacdo celular. Estes, por sua vez, sdo representados por
macromoléculas com alto peso molecular, como aglcares complexos, como trealose
e outros dissacarideos; lipoproteinas de baixa densidade (VARELA et al., 2009),
agua de coco e proteinas do leite (AMMANN E PICKETT, 1987; VIVEIROS e
GODINHO, 2009).

Segundo Meryman (1971), o crioprotetor externo deve possuir uma taxa de
congelamento suficientemente rapida para permitir a fuga de soluto de baixo peso
molecular, mas ndo tdo rapida, de modo a produzir congelacdo intracelular, sendo
fundamental que a célula possa restaurar o seu contetdo normal de soluto. Os
crioprotetores internos, por sua vez, podem atuar tanto interna quanto externamente,
permeando a membrana e permanecendo presentes no citoplasma (MERYMAN,
1971; PURDY, 2006; SILVA e GUERRA, 2011). Dessa forma, os agentes
penetrantes evitam a concentracdo exceciva de solucdo extracelular, reduzindo a
desidratacdo a um grau toleravel e reduzem o ponto de congelagdo da agua evitando
a formgdo de cristais de gelo.

Os crioprotetores devem possuir como condigdo de uso, a penetracdo
uniforme na célula sem a imposicdo de pressdes osmdticas que possam, por Si
proprias, serem destrutivas, além de ter baixa toxicidade em concentragdes
necessarias a protecédo celular (MERYMAN, 1971). Nesse contexto, entre essas
substancias crioprotetoras, os crioprotetores internos mais utilizados (AGUIAR et al.,
2012) sdo os alcodis, Glicerol (GLI) (VARELA et al., 2012a), Etileno glicol (EG)
(KOPEIK, et al., 2007; VIERA et al., 2011) e o sulféxido, o Dimetil sulfoxido
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(DMSO) (MERYMAN, 1971; SOJKA et al., 1990; THIRUMALA et al., 2006;
VIVEIROS e GODINHO, 2009; VARELA et al, 2012a). As amidas,
Dimetilacetamida DMA (MORRIS et al., 2003; VARELA et al., 2012b),
Dimetilformamida DMF e Metilformamida MF (VARELA et al., 2012b), também
séo utilizadas.

Entre esses crioprotetores, o Etileno glicol e o DMSO sdo comumente
utilizados no congelamento de espermatozoides de espécies brasileiras de peixes de
agua doce (VIVEIROS e GODINHO, 2009; VARELA et al., 2012a), e também, em
peixes de &gua doce exoticos como a Tilapia Oreochromis spp. (GODINHO et al.,
2003), Carpa comum Ciprinus carpio (LI et al., 2013), Zebrafish Danio rerio
(MORRIS et al., 2003; YANG et al., 2007).

O DMSO foi utilizado inicialmente para a crioprotecdo de globulos
vermelhos e espermatozoides de mamiferos (LOVERLOCK e BISHOP, 1959),
considerado um aditivo crioprotetor universal (MERYMAN, 1971). Possui como
acao principal, a capacidade de interagir ou combinar com 4&cidos nucleicos,
carboidratos, lipideos, proteinas e muitas substancias sem alterar de forma
irreversivel a configuracdo molecular (SOJKA et al., 1990). Desta forma, permite
que apos o descongelamento a célula retome seu metabolismo normal. Também,
reduz a formacdo de cristais de gelo intracelular, por diminuir o ponto de
congelamento do fluido (THIRUMALA et al., 2006), caracteristica comum ao
Etileno glicol e Glicerol, considerado bom crioprotetor (AGUIAR et al., 2012).

O Etileno glicol foi usado originalmente como liquido de resfriamento e
anticongelante automotivo (CETESB, 2014) e é apontado como alternativa na
criopreservacao celular, sendo considerado menos toxico que o glicerol (AGUIAR et
al., 2012). Entretanto, o glicerol é comumente usado como crioprotetor, porque €
capaz de impedir que a 4gua se converta em gelo devido ao fato de baixar o ponto de
congelacdo da agua a temperaturas muito baixas (ASHCROFI, 2001). Fato este, que
é reforcado pela sua producdo natural, no metabolismo de insetos que se super-
refrigeram a temperaturas muito baixas (ASHCROFI, 2001).

Originalmente, utilizado em ejaculados de bovinos, o glicerol teve suas
propriedades crioprotetoras descobertas na década de 50 (LOVERLOCK e BISHOP,
1959; ASHCROFI, 2001), usado com sucesso na criopreservacdo do esperma
humano pela primeira vez em 1953 (ASHCROFI, 2001), sendo utilizado desde

entdo. Atualmente, empregado na criopreservacdo seminal de algumas espécies de

12



peixe, entre elas, 0 Tambaqui (Colossoma macropomum) (VARELA et al., 2012a).
Entretanto ndo obteve sucesso, possivelmente devido a sua toxicidade em altas
concentragdes e baixa mobilidade através das membranas (MERYMAN, 1971).

Em decorréncia disso, o glicerol pode apresentar algumas desvantagens para a
manutencdo da integridade celular, devido ao alto peso molecular, a alta viscosidade
e pouca permeabilidade, o que pode prejudicar a integridade da membrana
plasmatica, comprometendo a estrutura da camada de glicocalix e o balanco
energético (HAMMERSTEDT e GRAHAM, 1992). Em contrapartida, o etilieno
glicol e 0 DMSO apresentam baixa toxicidade, nas concentracbes necessarias a
criopreservacao celular, ressaltando que, a toxicidade biolégica dos agentes
crioprotetores esta diretamente relacionada as suas respectivas concentragdes
(VIERA et al., 2011).

As amidas sdo 0s crioprotetores internos mais recentemente testados na
preservacao espermaética de mamiferos, sendo incipientes os estudos com peixes
(VARELA et al., 2012b). Entretanto, sua acdo crioprotetora é atribuida ao baixo peso
molecular e a alta permeabilidade celular, reduzindo a possibilidade de danos a
membrana celular (BARTH e OKO, 1989). Seu grupo funcional amida associa-se ao
hidrogénio da molécula de &gua através de uma unido mais eficiente com a &gua,
quando comparada, por exemplo, a acdo do glicerol, promovendo a formacdo de
micro-cristais de gelo (gel intracelular), que sdo benéficos, pois minimizam as
criofraturas da membrana espermatica (BIANCH et al., 2008).

Estes crioprotetores, por sua vez, necessitardo ser diluidos em criodiluentes
ou extensores, para serem acrescentados ao sémen a ser preservado (HOLT, 2000;
VIVEIROS e GODINHO, 2009). Segundo Purdy (2006), o diluente tem por
finalidade fornecer energia, proteger de danos relacionados com a temperatura e
manter um ambiente adequado para 0s espermatozoides sobreviverem
temporariamente.

Viveiros e Godinho (2009) citam as solugdes testadas como diluidores de
sémen de peixe, as solucBes simples como: solugdo salina com 0,9% de Nacl e
solucdo de 5% de glicose; e, a solucdo Beltsville Thawing Solution (BTS) como a
mais complexa, constituida de 40 g glicose; 6,4 g Citrato de sddio di-hidratado;
1,35g Bicarbonato de sodio; 1,35¢g Etilenodiamino tetracetato (EDTA); 0,8g Cloreto
de potassio; 0,7g antibidtico Sulfato de Gentamicina; 1L agua Mili-Q; (pH 7,2 e

13



318mOsm/kg) (PURSEL e JOHNSON, 1975; GADEA, 2003; VARELA et al.,
2012a).

Horvath e Urbanyi (2000) citam a BTS como o diluente mais utilizado em
protocolo de congelamento de esperma para espécies de peixes nativos brasileiros,
como: em Pirapitinga Brycon orbignyanus (MURGAS et al., 2004), Leporinus
obtusidens (MURGAS et al., 2002), Curimbatd Prochilodus lineatus
(FRANCISCATTO, et al., 2002), Piracanjuba Brycon orbignyanus (MARIA et al.,
2006), Brycon nattereri (OLIVEIRA et al., 2007), Curimba Prochilodus lineatus
(MILIORINI, et al., 2011), Tambaqui Colossoma macropomum (VARELA et al.,
2012a).

Além das substancias utilizadas no processo de congelamento, torna-se
necessario atentar para a forma como este deve ser conduzido. Segundo Watson
(1995), quando a célula espermatica é submetida a congelacdo lenta, ha tempo
suficiente para o estabelecimento do equilibrio entre o solvente e soluto, através da
migracdo da agua intracelular para o meio extracelular. Silva e Guerra (2011)
complementam, visto que, desta maneira evita-se que ocorram rompimentos das
membranas pela rapida reconstituicdo do volume intracelular com a reidratag&o.

Na criopreservacdo, embrides e oocitos sdo de dificil preservagdo devido a
complexidade celular (MILIORINI, 2012). Preservar células e estruturas celulares a
baixas temperaturas também é complexo, mas como 0s gametas masculinos tém
apresentado maior sucesso no processo de criopreservacdo, estes sdo o foco da

maioria dos estudos, inclusive deste.

Sémen de peixe - Espermatozoide e plasma seminal

O sémen de peixe é formado pela fracdo celular, os espermatozoides, e fracdo
fluida, o plasma seminal. Este, por sua vez, € originado pelo residuo de células de
Sertoli, pelo residuo de células esperméticas em decomposicdo e de sobras
citoplasmaticas do processo de espermiogénise (CIERESZKO et al., 2000).

O plasma seminal contém principalmente compostos minerais e baixas
concentracdes de substancias organicas, sendo predominantes os ions sodio, potassio
e cloro, além dos ions calcio e magnésio que também contribuem na composicao do
mesmo (CIERESZKO et al.,, 2000). Esta composicdo ibnica € importante na
regulacdo da motilidade espermaética, na osmolaridade do plasma seminal, além do
seu efeito direto na ativagdo espermatica (BILLARD e COSSON, 1992).

14



Como caracteristicas morfoldgicas, 0s espermatozoides da maioria dos peixes
sdo destituidos de acrossoma, especialmente, nos peixes de agua doce, sendo
compensado pela presenca da micropila no corion do odcito, orificio que permite a
entrada do espermatozoide para a fertilizacdo (COSSON et al., 1999a).

A cauda, ou flagelo, pode ainda ser subdivida em colo e pecas intermediéria,
principal e terminal, assim como nos espermatozoides de mamiferos domesticos. O
colo, ou peca de conexao, representa a insercao do corpo basal do flagelo a cabeca. A
peca intermedidria consiste de uma bainha mitocondrial disposta em hélice
responsdvel pela geracdo de energia necessaria a propulsdo motil dos
espermatozoides (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Nos espermatozoides de G. brasiliensis o0 nucleo é esférico e ligeiramente
excéntrico em relacdo ao eixo flagelar. A peca intermediaria é ligeiramente
assimétrica e suas mitocondrias, esféricas, ocupam a porcdo inicial da peca
intermediéaria distribuidas em duas camadas. Possuem um flagelo, com axonema de
arranjo classico de 9+2 microtibulos e duas projecoes laterais na membrana flagelar,
as quais tém o inicio de sua formacdo abaixo da peca intermediaria, fora do canal
citoplasmatico, em lados opostos do flagelo (ORTIZ, 2012).

Para o entendimento do processo de congelamento e descongelamento, assim
como a acdo dos crioprotetores, € necessario a realizacdo de avaliacbes que
verifiquem as caracteristicas morfo-funcionais do espermatozoide como: motilidade,
integridade de membrana, DNA e funcionalidade mitocondrial (CABRITA et al.,
2001).

Motilidade espermatica

Enquanto permanecem na luz testicular os espermatozoides de peixes sdo
imoveis e inativos. A motilidade ocorre ap6s a liberacdo em um meio aquoso ou, em
espéecies com fertilizacdo interna, dentro do trato reprodutivo feminino, tendo tais
ambientes, osmolaridades distintas em relagdo a luz testicular (STOSS, 1983). A
ativacdo da motilidade tembém pode ocorrer pela concentracdo do ion potassio, este
mecanismo € observado principalmente em salm@es. Quando sua concentracdo no
plasma seminal € menor que 25 mM, a motilidade é ativada, sendo maior que 40
mM, a motilidade é inibida (CIERESZKO et al., 2000).
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Desta forma, em espécies oviparas de agua doce a motilidade espermatica é
ativada quando a osmolaridade ambiental € menor que 200 mOsm/Kg e inibida
quando a osmolaridade do ambiente € maior em relacdo ao plasma seminal (acima de
300 mOsm/Kg) (CIERESZKO et al., 2000). Por isso, deve-se ter uma preocupacao
especial em relagdo a osmolaridade do diluente para peixes, pois este ndo pode ativar
as células esperméticas (CHAMBEYRON e ZOHAR, 1990).

A motilidade € o fator mais utilizado para avaliar a qualidade espermatica
entre as espécies. E usualmente expressa pela percentagem de espermatozoides
moveis em sémen adequadamente ativado, sendo sua duracdo também comumente
avaliada. Em peixes, pode variar de 20 a 25 segundos, como observado em trutas ou
1 hora, como observado em Poecilia reticulata (COSSON et al., 1999b), podendo
exceder 48h em algumas espécies marinhas com fertilizacdo interna como o
Macrozoarces americanus (YAO et al., 1999).

Os dados de motilidade espermética informam a aptiddo do organismo para a
reproducdo, uma vez que, sem motilidade, o espermatozoide ndo podera encontrar o
odcito e sem um tempo determinado de duracdo desta motilidade, especialmente em
peixes, 0 espermatozoide ndo encontrara a micropila do odcito aberta para a
fecundagdo. Sendo esses, importantes parametros para a investigacdo de prejuizos
causados durante a técnica de criopreservacgdo, visto que, na utilizacdo desta técnica
pretende-se conservar gametas viaveis para utilizacdo futura na reproducéo.

A motilidade espermatica pode ser avaliada com a observacdo de um técnico
treinado através de microscopia ou, pelo sistema computer assisted sperm analysis
(CASA). Este ultimo permite o estabelecimento de um padrdo do comportamento
espermatico normal em peixes, através da obtencdo de dados como velocidade
espermatica, linearidade, balanco e frequéncia de batimentos da cauda dos
espermatozoides (RURANGWA et al., 2001). Entretanto, nos estudos de Nascimento
et al., (2010) e Viveiros et al., (2010) ndo houve diferenca significativa entre a
motilidade avaliada de forma subjetiva, por um técnico treinado e a motilidade
avaliada pelo sistema CASA. Isso garante a qualidade da avaliacdo em laboratorios

que ndo dispdem de recursos para aquisi¢cdo de tal equipamento.
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Funcionalidade mitocondrial

A energia necessaria para motilidade espermatica é promovida pelas
mitocondrias localizadas na peca intermediaria do espermatozoide. Esta energia
liberada durante reacfes de oxidacdo na cadeia respiratdria é armazenada como
gradiente eletroquimico capaz de conduzir a sintese de adenosina trifosfato (ATP)
para ser utilizado como combustivel nos processos celulares, sendo necessario para a
movimentacdo da cauda (BARTH e OKO, 1989).

Entretanto, estudos realizados por Billard et al. 1995 concluiram que o0s
espermatozoides de peixes oviparos como a carpa, sao carregados de ATP. Quando
ativados, ja possuem a quantidade de ATP necessaria a serem hidrolisados durante a
motilidade, sendo pequena a contribuicdo mitocondrial durante a fase de motilidade,
mas sim, antes da mesma, subsidiando-a. Assim, qualquer mudanca na fungéo
mitocondrial pode ser refletida na alteracdo da motilidade espermatica (GRAVANCE
etal., 2010).

Cétions lipofilicos membrana-permeéveis, denominados de sondas, uma vez
acumuladas em células vivas, organelas e lipossomos sdo utilizados para decifrar os
mecanismos de regulacdo e controle da transducdo energética. Estas sondas incluem
aquelas que apresentam atividade Optica e fluorescente ap6s acumulacdo em sistemas
energizados (COSSARIZZA et al., 1993).

Sendo assim, a fungdo mitocondrial pode ser avaliada sob microscopia de
fluorescéncia através de sondas como Rodamina 123, Mito Tracker Green FM e Mito
Tracker Reed que permitem a identificacdo de mitocondrias em células vivas
(ARRUDA et al., 2004). Outra possibilidade corresponde a utilizagdo da sonda JC-1
que permite a identificacdo de diferentes sub-populagdes espermaticas exibindo alta
ou baixa funcionalidade mitocondrial (GRAHAM, 2001).

Integridade de Membrana celular e DNA

Dentre suas inumeras funcGes relacionadas ao metabolismo celular, a
integridade da membrana plasmaética garante a manutencdo da homeostase celular,
atuando como barreira entre o meio interno e externo (AMANN e PICKETT,1987).
Dessa forma, avaliagdo das membranas espermaéticas pode ser um indicador
importante do sucesso da criopreservacdo, uma vez que, as membranas Sao

extremamente sensiveis as crioinjdrias.
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Em condigdes de estresse provocado pela criopreservagdo, as membranas
celulares podem sofrer rearranjos, formando pontos vulneraveis e, com isso, induzir
a excessiva permeabilidade ou mesmo rompimento das mesmas (AMANN e
GRAHAN, 1993). Na membrana espermatica, esse estresse estad relacionado a fase
de transicdo dos lipideos, alterando seu estado funcional (HOLT et al., 1992).

Nas avaliagcOes espermaticas, a técnica que utiliza sondas fluorescentes é
importante por sua caracteristica de marcar estruturas especificas das células e de
detectar integridade estrutural ou funcionalidade de forma clara (CELEGHINI et al.,
2005). Sondas fluorescentes com especificidade com 4&cido desoxirribonucleico
(DNA) séo usadas para determinar a integridade da membrana plasmatica, tais como
Hoechst 3358 (H258), Hoechst 33342 (H342) e SYBR- 14 (CELEGHINI et al.,
2007).

As sondas fluorescentes comumente utilizadas para a avaliacéo da integridade
da membrana plasmatica espermatica sdo o diacetato de carboxifluoresceina e o
iodeto de propidio, em combinagdo. Nos espermatozdides integros, o diacetato de
carboxifluoresceina permea a membrana plasmaética e esterases intracelulares o
convertem em composto fluorescente — a fluoresceina, que fica retida no citoplasma,
dando a coloracdo verde ao gameta (GILLAN et al., 2005). O iodeto de propidio
possui afinidade ao DNA e cora em vermelho o nucleo de células com membrana
plasmatica lesada.

Quanto a integridade de DNA, este quesito é fundamental para garantir o
sucesso do desenvolvimento do embrido apds fertilizacdo (VARELA et al., 2012b),
visto que, o aumento da fragmentacdo do DNA do espermatozoide observada com
alguns crioprotetores podem aumentar a probabilidade de fertilizagdo por um
espermatozoide com DNA danificado (VARELA et al., 2012b). Isso pode impactar
negativamente sobre as taxas de fertilizacdo e eclos&o, devido ao comprometimento do
desenvolvimento embrionario (CABRITA et al., 2010; VARELA et al., 2012b).

Entretanto, Partyka et al. (2010), sugere que, a integridade do DNA se
mantenha inalterada mesmo com a exposicdo do espermatozoide a baixas
temperaturas, possivelmente, devido ao espermatozoide apresentar a cromatina
fortemente enovelada, mais compacta que as demais células somaticas e
espermatogénicas (espermatides, espermatocitos e espermatogonias) e protegida pela

membrana nuclear.
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A avaliacdo estrutural da cromatina espermatica tem sido realizada com o uso
da acridine orange, um corante que se intercala a dupla fita de DNA e fluoresce em
verde quando esta apresenta-se integra; todavia quando associada a uma porcao
desnaturada da fita de DNA ou ao RNA, a acridine emite fluorescéncia laranja,
permitindo a quantificacdo de desnaturacdo do DNA das células de uma amostra
(ARRUDA et al., 2004).

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) na criopreservacao seminal

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas espontaneamente
durante a respiracdo celular e interacdo com substancias organicas, como também
por sistema intracelular de enzimas, tal como a NADPH-oxidase (AITKEN, 1995).
Quando as EROs superam a capacidade de tamponamento da célula, esta entra em
estresse oxidativo, o qual pode provocar danos ao DNA, proteinas e lipidios.

Os espermatozoides possuem limitado volume de citoplasma sendo
dependentes do apoio antioxidante do plasma seminal (ALVAREZ et al., 1987). Eles
também possuem limitado sistema de a¢do enzimatica antioxidante natural devido a
impossibilidade de transcrever e/ou traduzir o material genético, pois 0 mesmo €
fortemente enovelamento. Além disso, 0s espermatozoides sdo suscetiveis a
peroxidacdo lipidica porque os lipidios da memebrana sdo ricos em acidos graxos
poliinsaturados (JONES et al., 1979).

O perdxido de hidrogénio gerado, em contraste ao anion superéxido, € mais
estdvel e menos polar, podendo atravessar facilmente a membrana celular
(HALLIWELL e CHIROCO, 1993). Em consequéncia disso, o peroxido de
hidrogénio pode ser o principal responsavel pelo dano oxidativo de espermatozoides
in vitro. E a peroxidagdo lipidica da membrana pode ser o mecanismo de acéo
(AITKEN et al., 1993; AITKEN 1995). Como consequéncia da peroxidacao lipidica,
a membrana plasmatica perde fluidez e integridade necessarias a manutencdo do
metabolismo celular e evento de fertilizagdo (STOREY, 1997).

Dessa forma, antes do processo de criopreservacdo, oS espermatozoides
podem sofrer estresse oxidativo, e especialmente, na preparacdo dos mesmos para a
criopreservagdo, que envolve a remogdo e/ou diluicdo do plasma seminal,
aumentando assim, a susceptibilidade dos espermatozoides a esse estresse. Os

espermatozoides também sofrem estresse gerado pelo contato com o crioprotetor, o

19



qual possui elevada osmolalidade e pH, além do estresse causado pelo congelamento
e descongelamento durante o processo de criopreservacdo (KOPEIKA et al., 2007).

Apobs o descongelamento pode ocorrer reducdo da qualidade da amostra
devido a ampliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio, com formacéao de
peroxidos lipidicos e aldeidos citotdxicos (AITKEN, 1995). Estes, por sua vez, danos
ao espermatozoide, causando alteragfes na integridade e fluidez da membrana,
comprometimento das interacGes lipidio-proteina e modificacdes do DNA e proteinas
(HALLIWELL e CHIROCO, 1993). Sendo fundamental a avaliacdo dos
espermatozoides neste quesito.

Avaliacao por citometria de fluxo

Uma série de caracteristicas da célula esperméatica como integridade de
membrana plasmaética, estrutura de cromatina, funcionalidade mitocondrial, espécies
reativas de oxigénio, podem ser avaliadas pela citometria de fluxo.

A citometria de fluxo possibilita a contagem, classificacdo e isolamento das
células espermaticas que, apds serem marcadas com um corante fluorescente
especifico, sdo movidas individualmente em fluxo laminar, através de um sistema
detector dptico e entdo, analisadas através de um software (PAPA et al., 2008).

A descoberta de uma variedade de fluorocromos e compostos conjugados
com sondas fluorescentes tornaram possivel uma analise mais pormenorizada da
qualidade do sémen em niveis bioguimicos, ultraestruturais e funcionais (PAPA et
al., 2008). Muitos destes ensaios usando fluocromos tem sido desenvolvidos para a
utilizacdo na microscopia de epifluorescéncia (PAPA et al., 2008). Entretanto, a
analise microscépica de um pequeno numero de espermatozoéides dentro de uma
populacdo pode ser subjetiva e, geralmente, ndo contempla toda populagéo
espermatica.

A adaptacdo destas avaliacbes para uso em citdbmetro de fluxo com
marcadores fluorescentes pode ser uma forma rigorosa e rapida para avaliar
diferentes atributos de uma amostra seminal em grande escala (GILLIAN et al.,
2005), permitindo, dessa forma, a avaliacdo de multiplos parametros espermaticos

simultaneamente.
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Espécie de estudo

A especie utilizada neste estudo, o peixe Geophagus brasiliensis (QUOY e
GAIMARD, 1824) (FISHBASE, 2014), conhecido popularmente por Card ou Acara
(SANTOS e FONTOURA, 2000; BRASIL 2012), Pearl Cichlid (BASTOS et al.,
2011), Papa-terra (BRASIL, 2012), Acaréa-topete (REIS, et al., 2003) possui
distribuicdo na América do sul, especialmente, ao longo das bacias costeiras do leste
e sudeste do Brasil e Uruguai (BUCKUP et al., 2007, FISHBASE, 2014).

Este peixe ocorre em uma variedade de ecossistemas aquaticos como riachos,
planicies de inundacdo, lagoas litoraneas e estuarios (BASTOS et al., 2011),
ocupando ambientes aquéticos lénticos de rios, lagoas e represas (SANTOS e
FONTOURA, 2000). Esta presente em diferentes locais ao longo da Laguna dos
Patos, sistema lagunar Patos-Mirim, no sul do Brasil, como no Canal Sdo Gongalo,
que liga a Laguna dos Patos a Mirim (BURNS et al., 2006) lagos e zonas Umidas da
reserva do Taim (GARCIA, et al., 2006) também, em zona estuarina da Laguna dos
Patos (GARCIA et al., 2003).

Segundo Bastos et al., (2011), o peixe G. brasiliensis possui habito alimentar
onivoro, alimentando-se principalmente de crustaceos, moluscos, plantas vasculares
e detritos. Tendo importante papel na cadeia tréfica, j& que pode controlar as
populacdes de tais organismos. Atinge tamanho maximo de 28 cm (REIS et al.,
2003), apresentando comumente comprimento de 9 cm (HUGG apud FISHBASE,
2013).

A espécie vive em agua doce e estuarina, em ambiente bentopelagico, e como
parametros ideais para a mesma, a faixa de pH entre 6,5 e 7,0 (RIEDE apud
FISHBASE, 2014), de temperatura entre 20 e 23°C (RIEHL e BAENSCH apud
FISHBASE, 2014), possuindo certa flexibilidade quanto a esses pardmetros, visto
que, habita regides de clima temperado como a regiéo sul do Brasil (GARCIA et al.,
2003; GARCIA et al., 2006; BURNS et al., 2006).

De acordo com Santos e Fontoura (2000), a espécie possui periodo
reprodutivo de setembro a abril, e apresenta picos reprodutivos em novembro e
fevereiro, demonstrados através do aumento no indice gonadossomatico, o que indica
aumento no numero de fémeas maduras neste periodo.

Em época de acasalamento, os machos apresentam protuberancia na parte
superior da cabeca e coloracdo azul iridescente como diformismo sexual (BARBIREI
et al., 1981) atingindo tamanhos maiores que as fémeas (SANTOS e FONTOURA,
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2000). Além disso, Santos e Fontoura (2000) estimam que o tamanho dos peixes na
primeira maturacdo seja entre 8 e 9 cm.

A espécie apresenta fecundacdo externa, a fémea deposita em média, 500
ovos (BUCKUP e REIS apud SANTOS e FONTOURA, 2000), em saliéncia do
terreno (WIMBERGER, 1992) ou em ninhos construidos no fundo com profundidade
média de 15 cm (MARDINI apud SANTOS e FONTOURA, 2000) em seguida o
macho libera 0 sémen sobre os ovos. Os ninhos sdo protegidos por eficiente cuidado
parental, que pode durar entre 3 a 4 semanas (STIASSNY apud SANTOS e
FONTURA, 2000). A ecloséo dos ovos ocorre ap6s 96 horas de fecundados a uma
temperatura de 25 °C, sendo que as larvas medem perto de 0,5 cm ao nascer
(MARDINI apud SANTOS e FONTOURA, 2000).

O G. brasiliensis estd presente na lista da Instrucdo Normativa
Interministerial que permite a sua comercializacdo para fins ornamentais (BRASIL
2012), o que demonstra o seu potencial para este fim. Devido a isso, sua exploragédo
pode prejudicar os estoques naturais no futuro. Desta forma, torna-se necessaria a
elaboracdo de estudos que garantam a preservacao genética e que, fornecam
subsidios para a aquicultura e manutengdo dos estoques naturais como a técnica da
criopreservacao de sémen (GODINHO et al., 2003).

Observando-se a viabilidade da técnica de criopreservacdo para muitas
espécies de peixes de dgua doce estudadas, entre elas, a Tilapia (Oreochromis spp.),
(RANA e McANDREW, 1989; GODINHO et al., 2003), o Peixe rei (Odontesthes
bonariensis) (LINCHTEBSTEIN, et al, 2010), Tambaqui (Colossoma
macropomum) VARELA et al., 2012b), Curimba (Prochilodus lineatus)
(MILIORINI, 2012), Carpa (Ciprinus carpio) (LI et al., 2013) Zebrafish (Danio
rerio) (MORRIS et al., 2003; YANG et al., 2007). Enfatiza-se a importancia da
contribuicdo desta pesquisa para elaboracdo de um protocolo de congelamento de
sémen da espécie G. brasiliensis. Isso possibilitara a reproducdo da mesma in vitro e
garantird reposicOes futuras de estoques naturais, uma vez que a especie G.
brasiliensis possui relevante papel ecoldgico, bem como, potencial na aquicultura
ornamental.

Deste modo, o0 objetivo do presente estudo foi testar a eficiéncia crioprotetora
do DMSO, Etileno glicol e Glicerol, em diferentes concentragdes, em sémen de G.

brasiliensis.
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As referéncias estdo de acordo com as normas da ABNT 2014, NBRs 6023,

6027, 6028, 10520, 14724.
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“Manuscrito a ser submetido a revista Theriogenology”.

DIMETIL SULFOXIDO, ETILENO GLICOL E GLICEROL NA

CRIOPRESERVACAO SEMINAL DE CARA Geophagus brasiliensis.

Submetido a revista Theriogenology.
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DIMETIL SULFOXlDO, ETILENO GLICOL E GLICEROL NA
CRIOPRESERVACAO SEMINAL DE CARA Geophagus brasiliensis.
JS Caldas!, CD Corcini?, EF Silva!, TF Cardoso!, JC Silva®, IB Acosta®, JP Alves!,

MRC Figueiredo?®, RD Jardim®, AS Varela Jr. *"™.
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Universidade Federal de Rio Grande, Rio Grande, RS, Brasil.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo, testar a eficiéncia crioprotetora do Dimetil
sulfoxido (DMSO), Etileno glicol (EG) e Glicerol (GLI), em diferentes
concentragdes (5, 10, 15 e 20%), em sémen de Geophagus brasiliensis. Os machos
(n=12) foram obtidos de pescadores profissionais da Laguna dos Patos, tiveram seu
sémen coletado por massagem abdominal e diluido (1:9 v/v) em Betsville Thawing
Solution para avaliacdo dos parametros espermaticos. As amostras seminais foram
diluidas nos diferentes tratamentos com crioprotetores DMSO, EG e GLI nas
concentracdes (5, 10, 15 e 20%). As amostras foram entdo congeladas em dry
shipper e posteriormente armazenadas em botijdo de Nitrogénio liquido & -196°C,
por no minimo 15 dias. Posteriormente, descongeladas em banho-maria a 37° C por 8

segundos, sendo realizadas as analises espermaticas para avaliacdo das organelas

o Corresponding author: Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de

Rio Grande, Campus Carreiros, 96201-900, Rio Grande, RS, Brasil. E-mail:

antoniovarela@furg.br
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(membrana, mitocondria, DNA) por citometria de fluxo, e avaliada a motilidade
(taxa e tempo) em microscopio de contraste de fases. Os resultados foram avaliados
estatisticamente no programa Statistix 9.0 (2008). Os tratamentos com BTS, DMSO
e EG, nas concentracdes de 5%, ndo diferiram na quantidade de ERO (P>0.05). Os
tratamentos com DMSO 10, 15 e 20% obtiveram os melhores resultados de
integridade de membrana (P<0.05). A Funcionalidade mitocondrial foi semelhante
nos grupos com DMSO 10 e 15% e EG 5% (P>0,05). Todos os tratamentos
mantiveram a integridade do DNA (P>0,05). O DMSO 10% apresentou melhores
médias de motilidade (taxa e tempo), sendo essas de 24% e de 160 segundos. O
DMSO 10% foi o tratamento mais eficiente na criopreservacdo seminal de G.
brasiliensis.

Palavas-chave: Cara, peixe, reproducao, espermatozoide, crioprotetor, BTS.
INTRODUCAO

O Cara Geophagus brasiliensis possui ampla distribuicdo na América do sul,
especialmente ao longo das bacias costeiras do leste do Brasil e Uruguai [1]. Esta
espécie possui importante papel nos ecossistemas aquaticos, tanto na cadeia trofica,
servindo de presa e predador, quanto no ciclo de nutrientes, por possuir habito
detritivoro [2] e alterar o substrato para construir ninhos [3]. Além disso, possui
potencial na aquicultura ornamental e tem sua comercializacdo permitida [4], o que
pode contribuir para uma futura exploracéo e prejuizo aos estoques naturais.

Em decorréncia disso, a criopreservacdo do sémen de G. brasiliensis pode
contribuir para a formacdo de um banco genético que possibilite a reproducéo in
vitro e a reposi¢do dos estoques naturais, conservando a espécie. Desta forma, para a
criopreservagdo de sémen, assim como, de outras células, tecidos e embrides, a

técnica de criopreservacgdo se utiliza de substancias que contornem os prejuizos do
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processo de congelamento. Estas substancias devem ser adequadas a protecdo e
manutencdo da integridade e viabilidade dessas estruturas, tanto durante o
resfriamento e congelamento, quanto no descongelamento [5].

A escolha das substancias crioprotetoras adequadas, bem como a
concentracdo ideal destas, € essencial, jA& que os crioprotetores podem apresentar
toxicidade em determinadas concentracdes [6], causando prejuizos inerentes a
prépria técnica. Deve ser considerado também, que a preservacdo das estruturas
celulares varia de espécie para espécie e conforme a substancia crioprotetora
utilizada [7,8]. Desse modo, a determinacdo de protocolos de criopreservacdo mais
adequados para diferentes espécies torna-se necessario [8], inclusive para G.
brasiliensis que ainda ndo possui tal protocolo.

Dentre os crioprotetores mais conhecidos, o Etilieno glicol e 0 DMSO séao
comumente utilizados no congelamento de espermatozoides de espécies nativas
brasileiras de peixes de agua doce [8, 9], e também, em peixes de dgua doce exoticos
como a Tilapia Oreochromis spp. [10]. O glicerol é comumente utilizado na
criopreservacao de peixes marinhos [11], também testado na criopreservacao seminal
de alguns peixes de agua doce, como o Tambaqui Colossoma macropomum [9] e o
Dourado Salmonius brasiliensis [12].

Observando-se a viabilidade da técnica de criopreservacdo para algumas
espécies de peixes de agua doce, entre elas: a Tilapia Oreochromis spp. [13], Peixe
rei Odontesthes bonariensis [14], Tambaqui Colossoma macropomum [9,15],
Dourado Salmonius brasiliensis [12], Curimba Prochilodus lineatus [16]. E a
necessidade da elaboracdo de protocolo de congelamento especifico para G.

brasiliensis. O objetivo do presente estudo foi testar a eficiéncia crioprotetora do
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Dimetil sulfoxido, Etileno glicol e Glicerol, em diferentes concentragdes, para o

sémen de G. brasiliensis.
MATERIAIS E METODOS

Os animais (n=12) utilizados possuiam tamanho medio de 15 cm e foram
adquiridos na eépoca reprodutiva, entre setembro a abril [17] de pescadores
profissionais da Laguna dos Patos, sendo oriundos do Arroio do Arraial, na regido da
Quitéria, Municipios de Rio Grande — RS.

As andlises da qualidade seminal foram realizadas no Laboratorio de
Reproducdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e no Laboratorio de
Histologia da Universidade Federal de Rio Grande (FURG), Rio Grande do Sul,
Brasil. Todas as substancias quimicas utilizadas foram provenientes da Sigma

Chemical Company® (St. Louis, MO — USA).
Coleta e avaliacdo do sémen (pré-congelamento)

O sémen foi coletado do peixe in sito, por meio de massagem abdominal,
registrando-se o volume coletado, tomando-se o cuidado de evitar a contaminacao
por fezes e/ou urina, a fim de ndo ativar os espermatozoides, como recomendado por
Godinho et al., Rana e McAndrew [10, 13]. Ap0s a coleta foi ao sémen, o diluente
Beltsville Thawing Solution (BTS), pH 7,2 e osmolalidade 318mOsm/Kg, na
propor¢do de 1:9 (v/v), e encaminhado ao laboratério na temperatura de 4°C em
periodo de no maximo 30 minutos.

Antes da criopreservacdo, cada amostra seminal foi avaliada, por um unico
observador, quanto a motilidade espermatica, descartando amostras que néo
apresentavam motilidade acima de 80% [18] em 10 segundos ap0s a ativagdo com

agua destilada. A motilidade foi avaliada colocando-se 2 pL de sémen e 20 uL de
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agua destilada em lamina sob laminula, em microscopio optico de contraste de fase
[15]. Para avaliar o tempo de motilidade, foi mensurado o tempo desde a ativacgdo até

a parada total da movimentacéo espermatica (10 segundos) [8].
Criopreservacao seminal

Este congelamento contou com 13 tratamentos, entre eles, um tratamento
contendo apenas solucdo BTS (pH 7,2 e 318mOsm/Kg) e os demais contendo as
diferentes solucdes crioprotetoras. Cada solucdo crioprotetora foi constituida de
solucdo base BTS com adicdo ao respectivo crioprotetor, Dimetil sulfoxido, Etileno
glicol e Glicerol nas concentracGes de 10, 20, 30 e 40%, sendo que ap0s a diluicdo
final o diluente apresentou 5, 10, 15 e 20% de cada crioprotetor, com parametros de
pH e osmolalidade (Tabela 1).

O sémen de cada animal (n = 12) foi aliquotado em tubos conicos de 1,5 mL,
um tubo para cada tratamento, sendo adicionada a respectiva solucdo crioprotetora
em cada tubo, na proporcdo de 1:1 (v/v) (sémen+BTS/solucdo crioprotetora). Deste
contetdo, foram utilizados 200 uL no envase de cada palheta, sendo envasadas duas
palhetas com capacidade de 250 pL e acondicionadas nas racks para, em seguida,
serem resfriadas em dry shipper.

As palhetas permaneceram por dois minutos a 24 °C entre 0 processo de
envase e acondicionamento no canister de um botijdo do tipo dry shipper (Taylor-
Wharton, modelo CP 300), com vapor de nitrogénio, sendo congeladas de acordo
com Taitson et al., [19]. E, permaneceram por 2 horas no dry shipper, sendo
finalmente transferidas para o botijdo de nitrogénio liquido (MVE, modelo CP-34),

ficando armazenadas por no minimo 15 dias a -196 °C.

Descongelamento seminal
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As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C durante 8
segundos, e seu conteddo foi diluido em 200 uL de BTS (1:1, v/v), ha temperatura de
22° C, em tubos conicos de 1,5 mL, sendo posteriormente analisadas quanto a
motilidade espermatica, tempo de laténcia, funcionalidade mitocondrial, integridade
de membrana e DNA e espécies reativas de oxigénio (ERO).

As avaliacbes de motilidade espermaética (taxa e tempo) foram realizadas
conforme descrito para o sémen fresco, sendo que as avaliacGes de funcionalidade
mitocondrial, integridade de membrana, DNA e ERO foram analisadas por

citometria de fluxo.
Analise por citometria de fluxo

Para a citometria de fluxo foi usado o aparelho Attune Acoustic Focusing
Cytometer ® (Applied Biosystems) com laser azul (Argbnio 488 nm) e laser violeta
(UV 405 nm). A obtencdo dos dados ocorreu através do software Attune ®
Cytometric Software version 2.1. Para a deteccdo de populacBes de células
espermaticas, na avaliacdo de funcionalidade de mitocdndria, integridade de
membrana e DNA e espécies reativas de oxigénio (ERO) foram coradas com
Hoechst 33342 que marca o DNA e a populacdo foi detectada pelo fotomultiplicador
(PMT) VL1 (450/40 nm), sendo identificada em gréaficos de dispersdo, tamanho das
unidades eventuais e marcagdo de DNA [20]. Foram analisados 10.000 eventos por

amostra, a uma taxa de fluxo de 100 pL / segundo.
Integridade da membrana plasmatica

A integridade de membrana dos espermatozoides foi avaliada pela
combinacdo de sondas fluorescentes de Diacetato de carboxifluoresceina (DCF) e

iodeto de propidio (IP) [9]. Uma aliquota de 5 L de solucdo de trabalho contendo os
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corantes acima citados (DCF - 20 uM e IP — 7,3 uM), tampao fosfato salina (PBS), e
Hoechst 33342 (16,2 uM), foi adicionada a uma aliquota de 5 pL de sémen. Apds 5
minutos a temperatura ambiente as amostras foram diluidas em 500 pL de PBS para
efetuar a leitura no citbmetro.

Dessa forma, os espermatozoides foram classificados como néo lesados (DCF

+/ IP-), e lesados (DCF +/ IP +; DCF-/IP +; DCF-/IP-) [21,22].
Funcionalidade mitocondrial

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada com coloracdo fluorescente
Rhodamina 123 [23], que cora as mitocondrias com funcionalidade alta. Desse
modo, o alto potencial eletroquimico é emitindo pela fluorescéncia mais verde, sendo
detectada pelo fotodetector BL1 (530/30 nm). Os espermatozoides foram
classificados com alta funcionalidade das mitocdndrias (alta de fluorescéncia, maior
acumulo de rhodamina) e baixa funcionalidade (baixa fluorescéncia, menor acumulo
de rhodamina) [22].

A solucdo de trabalho foi constituida de PBS, Hoechst 33342 (16,2 uM) e
Rhodamina 123 (13 uM) foi adicionada a uma aliquota de 5ul de sémen, espernado-
se 5 minutos a temperatura ambiente e ap6s foi diluido em 500 pl de PBS para

efetuar a leitura no citbmetro.
A integridade do DNA

A integridade do DNA foi mensurada pelo ensaio de estrutura de cromatina
(SCSA). Para esta avaliagdo, foi adicionada a uma aliquota de 5 puL de sémen, TNE
(0.01 M Tris-HCI; 0.15 M NaCl; 0.001 M EDTA; pH 7,2) e o Triton (Triton X-100

0,1%) (v /v), com intervalo de 30 segundos e adicionado o alaranjado de acridina
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apenas no instante da leitura, adicionando-se 30 segundos apos, 500 pl de PBS para
fazer a leitura no citdmetro.

Os resultados da citometria de fluxo foram expressos como % DFI (do inglés
indice total de fragmentacdo do DNA que trata da relacdo fluorescéncia
vermelha/fluorescéncia total - verde e vermelha), obtidos nos detectores BL1

(fluorescéncia verde) e BL3 (fluorescéncia vermelha) [24].
Avaliacdo de ERO

Nesta avaliacdo utilizou-se o corante fluorescente 2'7' diclorofluoresceina-
diacetato (H,DCFDA), que emite fluorescéncia verde quando oxidados por ERRO
intracelular, a qual é detectada pelo fotodetector BL1 (530/30 nm). A solucdo de
trabalho foi constituida de PBS, H,DCF-DA (1,0 mM) e Hoechst 33342 (16,2 uM).

Nesta analise foi utilizada a mediana da intensidade de fluorescéncia verde [25].
Anélise Estatistica

Neste trabalho, foram gerados os dados descritivos (médias, erro padrdo das
médias) de cada uma das variaveis dependentes dos tratamentos: motilidade
espermatica (taxa e tempo), funcionalidade mitocondrial, espécies reativas de
oxigénio, integridade de membrana e DNA.

Para todas essas variaveis dependentes foi realizada a analise de normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. Nesta andlise as variaveis apresentaram distribuicdo ndo
paramétrica. Dessa forma, foram normalizadas pela fungdo arcsen. A comparagédo
entre tratamentos ocorreu pela analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
LSD (minima diferenga significativa). Além disso, foram realizados testes de

correlagcdo de Pearson. As diferentes concentracdes de cada um dos crioprotetores
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(DMSO, Etileno glicol e Glicerol) foram consideradas variaveis independentes.

Todas as analises foram realizadas no programa Statistix 9.0 (2008).
RESULTADOS

Nos tratamentos com DMSO (Tabela 2), nas concentragdes 10, 15 e 20% foi
observado os melhores resultados em relacdo a integridade da membrana plasmatica
(P<0,05). Quanto a integridade de DNA, esta foi mantida em todos os tratamentos,
sem diferenca estatistica entre os mesmos (P>0.05) (Tab. 2).

Em relagcdo a Funcionalidade de Mitocéndria, novamente, o0 DMSO 10%
obteve o melhor resultado (P<0,05) em real¢cdo aos demais tratamentos, sem diferir
estatiticamente da concentragdo de 15% do mesmo grupo e da concentracdo de 5%
de etileno glicol.

Na motilidade espermaética (Tabela 3), o tratamento com DMSO 10% obteve
melhores resultados (P<0,05), apresentando taxa de motilidade média de 24%.
Quanto ao tempo médio de motilidade 0 DMSO 10% nao diferiu estatisticamente do
DMSO 5%, sendo as duas melhores combinagdes para estes parametros.

Por fim, acerca da producdo de ERO, o tratamento apenas com BTS (sem
crioprotetor) ndo diferiu estatisticamente do Etileno glicol 5% e DMSO com 5%,

entretando foi maior que os demais tratamentos (P>0,05).
DISCUSSAO

A utilizagéo de diferentes crioprotetores modifica o pH e a osmolalidade, o
que pode também prejudicar a viabilidade celular. Eles devem apresentar
hiperosmolaridade para que interajam e estabilizem as membranas celulares, atuando
como tampéo salino no combate aos efeitos deletérios das altas concentragdes de

eletrolitos nas células desidratadas [26].
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Salomon e Maxwell [27] sugerem que, para 0 sucesso da criopreservacao
seminal, os crioprotetores devem apresentar osmolalidade e pH adequados a boa
capacidade de tamponamento, conferindo protecdo a lesdo criogénica. Desta forma,
para esta espécie a célula espermatica deve ser submetida no processo de congelagéo
a um diluente com um pH mais alcalino (8,6) e uma osmolalidade na faixa de 1868 a
2773 mOsm/Kg por ter sido melhor conservado as caracteristicas seminais. Quando
0 sémen de G. brasileiensis foi diluido em diluente com pH na faixa de neutralidade
e osmolalidade de 318mOsm/Kg ocorreu uma baixa viabilidade celular apds o
processo de congelamento e descongelamento.

Os resultados favoraveis obtidos com DMSO, especialmente, nas
concentragdes 10, 15 e 20%, para integridade de membrana celular e 10 e 15% para
funcionalidade mitocondrial, provavelmente tenham ocorrido pela reducdo da
formacdo de cristais de gelo intracelular [28]. Uma combinacdo ou interacdo com
carboidratos, lipideos, proteinas e muitas substancias sem alterar de forma
irreversivel a configuracdo molecular [29], pode ter sido fundamental para a
manutencdo do metabolismo espermatico.

O tratamento com DMSO 10% também resultou em melhores resultados de
motilidade, destacando-se dos demais tratamentos como o mais eficiente na
preservacdo da viabilidade celular. A integridade de membrana resultou em uma
correlagdo positiva com a funcionalidade de mitocondria (p<0,05; r’=33), tempo de
motilidade (p<0,05; r’=31) e taxa de motilidade (p<0,05; r>=33). Enquanto que, a
funcionalidade de mitocondria resultou em uma correlagdo positiva com o tempo de
motilidade (p<0,05; r>=60) e a taxa de motilidade (p<0,05; r’=63).

Neste sentido observa-se que, uma maior integridade de membrana e uma

maior funcionalidade mitocondrial possuem correlacdo com uma maior motilidade.

42



Assim, o DMSO ao proteger a membrana, a qual faz permeabilidade seletiva,
proporciona o fornecimento de substratos energéticos (exe. glicose) para a
mitocondria produzir energia (ATP) o que leva a ocorréncia da motilidade [30],
possibilitando, com isso, a capacidade fertilizante do espermatozoide.

Todos os grupos apresentaram indices totais de fragmentacdo de DNA
semelhantes e inferiores a 5%, sugerindo que a integridade do DNA foi mantida em
todos os tratamentos, mesmo no tratamento sem crioprotetor. Resultado este, que
coincide com a hipotese de Partyka et al. [31], o qual sugere que, possivelmente
devido o espermatozoide apresentar a cromatina fortemente enovelada, mais
compacta que as demais células somaticas e espermatogénicas (espermatides,
espermatocitos e espermatogobnias) e estando envolvida pela membrana nuclear, o
que pode conferir protecdo. E, com isso, garantir o sucesso do desenvolvimento do
embrido apds fertilizacdo, mesmo com sémen criopreservado [32].

Em se tratando da formacdo de ERO, o tratamento de BTS sem crioprotetor
foi obtido valor mais elevado ndo diferindo estatisticamente de EG e DMSO na
concentracdo 5%, refletindo a necessidade da utilizacdo de crioprotetores penetrantes
com osmolalidade e pH adequados na criopreservacdo [27]. Visto que, a geracdo
excessiva de ERO, decorrente da preparacdo para a criopreservacdo, pela diluicdo do
sémen e contato com o crioprotetor, além do estresse causado pelo congelamento e
descongelamento [5], podem ocasionar 0 estresse oxidativo que compromete a
qualidade e capacidade fertilizante do gameta [33].

O tratamento com Glicerol 5% comparado aos demais tratamentos produziu
resultados satisfatorios para funcionalidade de mitocéndria, ERO, integridade de
membrana e DNA, apesar de inferiores aos tratamentos de DMSO. Isso demonstra

que, possivelmente, a utilizacdo de menores concentracdes desta substancia pode
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refletir em resultados mais elevados concordando que o glicerol pode ser toxico em
concentracdes elevadas [6, 34] podendo prejudicar a integridade de membrana,
devido o comprometimento da camada de glicocélix e o balango energetico [34].

Os resultados deste estudo demonstraram que o DMSO na concentracdo de
10% com solucdo base de BTS, foi o crioprotetor mais eficiente na criopreservacao
seminal de G. brasiliensis, mantendo a viabilidade celular e conferindo melhores
taxas e tempos de motilidade. Fato que confirma o resultado obtido para Leporinus
obtusidens [35], Tambaqui Colossoma macropodum [9] que sugerem o DMSO a
10% como um bom meio para a conservacdo do sémen. De acordo com Viveiros e
Godinho [8] 0 DMSO, nas conentracdes de 5 a 15% € o mais efetivo na crioprotecéo
dos espermatozoides de peixes nativos brasileiros.

Por fim, os crioprotetores Etileno glicol e Glicerol, na maioria de suas
concentracdes testadas, ndo apresentaram resultados satisfatorios frente as analises
espermaticas de G. brasiliensis, possivelmente, devido a ndo apresentarem
parametros de pH e osmolalidade adequados ao tamponamento e protecdo para as

células espermaticas desta espécie.
CONCLUSAO

O DMSO na concentragdo de 10% com solugdo base de BTS € o crioprotetor

mais eficiente na criopreservacdo seminal de G. brasiliensis.
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ANEXO

Tabela 1 — Osmolalidade e pH das solugdes crioprotetoras utilizadas.

Solucdo Crioprotetora pH Osmolalidade (mOsm/Kg)*
BTS 7,20 318
DMSO 5% 8,86 1025
DMSO 10% 8,60 1868
DMSO 15% 8,64 2773
DMSO 20% 8,70 3844
Etileno glicol 5% 8,84 1106
Etileno glicol 10% 8,71 2322
Etileno glicol 15% 8,75 2809
Etileno glicol 20% 8,75 3114
Glicerol 5% 8,14 1086
Glicerol 10% 7,74 1831
Glicerol 15% 7,18 2892
Glicerol 20% 6,75 4069

(*) Osmolalidade analisada em Osmémetro de pressdo de vapor da marca VAPRO.



Tabela 2 - Avaliagdes espermadticas por citometria de fluxo: Funcionalidade de Mitocondria,
Integridade de Membrana e DNA e, em tratamentos com diferentes crioprotetores.

Fragmentacao
Concentragdo Integridade Membrana Funcionalidade
Crioprotetor de DNA
(%) (%) Mitocondria (%)
(%) DFI
Sem Crioprotetor
- 4,2+1 4° 3,0+0,52 12,045,0°
(BTS)
5 9,0+1,5° 2,5+0,42 17,1+2,0°
10 20,0+3,0° 3,0+0,3? 25,0+3,0°
DMSO
15 16,0+4,0® 3,0+0,42 18,0+2,0®
20 16,0+3,0% 2,0+0,3? 15,0+2,0°
5 11,0+3,0° 3,040,3? 14,0+2,0°
10 7,241,5° 3,0+0,3? 15,0+2,0°
GLI
15 8,0+3,0° 3,0+0,42 12,0+2,0°
20 8,0+2,0° 3,0+0,3? 11,0+2,0°
5 8,0+2,0° 3,0+0,5° 19,045,5%
10 6,0+2,0° 3,0+0,3? 12,0+2,0°
EG
15 6,0+2,0° 2,0+0,32 13,0+2,0°
20 5,5+2,0° 2,0+0,42 13,0+2,0°

*Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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Tabela 3 - Motilidade espermatica (taxa e tempo) de sémen de G. brasiliensis e avaliagdo de
EROs por citometria de fluxo.

ERO (MFI =
Concentragdo Taxa Motilidade ~ Tempo Motilidade mediana da
Crioprotetor
(%) (%) (s) intensidade de

fluorescéncia)

Sem Crioprotetor

0,0+0,0" 0,0+0,0e 15768+153042
(BTS)
5 17,0+3,0° 153,3+23,0° 3623,7+1,0®
10 24,0+3,0° 160,5+13,72 3040,7+2194,4°
DMSO
15 11,0+2,0* 101,25+16,89° 2079,5+1516,1°
20 6,0+1,0%%" 71,2+18,3" 1910,7+1435,9°
GLI 5 6,0+2,0%% 65,0+22,0° 1830,3+1214,0°
10 5,0+2,0% 42,2+16,5% 1456,2+864,62°
15 4,0+2,0%f 34,0+15,0%% 1357,8+816,34°
20 2,0+1,0°" 18,2+12 5% 1239,3+76995"
5 8,0+2,0% 75,0+20,0° 8088,5+7143,2%
10 5,0+2,0%" 39,0+17,0°% 3029,4+2257,4°
EG
15 5,0+3,0% 42,2+18,3%® 2467,3+1820,4°
20 6,0+2,0°%" 62,2+19,5° 1544,5+938,1°

* Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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