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RESUMO GERAL

Considerando que os danos oxidativos verificados durante o processo de
congelamento do sémen sejam uma das principais causas da diminuicdo de sua
viabilidade e que a suplementacdo de melatonina seja capaz de aumentar a
tolerancia espermatica pds-descongelamento, objetivou-se, com este trabalho,
avaliar os efeitos da adicdo de diferentes doses de melatonina nos parametros de
motilidade, morfologia e capacidade de fertilizagdo do sémen criopreservado de
Prochilodus lineatus. Para isso, ap6s o tratamento hormonal dos machos com
extrato de hipofise de carpa e coleta seminal, foram realizados quatro pools de
sémen, homogeneizados a cada dois animais e diluido em solugbes contendo:
Controle Positivo (C+): BTS (5%) + DMSO (8%), e os tratamentos T1, T2 e T3:
BTS (5%) + DMSO (8%) acrescidos de concentracdes de 1, 2 e 3mM de
melatonina, respectivamente. O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5
ml, congeladas em botijdo de vapor de nitrogénio (dry shipper), onde ocorre
decréscimo de 35,6 graus por minuto até a temperatura de -170°C e
posteriormente transferidas para botijao de nitrogénio liquido a -196°C até o dia
do descongelamento. As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 40°C
por 12 segundos cinco meses ap6s o congelamento para analises de motilidade e
morfologia espermaticas, e um ano apds o congelamento para avaliacdo da taxa
fertilizagdo. Os pardmetros de taxa de motilidade total e progressiva, velocidade
curvilinea (VCL), velocidade linear progressiva (VSL) e velocidade média de
percurso (VAP) do sémen ap6s o descongelamento foram determinados
utilizando o sistema computadorizado de analise de sémen (CASA). Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia, sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P<0.05). Ndo foram observadas diferencas significativas
entre as taxa de motilidade progressiva e as velocidades (VCL, VSL e VAP) do
sémen criopreservado nos diferentes tratamentos. A taxa de motilidade total
apresentou-se maior (P<0,05) nos grupos contendo 1 e 2mM de melatonina
quando comparados ao T3, porém ndo diferiram-se do C+. No que diz respeito a
morfologia, a porcentagem de anomalias espermaticas aumentou com o processo
de criopreservacdo (P<0,05). Entretanto, todos os tratamentos apresentaram
valores similares de anomalias totais pds-descongelamento e ndo diferiram entre
si quanto & capacidade de fertilizacdo (P>0,05). Conclui-se, portanto, que a
adicdo de melatonina a solucdo crioprotetora de sémen de curimba nao foi capaz
de promover maior viabilidade ao sémen criopreservado.

Palavras-chave: Congelamento. Qualidade Seminal. Antioxidante. CASA.



GENERAL ABSTRACT

Considering that oxidative damages observed during the semen freezing process
are one of the main causes of the decrease of its viability, and that the melatonin
supplementation is capable of increasing the sperm tolerance after thawing, the
objective of this work was to evaluate the effects of the addition of different
doses of melatonin on the parameters like motility, morphology and fertilization
capacity of the cryopreserved semen of Prochilodus lineatus. After males’
hormonal treatment with carp pituitary extract and seminal collection, four
groups were set with the homogenized semen of two animals and diluted in
solutions containing: Positive Control (C+): BTS (5%) + DMSO (8%), and the
treatments T1, T2 and T3: BTS (5%) + DMSO (8%) plus concentrations of 1, 2
and 3mM of melatonin, respectively. The diluted semen was placed in straws of
0.5 ml and frozen in a cylinder of vapor nitrogen (dry shipper), where the
temperature decrease occurred from 35.6 degrees per minute until the
temperature of -170°C. After the frozen process, the straws were stored in a
nitrogen cylinder at -196°C until thawing. Five months after freezing, the straws
were thawed in a water bath at 40°C for 12 seconds in order to conduct the
analysis of sperm motility and morphology. One year after freezing the
fertilization rate evaluation was made. The parameters of total and progressive
motility rate, curvilinear velocity (VCL), linear velocity (VSL) and mean
velocity (VAP) of the semen after thawing were determined using the
computerized semen analysis system (SCA). The data were submitted to
analysis of variance, and the means were compared by the Tukey test (P <0.05).
There were no differences (P >0.05) between the progressive motility rates and
the velocities (VCL, VSL and VAP) of the cryopreserved semen in the different
treatments. The total motility rate was higher (P <0.05) in the groups containing
1 and 2mM of melatonin when compared to T3, but they did not differ from C+.
For morphology analysis, the percentage of sperm abnormalities increased with
the cryopreservation process (P <0.05). However, all treatments had similar
values after thawing of total anomalies and did not differ in fertilization capacity
(P> 0.05). In conclusion, with these results it is possible to infer that the
addition of melatonin to the cryoprotetant solution of curimba semen was not
able to promote greater viability to the cryopreserved semen.

Keywords: Freezing. Seminal quality. Antioxidant. SCA.
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CAPITULO 1 Introducéo Geral

1 INTRODUCAO

O estabelecimento de protocolos eficientes para conservacdo de sémen
de peixes permite solucionar problemas referentes a questdes econdmicas e
ecoldgicas. Com o aumento da populagdo, da demanda por alimentos de
qualidade e da necessidade de minimizar os impactos gerados pela atividade
antropica como pesca predatoria, sobrepesca, poluigdo e construcao de barragens
hidrelétricas, o desenvolvimento de técnicas de reproducéo artificial se fazem
necessarias.

A criopreservacdo envolve procedimentos que permitem 0
armazenamento dos espermatozoides vidveis, em nitrogénio liquido, por tempo
indeterminado. Dessa maneira, ela se torna importante na rotina de reproducéo
induzida e na melhoria genética das espécies de peixes, facilitando o
desenvolvimento de pesquisas, transporte e minimizando a assincronia na
maturacdo dos gametas. Entretanto, variacbes na composicdo seminal das
espécies dificultam a padronizacdo da solugdo crioprotetora a ser acrescida antes
do congelamento que, quando incorreta, torna os espermatozoides vulneraveis a
mudanca da osmolaridade do meio e ao choque frio, acarretando alteracfes
morfoldgicas, queda de motilidade e, consequentemente, diminuicdo da
capacidade de fertilizar o ovdcito.

Os danos celulares gerados ao espermatozoide pela criopreservagéo
também podem ser oriundos do excesso da formagdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, que, em grandes concentracdes, sdo altamente toxicos.
Faz-se, entdo, importante encontrar meios de minimizar os efeitos deletérios do
processo através da adicdo de um antioxidante as solugdes crioprotetoras.

Estudos tém demonstrado que a melatonina, hormdnio produzido principalmente



pela glandula pineal, é capaz de reduzir o estresse oxidativo através da
eliminagdo direta de radicais livres ou estimulando a atividade de enzimas
antioxidantes (REITER et al., 2009). Pesquisadores que a utilizaram como
aditivo ao meio crioprotetor obtiveram resultados satisfatérios na manutencéao da
qualidade do sémen de mamiferos (ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013;
GHAZALEH et al., 2015), tornando-a promissora como antioxidante, também,
para sémen de peixes.

A curimba (Prochilodus lineatus) é uma espécie nativa da bacia do Rio
Grande que apresenta consideravel valor econdmico devido a facilidade de
cultivo, alta produtividade em cativeiro, apresentar larvas que servem de
forrageiras para espécies carnivoras de grande valor comercial, e principalmente,
por ter a carne saborosa e aceita pelo mercado consumidor, especialmente na
regido nordeste do Brasil. Entretanto, por sofrer interferéncia de acGes antrépicas
anteriormente citadas, o estoque de suas popula¢des selvagens tem diminuido,
tornando-se imprescindiveis as definicdes de protocolos eficientes na
manutencdo da viabilidade de seus espermatozoides apds o processo de
criopreservagao.

Dessa forma, objetivou-se avaliar os efeitos da adi¢do de melatonina ao
meio crioprotetor de sémen de curimba sobre os pardmetros de motilidade,

morfologia e capacidade fertilizante dos espermatozoides.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Curimba (Prochilodus lineatus)

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), conhecida popularmente no
Brasil como curimba, corimbatd, papa-terra ou grumata e em outros paises da
América do Sul como sabalo, é uma espécie de peixe da Classe Actenopterygii,
Ordem Characiforme e familia Prochilodontidae. Seu género Prochilodus
apresenta 13 espécies descritas e elevada distribui¢do pela regido Neotropical,
sendo que no Brasil estd presente em todas as principais bacias hidrograficas
(BOCKMANN; GUAZZELLLI, 2003).

A curimba é uma espécie de médio porte que apresenta cabeca larga,
corpo alongado podendo atingir até 74cm de comprimento (SVERLIJ; ROS;
ORTI, 1993) e peso corporal superior a 6kg (CRUZ, 2001). Possui boca circular,
labios grossos, moéveis e com denticulos diminutos em duas séries. Machos e
fémeas apresentam uma cor cinza esverdeada e caracteristicas externas quase
idénticas, entretanto, os machos atingem a fase reprodutiva, em média, aos dois
anos de idade, quando com comprimento corporal aproximado de 24cm, ao
passo que as fémeas a atingem somente aos trés anos de idade e 3lcm
(COMPANHIA ENERGETICA DE MINAS GERAIS - CEMIG/FUNDAQAO
CENTRO TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS - CETEC, 2000).

A espécie apresenta habito alimentar iliéfago nas fases juvenis e adulta.
Alimenta-se de substrato formado de lodo, areia, organismos bentdnicos e
microrganismos em decomposicdo e, em decorréncia desse habito, exerce
importante funcdo no fluxo de energia do ambiente aquético em que vive, via
processamento de sedimentos (JEPSEN; WINEMILLER; TAPHORN, 1997;
LOGATO, 2000). Em épocas mais secas, a curimba habita preferencialmente

regides tranquilas e quentes, no leito dos rios, mas pode ser encontrada em
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cursos naturais onde a turbidez da agua apresenta-se mais elevada (SVERLIJ;
ROS; ORTI, 1993). Quando em época de reproducdo é altamente dependente de
estimulos ambientais como profundidade e corredeiras (MYLONAS; FOSTIER;
ZANUY, 2010), realizando migracdo em massa por varias centenas de
quildmetros até a area de desova, no periodo que se estende de novembro a
janeiro (CEMIG/CETEC, 2000) (FIGURA 1).

Figura 1 - Exemplar de curimba.

Fonte: Do autor (2017)

A curimba é considerada um dos peixes de maior importancia para a
piscicultura comercial. Pode ser utilizada para obtencdo de materiais como
farinha de peixe, azeite e cosméticos, e sua carne é bastante apreciada no Brasil,
sobretudo na regido nordeste do pais. Apresenta alta rusticidade, facilidade de
manejo, prolificidade e suas larvas sdo utilizadas como forrageiras para espécies
de peixes carnivoras de grande valor econémico ou ameacadas de extincéo,
como o jau (Zungaro jahu), a piracanjuba (Brycon orbignyanus) (VIVEIROS et
al., 2009) e dourado (Salminus brasiliensis) (MURGAS et al., 2003). Estudos
demostraram que as larvas de curimba apresentam tamanho ideal para
alimentacdo das larvas de dourado ap6s a eclosao, quando iniciam a alimentagdo
exégena (SCHULTZ, 2003; VEGA-ORELLANA; FRACALOSSI; SUGAI,
2006).

Alguns autores tém sugerido que em decorréncia de seu habito alimentar
e por apresentar alta sensibilidade a variagdes da qualidade de agua, como
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alteracbes de pH, a presenca de xenobidticos e diversos outros tipos de
poluentes, sua sobrevivéncia pode ser comprometida pela atividade agricola
inapropriada, introducdo de espécies exoticas, urbanizacdo e sobrepesca
(AGOSTINHO; GOMES; PELICICE, 2007; BARLETTA et al., 2010),
tornando-se imprescindiveis estudos que contribuam para uma maior

produtividade e conservacgdo da biodiversidade de curimba.

2.2 Caracteristicas seminais de peixes

Estudos envolvendo a biologia seminal dos peixes tém demonstrado
uma grande variabilidade intra e interespecifica, principalmente no que diz
respeito a concentracdo, volume e composi¢cdo do sémen. Essas variacOes sao
atribuidas a interacbes complexas de fatores como diversidade genética,
envelhecimento dos espermatozoides no testiculo, sazonalidade e estratégias
reprodutivas associadas as adaptacOes necessarias para cada espécie (BILLARD,
1986; RURANGWA et al., 2004).

Em geral, 0 sémen é composto de um liquido ou suspensao celular semi-
gelatinosa (plasma seminal) e pelos espermatozoides (RURANGWA et al.,
2004). O plasma seminal é um fluido produzido pelos testiculos e ducto
espermatico. Este fluido apresenta diferentes concentragcbes de proteinas,
enzimas, lipideos, acUcares e &cidos responsaveis por fornecer protecdo e
viabilidade & célula espermética, através da regulagdo da osmolaridade,
manutencdo da imobilidade dos espermatozoides no trato genital e,
principalmente, protecdo destes espermatozoides contra danos oxidativos e
proteoliticos (CIERESZKO; GLOGOWSKI; DABROWSKI, 2000; GARNER;
HAFEZ, 2004; HE; KEERAN-JENKINS; WOODS, 2004).

O espermatozoide de peixes teledsteos divide-se em cabeca, peca

intermedidria e cauda. A cabega contém o ndcleo com o DNA paterno e é


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10641-017-0574-5#CR13
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destituida de acrossoma. A auséncia de acrossoma difere os peixes de
vertebrados superiores, mas compensa-se pela presenca da micropila, um
orificio no ovocito das fémeas que permite a penetracdo do gameta masculino
(COSSON et al., 1999). A peca intermediaria é pequena e composta de
mitocOndrias, cuja funcéo é gerar energia para o batimento flagelar. A cauda ou
flagelo, constituido por dois microtlbulos centrais e nove periféricos, formando
0 axonema, é responsavel pela movimentagdo do espermatozoide (BORELLA et
al., 2014; LAHNSTEINER; PARTZNER, 2008).

2.2.1 Motilidade espermatica

A motilidade é o pardmetro mais utilizado para a avaliacdo da qualidade
seminal (COSSON et al., 2008; MURGAS et al., 2011), entretanto n&o deve ser
utilizada como o unico indicativo. Avaliacdes envolvendo taxas de fertilizacéo,
concentragdo e morfologia seminal também se mostram eficientes e aumentam a
confiabilidade da caracterizacdo da qualidade espermatica.

Os espermatozoides de peixes teledsteos permanecem imoveis nos
testiculos e trato genital e essa condi¢do resulta da osmolaridade isotonica e
composicdo do plasma seminal. A motilidade espermética é transitdria,
irreversivel e desencadeada apds a liberagdo do espermatozoide (assim como sua
dispersdo/diluicdo) em solugdo aquosa. No geral, em peixes de &gua doce, a
motilidade é induzida por pressdo hiposmdtica, contrapondo-se as espécies
marinhas em que a indugdo ocorre por pressdo hiperosmotica (ALAVI,
COSSON, 2006; BILLARD et. al, 1995; TAKAI; MORISAWA, 1995).
Algumas espécies anadromas e eurialinas podem ter a motilidade iniciada por
diferentes osmolaridades, possivelmente porque os espermatozoides dessas

espécies desenvolveram mecanismos que permitem a sua ativacdo em &gua
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salobra e doce (BALDISSEROTO; GOMEZ, 2005; HE; KEERAN-JENKINS;
WOODS, 2004; YANG; TIERSCH, 2009).

A ativacdo espermatica € iniciada, principalmente, pela alteracdo do
ambiente externo. Em peixes de &gua doce, como a solucdo ativadora é
hiposmética, ha entrada de agua nas células espermaticas, o que desencadeia
eventos envolvendo fons K*, Na* e Ca®* e consequentemente a liberacdo de
energia pelas mitocébndrias para o batimento flagelar (CIERESZKO;
GLOGOWSKI; DABROWSKI, 2000; COSSON, 2010; TAKAI; MORISAWA,
1995). Quando os espermatozoides entram em contato com um meio
hiposmético, ha uma diminuicdo na concentracdo de fons K* no plasma seminal,
ocorrendo o efluxo desse cation para o0 meio extracelular. Este evento estimula a
abertura de canais de Ca** e seu influxo para o interior da célula espermatica,
permitindo, assim, o inicio da motilidade (ALAVI; COSSON, 2006). Além
disso, o Ca”" apresenta importante papel como segundos mensageiros, que Sio
indispensaveis para a transducdo do sinal interno (HE; KEERAN-JENKINS;
WOODS, 2004). Fatores como pH ou a troca de ions realizada entre a solucéo
diluidora e 0 espermatozoide sdo capazes de polarizar a membrana celular e,
consequentemente, estimular a motilidade (MORISAWA et al., 1999).

O trifosfato de adenosina (ATP) é a principal molécula energética e
deriva-se da glicolise e respiracdo mitocondrial, sendo hidrolisado intensamente
durante a fase ativa da motilidade. A utilizagdo da energia € muito maior que sua
producdo, resultando em curta duragdo da motilidade e sua interrupgédo total
quando 50 a 80% dos ATP’s sdo consumidos (BILLARD et al., 1995;
BURNESS; MOYES; MONTGOMERIE, 2005; INGERMANN, 2008). O
tempo de movimentagdo das células espermaticas de peixes de agua doce é
curto, durando de 1 a 2 minutos, porém extremamente varidvel entre as espécies
(BILLARD et al., 1995; COSSON et al., 1999). Para sémen in natura de
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curimba foram observados tempos que variaram de 43 a 612 segundos (COSER;
GODINHO; RIBEIRO, 1984; FRANCISCATTO et al., 2002).

Na Figura 2 estdo relacionados alguns dos eventos possivelmente
desencadeados ap0s a exposicdo espermatica ao estresse osmdtico, sendo
possivel verificar que a sintese do ATP relaciona-se com a enzima ATPase,

sendo esta Ultima dependente da osmolalidade do meio intracelular.

Figura 2 - Cascata de eventos desencadeadores da motilidade espermatica
em peixes de dgua doce.

O sémen & transferido para a 4gua doce Tempo zero

!

A osmolaridade externa diminui

-

Influxo de dgua devido & osmorregulacdo

-

A osmolaridade interna diminui

-

A concentragdo idnica diminui

-

Ativacdo da ATPase <1s

-

Diminuicdo do estoque de ATP

|

Concentragdo iGnica interna muito baixa
para a atividade da ATPase

!

Finalizacdo da motilidade > 1min

Fonte: Adaptado de Miliorini (2006).
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Outro evento que ocorre durante o inicio da motilidade e merece
destaque é a alteracdo do volume celular. Em ambiente hiposmético ocorre
influxo de agua e tumefacao celular resultante da difusdo passiva da dgua doce, e
0 volume citoplasmatico das células espermaticas pode aumentar até trés vezes
na tentativa de manter o equilibrio osmético entre os meios (HU et al., 2009;
PERCHEC-POUPARD et al., 1997).

A simples estimativa das taxas de motilidade do sémen de peixes nativos
vém sendo realizada por meio da observagdo da movimentagcdo dos
espermatozoides apo6s a diluicdo deste & solucdo ativadora, em microscopio
Optico, a um aumento de 200 ou 400x (CANEPPELE, 2011; MARIA et al.,
2010; MURGAS et al., 2004; SANCHES et al., 2009; WITECK et al., 2011).

Os resultados sdo expressos em porcentagem de células méveis, em uma
escala de 0 a 100%, em relacdo ao total de células avaliadas. Essas mensuragdes
realizadas levantam questionamentos acerca de sua validacdo, pois dependem
somente da experiéncia do avaliador, e um estudo demonstrou que hé cerca de
30 a 60% de variagdo nas estimativas realizadas subjetivamente, devido a
limitacdo humana em quantificar diferentes subpopulagdes na amostra (KOH et
al., 2010; MATOS et al., 2008).

A utilizacdo de softwares especificos para analise da motilidade
espermatica assistida por computador tem se tornado uma importante ferramenta
para avaliagdo da qualidade dos espermatozoides, auxiliando na escolha dos
melhores gametas e reprodutores do plantel (RURANGWA et al., 2001;
WILSON-LEEDY; INGERMANN, 2007).

2.2.1.1 Sistema Computadorizado de Anélise de Sémen — CASA

O CASA, Sistema Computadorizado de Analise de Sémen (do inglés:

Computer-Assisted Sperm Analizer), é o0 método mais objetivo e abrangente para
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quantificagdo da qualidade seminal disponivel na atualidade. Ele fornece
informacGes acuradas, precisas e significativas da movimentagdo dos
espermatozoides, bem como de subpopulagcbes de células espermaéticas, através
da visualizacdo, digitalizacdo e andlise de imagens sucessivas (AMANN;
KATZ, 2004). Entretanto, apesar das inumeras vantagens na utilizacdo do
programa, sua aplicacdo ainda ndo é rotineira, visto que 0 equipamento,
composto por um microscépio de contraste de fase acoplado a uma camera de
vidro gque reproduz imagens para um computador com o software (FIGURA 3),

apresenta custo bastante elevado.

Figura 3 - Microscopio acoplado a cAmera de video capaz de gerar imagens por
meio das quais os parametros de motilidade sdo calculados pelo
CASA.

Fonte: Do autor (2017).

Para a realizacdo da quantificacio do movimento das células
espermaticas, o sistema utiliza pelo menos doze caracteristicas da motilidade,
oferecendo altos niveis de confianca, objetividade e repetibilidade nas avaliagdes
(AMANN; KATZ, 2004; RURANGWA et al., 2001). O software reconhece 0
espermatozoide e desenha uma sequéncia completa de sua movimentacéo, ou

seja, reconstréi sua trajetoria e classifica-a conforme padrdes definidos como:
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movel ndo progressivo, progressivo lento, progressivo rapido e imovel. Todas as
variagOes se relacionam com o processo de capacitacdo e fertilizacdo e podem
predizer o potencial reprodutivo de um individuo (VERSTEGEN; IGUER-
OUADA; ONCLIN; 2002; VIVEIRQOS, 2010).

Além disso, 0 CASA é capaz de analisar diferentes caracteristicas do
movimento espermatico e oferecer pardmetros de motilidade tal qual a
velocidade curvilinea (VCL), velocidade linear progressiva (VSL) e a
velocidade média do percurso (VAP) (VERSTEGEN; IGUER-OUADA;
ONCLIN; 2002), como descritos na Tabela 1 e Figura 4.

Tabela 1 - Pardmetros de motilidade avaliados pelo sistema CASA.

Pardmetros Unidade Descrigdo
VCL um/s  Velocidade da trajetoria real do espermatozoide;
VSL pum/s  Velocidade média em funcdo da linha reta

estabelecida entre o primeiro e o Ultimo ponto da
trajetdria do espermatozoide;
VAP um/s  Velocidade da  trajetéria  meédia  do

espermatozoide.

Fonte: Matos et al. (2008).
Figura 4 - Esquema das velocidades esperméticas avaliadas pelo CASA.

VA P

/‘I Legenda:

r\j"\/ VCL: Velocidade Curvilinear;

;\ VSL: Velocidade Linear Progressiva;
. VAP: Velocidade Meédia da Trajetoria.

" — M

Fonte: Adaptado de Taffarel (2013).
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O CASA foi inicialmente utilizado na década de 40 para avaliacdo do
sémen de humanos e, posteriormente, de outros mamiferos. Os primeiros
estudos com sémen de peixes foram realizados somente na década de 80,
utilizando-se a espécie Oncorhynchus myki, conhecida popularmente como truta
arco-iris, em que avaliaram a motilidade dos espermatozoides atraves de
iluminacéo estreboscdpia e cAmera de vidro (COSSON et al., 1985).

A diferenca entre os espermatozoides de peixes e mamiferos pode
explicar o atraso na adequacdo de ferramentas para analise da motilidade de
peixes (MATOS et al.,, 2008). Para que haja aplicagdo do sistema, sdo
necessarias defini¢cGes que se baseiam em caracteristicas como tamanho, forma e
trajetoria de natacdo da célula espermatica de cada espécie avaliada (YANG;
TIERSCH, 2011).

2.2.2 Anomalias espermaticas

AlteracBes ultraestruturais dos espermatozoides podem influenciar
diretamente na reducdo de sua motilidade e consequentemente na sua capacidade
de fertilizacdo (STREIT-JR. et al. 2008). A anélise é feita atraves da observagao
dos espermatozoides em microscopia de luz e as alteragdes sdo classificadas de
maneira subjetiva (MELO-MACIEL et al., 2012). Em mamiferos, reprodutores
gue apresentam anomalias espermaticas maiores que 40% para equinos, 30%
para bovinos, 20% para ovinos, caprinos e suinos, sdo considerados invidveis e
ndo devem ser utilizados em programas de reprodugio (COLEGIO
BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL — CBRA, 1998). Para peixes,
considera-se que a porcentagem critica de anomalias esperméticas para
fecundacéo seja de 50% (MILIORINI et al., 2011).

Diversos sdo os fatores que causam defeitos morfoldgicos nos

espermatozoides de peixes. Alguns acometem o0s reprodutores durante o
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processo de espermatogénese, como restricdo alimentar, consanguinidade e
estresse ambiental. Outros sdo resultantes de procedimentos de manejo durante a
coleta do sémen, como massagem abdominal e o tipo de horménio aplicado no
reprodutor, e da confeccdo das ladminas para avaliacdo das anomalias
(MILIORINI et al., 2011).

As anomalias podem ser dividias em: Cabega degenerada, isolada
normal, macro e microcefalias; gotas citoplasméticas proximal e distal; pega
intermediaria degenerada (PID); cauda curta, dobrada, enrolada e quebrada
(MARIA et al., 2012).

2.2.3 Concentragdo espermatica

A concentragdo de espermatozoides tem sido tradicionalmente utilizada
como um dos parametros de avaliacdo da qualidade seminal de peixes. Ela
expressa a quantidade de células espermaticas por volume de sémen e pode ser
determinada através de um método comum, com a utilizacdo da camara
hematimétrica de Neubauer, ou, alternativamente, utilizando-se Cémara de
Makler (RAVINDER et al.,1997), aespectofometria (CIERESZKO;
DABROWSKI, 1993) ou espermatécrito (LIN; CIERESZKO; DABROWSKI,
1996).

O calculo da concentragdo é realizado, mais apropriadamente, em
namero de células esperméticas por ml, pois permite a complementacdo pelo
volume total de sémen. Segundo Carvalho (2001), a concentragdo permite que o
sémen seja otimizado em processos de desova induzida de peixes
frequentemente utilizados em laboratérios de reproducdo, evitando-se a
proporcao inadequada de espermatozoide:ovacito.

Sémen com alta concentracdo nem sempre se relaciona com taxas de
motilidade e fertilizacdo elevadas (GEFFEN; EVANS, 2000), ou seja, o valor da
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concentragdo espermatica ndo é uma medida especifica da capacidade
fertilizante, visto que apresentam variacbes que podem ser resultantes de
diferencas entre espécies, peso, idade do animal, frequéncia de coleta, método de
inducdo e época do ano (MURGAS et al., 2011; VIEIRA et al., 2011).

Ampla variacdo tem sido observada para os valores da concentragdo
espermatica de peixes de agua doce, inclusive quando se referem a uma mesma
espécie. Para curimba, Viveiros e Leal (2016) observaram valores de
concentragdo espermatica variando de 10,6 a 55,2 espermatozoides x 10%ml,
nimeros bem maiores que os encontrados por Kavamoto e Silveira (1997) e
Carvalho (2012), em que observaram médias de 26,18 espermatozoides x 10%/ml

e 41,38 espermatozoides x 10’/ml, respectivamente.

2.3 Criopreservacéo do sémen

Técnicas que permitam a conservagdo de gametas de peixes por tempo
prolongado estdo sendo cada vez mais requisitadas no processo de fertilizacéo
artificial e vém de encontro a questdes econdmicas e ecologicas (MARQUES;
GODINHO, 2004). Dessa maneira, busca-se aprimorar os procedimentos que
possibilitem o prolongamento do tempo de vida util de gametas (MURGAS et
al., 2004) e, dentre as técnicas de conservagdo mais utilizadas atualmente, a
criopreservagdo dos espermatozoides tem se destacado.

A criopreservagdo consiste de procedimentos que permitem o0
armazenamento de material biol6gico em nitrogénio liquido (196°C negativos)
por tempo indeterminado, e tem sido utilizada com sucesso na conservagao do
sémen de diversas espécies de peixes, incluindo aquelas que séo nativas do
Brasil (CARVALHO, 2012; FELIZARDO et al., 2010). A técnica apresenta
relativa simplicidade, porém altos custos de implantacdo e manutengdo (TSAI:
LIN, 2012).
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Ap6s o processo de congelamento e descongelamento, o0s
espermatozoides sdo capazes de recuperarem a motilidade espermatica e a
capacidade de fertilizacdo, ou seja, nesta temperatura a estrutura e
funcionalidade do espermatozoide sdo mantidas vidveis e reversivelmente
inativas metabolicamente (MARTIN-HIDALGO et al., 2011; PEGG, 2007).
Essa caracteristica torna 0 método seguro na preservacao de recursos genéticos,
face o alto risco de extincdo de algumas espécies, provocadas, principalmente,
por agdes antropicas prejudiciais ao ambiente (MURGAS et al., 2004).

Além de possibilitar a conservacdo de material genético de espécies
ameagadas, varias sdo as aplicagbes da criopreservacdo de sémen para a
piscicultura. Dentre elas, incluem-se: a) Eliminagdo do problema causado pela
assincronia reprodutiva entre fémeas e machos; b) Economia de sémen através
da utilizacdo do volume total disponivel, principalmente quando ele é de dificil
obtencdo ou quando é liberado em pequenas quantidades; ¢) Reducdo de custos
referentes a manutencdo de reprodutores machos; d) Possibilidade de induzir
somente a reproducdo das fémeas, uma vez que o0 sémen criopreservado podera
ser utilizado para fertilizar os ovdcitos; e) Utilizacdo do nimero adequado de
machos na produgédo de alevinos, evitando-se ou reduzindo-se a endogamia; f)
Facilidade no estabelecimento de programas de melhoramento genético; g)
Facilidade e baixo custo no transporte de material genético sem perda de
viabilidade (CABRITA et al., 2010; MILIORINI, 2006; RIBEIRO; GODINHO,
2003).

Entretanto, estudos tém demonstrado que o sémen de peixes de agua
doce criopreservados exibem qualidade inferior ao sémen in natura,
apresentando 40 a 90% de injdrias celulares. Essas injurias podem ser
decorrentes do processo de congelamento e descongelamento ou da adicdo de
solugbes crioprotetoras que alteram a osmolaridade do meio extracelular
(KOPEIKA; KOPEIKA; ZHANG, 2007).



23

2.3.1 Danos causados ao espermatozoide pela criopreservacéo

A colocacdo do sémen diretamente no nitrogénio liquido faz com que a
membrana plasmética e a peca intermedidria do espermatozoide fiquem
inteiramente danificadas. Em contrapartida, se colocado primeiramente em
vapor de nitrogénio liquido, hd um congelamento gradual do espermatozoide e
pouca modificacdo de suas membranas, apesar de a cromatina ser
consideravelmente alterada (BILLARD, 1983).

Durante o processo de congelamento, a temperatura a que o sémen é
exposto altera-se amplamente, variando desde a ambiente (26°C) até a extrema (-
196°C). Os maiores danos ao espermatozoide ocorrem em dois momentos
distintos: na temperatura de 5°C, quando a membrana plasmatica transita do
estado liquido cristalino para o estado de gel (GRAHAM, 1996); e entre -5 e -
15°C, quando ocorre a formacdo de cristais de gelo no meio externo
(cristalizacdo). A formacdo desses cristais é deletéria porque parte da agua do
meio extracelular serd utilizada para forma-los, e a desidratacdo resultante
tornara 0 meio progressivamente mais concentrado (hiperosmético) em relacdo
ao espermatozoide. Na tentativa de equilibrar os meios, havera um efluxo de
agua do meio intracelular das células e, a partir desse momento, 0s eventos que
ocorrerdo serdo determinados pela velocidade do congelamento (MARIA;
AZEVEDO; CARNEIRO, 2011; MEDEIROS et al., 2002; SOARES;
GUERRA, 2009).

Quando o congelamento é suficientemente lento, a célula perde agua
rapidamente, desidrata e encolhe. Contudo, se a célula ainda ndo congelada fica
exposta a0 meio cada vez mais concentrado por tempo prolongado, causara
desidratagdo excessiva, com consequente desnaturacdo das macromoléculas e
crenacéo celular, podendo levar ao colapso total da membrana. Esses efeitos séo

chamados de “efeitos de solucdo” e recebem este nome porque a célula fica
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exposta a residuos altamente concentrados tanto do meio intra quanto
extracelulares (MEDEIROS et al., 2002; WATSON, 1995).

De maneira contraria, se ocorre um congelamento muito rapido das
células, elas tornam-se incapazes de perder adgua rapidamente para manter o
equilibrio entre os meios. Com isso, a 4dgua se torna super-resfriada e
posteriormente congela, levando a formagdo de cristais de gelo intracelulares
gue, com o descongelamento, poderdo se recristalizar em cristais maiores, causar
danos mecanicos as células, e consequentemente, torna-las inviaveis (PEGG,
2007; WATSON, 1995).

Conclui-se, portanto, que a curva Otima de congelamento devera ser
lenta o suficiente para permitir a desidratacdo dos espermatozoides e prevenir a
formacdo de gelo intracelular, e répida o suficiente para que o tempo de
exposicdo dos espermatozoides ao soluto ndo seja muito elevado (SALMITO-
VANDERLEY et al., 2012; SILVA; GUERRA, 2011; WATSON, 1995). Para
gue haja sucesso, entdo, as taxas de resfriamento devem situar-se entre -10 e -
50°C/min, resultado assegurado com a utilizagdo de botijoes do tipo dry-shipper,
que contém exclusivamente vapor de nitrogénio liquido (HARVEY;
CAROLSFELD, 1993).

Danos adicionais também observados durante a criopreservagdo sdo
aqueles oriundos de alteracbes morfologicas. A adicdo de crioprotetores e
diluentes ao sémen gera uma mudanga na osmolaridade do meio que circunda 0s
espermatozoides, podendo resultar no rompimento da membrana plasmaética,
desaparecimento de mitocondrias, deformacdo estrutural de organelas,
espiralizacdo, adesdo ou ruptura do axonema, dentre outras que levardo a
deficiéncias funcionais e a reducéo da motilidade e da capacidade de fertilizagdo
(MARQUES, 2001).
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2.3.2 Solucdes diluidoras e crioprotetoras do sémen de peixes

O sucesso na manutengao da sobrevivéncia dos espermatozoides durante
0 processo de criopreservacdo dependera do protocolo utilizado e,
principalmente, das solucBes que serdo acrescidas ao sémen antes do
procedimento de congelamento. Essas solugBes contém, normalmente, um
diluidor, um crioprotetor extracelular impermeavel e um crioprotetor intracelular
permeével, tornando fundamental o conhecimento a respeito da composigdo e
funcionalidades de cada um desses componentes (MAISSE et al., 1998).

Os diluidores sdo substancias utilizadas para proporcionar um meio
osmoético e nutricional adequado para 0s espermatozoides durante a
criopreservagdo. Eles aumentam o volume total do sémen, reduzindo a
concorréncia das células por oxigénio e espaco e facilitando a acdo do
crioprotetor, além de permitir a divisdo em doses inseminantes (CAROLSFELD;
HARVEY, 1999; MUCHLISIN, 2005). No geral, os diluidores deverdo ser
isotdnicos, para que a motilidade espermatica ndo ative previamente; estaveis,
para que suas caracteristicas fisico-quimicas sejam mantidas quando em contato
com o sémen; estéreis, para impedir a contaminagdo das células; apresentar alta
condutividade térmica, para possibilitar a transferéncia do calor entre 0 meio
externo e os espermatozoides; e funcionarem como carreadores de crioprotetores
(CAROLSFELD; HARVEY, 1999).

Inimeras solugdes tém sido testadas como diluidoras para sémen de
peixes, entre elas solucbes simples a base de glicose e NaCl, ou complexas,
como o diluidor BTS, do inglés Beltsville Thawing Solution (BTS Minitiib®). O
BTS é um meio diluidor comercial de baixo custo, inicialmente empregado em
pesquisas com sémen suino, que apresenta resultados expressivos quando
aplicado em experimentos com algumas espécies de peixes (FELIZARDO et al.,
2010; MILIORINI et al., 2011). Sua férmula compde-se de glicose, citrato de
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sodio, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), carbonato acido de sdédio,
cloreto de potéssio e sulfato de gentamicina.

Os crioprotetores, por sua vez, sdo substancias adicionadas ao meio
diluidor do sémen com funcao de preservar a integridade celular no processo de
congelamento e descongelamento, devendo apresentar caracteristicas como
baixa toxicidade e alta solubilidade em agua (MARIA, 2005). A classificagdo
dos crioprotetores é dada de acordo com a interacdo existente entre eles e a
membrana citoplasmatica, assim como pelas suas propriedades fisico-quimicas
(principalmente o peso molecular) (LEUNG, 1991), dividindo-os em
intracelulares (permeéveis ou solUveis) e extracelulares (impermeaveis ou
insoltveis) (TABELA 2).

Tabela 2 - Classificagdo dos crioprotetores quanto a sua capacidade de travessia
da membrana celular.

Intracelulares (solUveis) Extracelulares (insolGveis)
Dimetilsulfoxido (DMSO) Glicose
Glicerol Sacarose
Metanol Gema de ovo
Etilenoglicol Leite desnatado
Propilenoglicol Soro
Propanodiol Agua de Coco
Metilglicol

Fonte: Cruz (2001); Viveiros e Godinho (2009).

Os crioprotetores intracelulares apresentam baixo peso molecular, sdo
permeaveis a membrana, e tém como funcdo reduzir o ponto de congelamento
intracelular, evitando, ou diminuindo a formacdo de microcristais de gelo no
interior das células. Em contrapartida, os crioprotetores extracelulares

apresentam alto peso molecular, sdo incapazes de atravessarem a membrana, e
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por essa razéo, atuam como estabilizadores e reparadores externos da membrana
celular (WATSON, 1995).

Os crioprotetores internos protegem alvos como as enzimas labeis e
proteinas em solugcbes aquosas (MARIA, 2005). Todavia, hd um grande risco na
utilizacdo desses, especialmente quando em elevadas concentra¢Ges, dado que
promovem a desnaturacdo proteica, principalmente sob altas temperaturas,
causando toxicidade nos sistemas enzimaticos e, por conseguinte, celulares
(CHAO, 1991; CRUZ, 2001).

A combinag&o entre crioprotetores internos e externos é conveniente e
indicada (CAROLSFELD; HARVEY, 1999; GODINHO, 2000). A escolha do
crioprotetor mais apropriado para a espécie de interesse deverad ser feita por
testes de toxicidade (BEDORE, 1999).

Estudos com criopreservagdo de sémen de peixes nativos ainda estdo em
fase de testes quanto a capacidade fertilizante em larga escala. Muitos protocolos
para congelamento de sémen de peixes Neotropicais foram desenvolvidos e
publicados, mas muito ainda precisa ser feito para aprimorar essa tecnologia,
principalmente no que diz respeito aos parametros bioquimicos de motilidade

dos espermatozoides.

2.3.3 Atividade antioxidante no plasma seminal

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais elétrons
ndo pareados. Essa condicdo torna-os altamente instaveis e &vidos por elétrons,
podendo levar outras moléculas & oxidacdo e, em consequéncia, gerar danos
celulares. Espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e de nitrogénio (ERN’s) sao
exemplos de radicais livres. Quando presentes em concentragcbes adequadas
desempenham papel benéfico na fisiologia celular, atuando, por exemplo, como

mecanismo inflamatério de defesa contra microrganismos, ou como
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sinalizadoras intracelulares, envolvidas em processos normais de proliferacéo,
diferenciagdo e migracéo celular (NATHAN; CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013;
PIANTADOSI, 2008).

Os espermatozoides sdo capazes de gerar radicais livres por processos
fisioldgicos normais. Em mamiferos, concentragdes ideais de ERO’s [perdxido
de hidrogénio (H,0,), anion superdéxido (O,) e radicais hidroxilas (OH)] e
igualmente de ERN’s [(6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOOY],
desempenham papéis criticos na hiperativacao e capacitacdo do espermatozoide,
além de promover interacdo entre a célula espermética e possibilitar a
fertilizacdo (BAKER; AITKEN, 2004; LAMIRANDE et al., 1997).

Para evitar o0 estresse oxidativo e manter a viabilidade celular existem
sistemas de defesa compostos por antioxidantes ndo enzimaticos como as
vitaminas A/E, e enziméaticos (BIRBEN et al., 2012). Estudos envolvendo a
caraterizacdo do sémen de trutra-marrom (Salmo trutta), lota (Lota lota), perca
(Perch flavitus) e alburno (Alburnus alburnos) revelaram certo padrdo na
presenca de enzimas antioxidantes nas espécies citadas, apresentando o sistema
formado por catalase, glutationa redutase, peroxidase e superdxido desmutase,
além de metabolitos antioxidantes como acido ascorbico, glutationa, metionina e
acido drico (LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010; LAHNSTEINER;
MANSOUR; PLAETZER, 2010).

Se as ERO’s sdo produzidas excessivamente, acumulam-se na célula,
tornando o espermatozoide vulneravel a danos em seus componentes celulares,
como lipideos, proteinas, 4&cidos nucleicos e carboidratos (AITKEN;
CLARKSON; FISHEL, 1989). Tem sido demonstrado que as células
espermaticas expostas a técnicas de criopreservacdo produzem elevadas
concentragdes de ERO’s (AGARWAL; SAID, 2005; DU-PLESSIS et al, 2008).

Quando os danos séo direcionados aos lipideos da membrana da célula

espermatica, ocorre uma cascata de eventos bioguimicos denominados de
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peroxidacao lipidica. Esta membrana é susceptivel ao ataque das ERO’s devido
a elevada quantidade de acidos graxos poli-insaturados presentes nelas. O
processo de peroxidacdo ira acarretar em alteracbes na estrutura e
permeabilidade da membrana celular, podendo alterar a sua permeabilidade e
seletividade, permitir o fluxo de ions e outras substancias toxicas, o que
acarretard na perda de funcdo e, em condigdes extremas, morte celular
(BILODEAU et al., 2002).

Elevados niveis de ERO’s também sdo responsaveis por causar danos
como diminui¢cdo da motilidade dos espermatozoides, inativacdo de enzimas
glicoliticas e oxidacdo do DNA, podendo tornar a célula espermatica incapaz de
fertilizar o ovécito (GIL-GUZMAN et al., 2001). A adicdo de um antioxidante
ao extensor de sémen pode reduzir a sua producéo, prevenir o estresse oxidativo
e, como consequéncia, aumentar a qualidade do esperma apds o processo de
congelacdo-descongelacdo (BERRA; RIZZO, 2009).

2.3.1.1 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) ¢ um hormonio produzido
principalmente na glandula pineal, a partir de uma série de reagdes iniciadas pela
hidroxilacdo do aminoacido essencial triptofano e sequenciadas pela atividade
das enzimas arilalquilamina-N-acetiltransferase (AANAT) e hidroxindol-orto-
metiltransferase (HIOMT) (CIPOLLA-NETO et al., 1999; KLEIN et al., 1997)
(FIGURA 5). Devido as suas caracteristicas anfifilicas, que a torna altamente
soltvel e capaz de atravessar com facilidade as membranas celulares, apés a sua
producdo a melatonina difunde-se imediatamente para 0 meio, uma vez que ndo
necessita ser armazenada em vesiculas no citoplasma dos pinealdcitos
(VANECEK, 1998).
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Figura 5 - Biossintese da melatonina.
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Legenda: TPH: triptofanohidroxilase; AANAT: arilalquilamina; HIOMT: hidroxindol-
O-metiltransferase.
Fonte: Matos (2014) - Adaptado de Cipolla-Neto e Afeche (2008).

Por muito tempo acreditou-se que a melatonina era exclusivamente
sintetizada na glandula pineal e responsavel pela regulagcdo dos ritmos
circadianos e da reproducdo sazonal (REITER, 1991). Entretanto, a presenca de
enzimas-chave e de receptores para essa indolamina em diferentes tecidos, como
figado, testiculos e retina, juntamente com a descoberta de suas propriedades
antioxidantes, anti-tumorais e anti-inflamatérias, levaram os cientistas a
classificarem-na como uma molécula multitarefa (REITER, FUENTES-
BROTO; TAN et al., 2003; YIE et al., 1995).

No estudo realizado por Tan et al. (1993), utilizando um sistema in vitro
acelular, demonstrou-se que a melatonina era capaz de sequestrar radicais livres
altamente reativos, visto que neutralizou o radical hidroxila (OH), considerado
como o radical mais reativo em sistemas bioldgicos, com maior eficiéncia que a

glutationa reduzida (antioxidante endégeno) e o manitol (antioxidante observado
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em plantas). Desde entéo, estudos vem confirmando que esta molécula e seus
metabdlitos reduzem o estresse oxidativo in vitro, seja através da eliminagdo
direta de reagentes a base de oxigénio (ERO’s) e nitrogénio (ERN’s) (PEYROT;
DUCROCQ, 2008; TAN et al., 2007), ou estimulando a atividade de diferentes
enzimas antioxidantes (REITER et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004)
(FIGURA 6).

Figura 6 - Reagentes e enzimas antioxidantes que sofrem acgdo da
melatonina.

Citrulline

NOS
m‘# Arginine

Glutamate
Glycine +

Glutamylcysteine ceLt Custei
ysteine

Legenda: Em vermelho: reagentes a base de oxigénio. Em azul: reagentes a base de
nitrogénio. *: reagentes eliminados diretamente pela melatonina; (1): enzimas
antioxidantes estimulados pela melatonina; (|) enzimas pro-oxidativas inibidas pela
melatonina. GSH: glutationa; GSR: glutationa redutase; GPX: glutationa peroxidase;
SOD: superoxido desmutase; CAT: catalase; NO: oxido nitrico; NOS: dxido nitrico
sintase; MPO: mieloperoxidase; GCL: glutamilcisteinaligase; O2: oxigénio molecular;
02" radical superdxido; ONOO: peroxinitrito; OH: radical hidroxila; GSSG:
glutationa oxidada; H202: peroxido de hidrogénio.
Fonte: Reiter et al. (2009).
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Diversos estudos foram desenvolvidos visando avaliar o efeito da adicdo
de melatonina enddgena ao meio crioprotetor do sémen de mamiferos e, de
maneira geral, apresentaram resultados satisfatorios. Entretanto, os autores tém
demonstrado que a melatonina age de forma dose-dependente, além de variar de
acordo com a espécie, tempo e modo de incubacdo e armazenamento
(GHAZALEH et al., 2015; LI et al., 2011; PERUMAL; VUPRU; KHATE,
2013). Para peixes ainda ndo foram publicados dados referente a utilizagdo deste

antioxidante no sémen.

2.4 Descongelamento do sémen de peixes

Particularidades na composicdo seminal de diferentes espécies sao
comuns, o que faz com que a determinagdo da velocidade e temperatura ideais
de descongelamento seja obtida via ensaios experimentais (AGOSTINHO et al.,
2003). No geral, procedimentos que envolvem altas temperaturas com intervalos
reduzidos de exposi¢do sdo bem sucedidos (PAULINO, 2009).

Diferentemente do congelamento do sémen em que ocorre desidratacao
das células, no descongelamento ocorrera reidratacdo celular através do influxo
de agua para o meio intracelular (HOLT, 2000). O processo de descongelamento
devera ser realizado rapidamente para impedir que os microcristais de gelo se
reagrupem e causem danos graves as células, tornando-as inviaveis (PEGG,
2007).

A utilizacdo de baixas temperaturas implica em lentiddo no processo de
descongelamento. Contudo, superaquecimentos também devem ser evitados,
pois causam a desnaturacdo de enzimas. Os protocolos mais eficientes em
manter a qualidade dos parametros seminais apds o descongelamento utilizam-se
de temperaturas que variam entre 30 e 60°C (CARNEIRO, 2007; MARIA,
2005).
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O procedimento consiste na retirada da palheta com sémen congelado do
botijdo de nitrogénio e a imediata imersdo desta em banho-maria, agitando-a
lentamente em &gua aquecida para permitir que o descongelamento seja
uniforme (CRUZ, 2001).

2.5 Capacidade de fertilizagdo do sémen de peixes

A técnica de fertilizacdo artificial de gametas € o método que apresenta
os melhores resultados, do ponto de vista préatico, quanto a qualidade seminal.
Ela permite que os gametas sejam melhores aproveitados, aumentando-se o
nimero de ovos e embriBes viaveis. Além disso, possibilita que o sémen de um
mesmo animal seja utilizado para fertilizar ovocitos de diferentes fémeas
(BILLARD, 1990), sendo implantada em larga escala, principalmente por
programas comerciais e de repovoamento de rios.

A quantidade de gametas masculinos produzida pelos peixes varia com a
espécie. Porém, de maneira geral, essa producao chega a ser dez vezes maior que
a de mamiferos (BILLARD, 1990), o que pode ser devido ao elevado nimero de
espermatozoides necessarios para fertilizar um ovécito, haja vista que a distancia
capaz de ser percorrida por eles € menor que todo o diametro do gameta
feminino (BILLARD; COSSON, 1992).

A fertilizagdo na maioria dos teledsteos é externa. Como consequéncia,
quando ocorre reproducéo artificial, os ovocitos sdo colocados diretamente em
contato com os espermatozoides e homogeneizados com um ativador. Para que
haja sucesso na fertilizagdo, dois fatores se tornam essenciais e limitantes: a
duracdo da motilidade e o tempo que a micrdpila permanece aberta. Quando
uma baixa propor¢do de espermatozoides é utilizada para fertilizar o ovdcito
indica que a capacidade de fertilizacdo da espécie é elevada (RURANGWA et

al., 1998), mas deve ser salientado que quando a fertilizacdo envolve sémen
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criopreservado a proporcao é normalmente aumentada, quando em comparagao
ao sémen in natura, devido a diminuicdo dos padrfes de qualidade do sémen
descongelado.

O processo de congelamento, como anteriormente citado, induz muitos
danos aos espermatozoides e, mesmo que esses apresentem motilidade
evidenciada, podem apresentar alguma alteracdo morfoldgica que os impeca de
penetrar o ovécito ou de seguir com o desenvolvimento embrionario. A partir do
processo de fertilizagdo artificial ap6s o descongelamento do sémen é possivel
verificar a viabilidade da solucdo crioprotetora e do protocolo de
criopreservacgdo utilizado. Entretanto, durante esse procedimento, outros fatores
podem influenciar nos resultados, como, por exemplo, a quantidade inadequada
de solugéo ativadora adicionada para homogeneizacdo do espermatozoide com o
ovocito; se em grande quantidade, dilui excessivamente o sémen e dificulta o
encontro da microépila pelos espermatozoides; se em pequeno volume, permite
que 0 muco ovariano ou 0 contato entre os ovdcitos obstrua a micropila e
consequentemente a entrada do espermatozoide (CIERESZKO; DABROWSKI,
1994; SHIMODA et al., 2007; WOYNAROVICH; HORVATH, 1983).

Considera-se, portanto, que a taxa de fertilizacdo funciona como um
6timo parametro de avaliacdo da qualidade seminal e é requisito imprescindivel
para tornarem validas as técnicas empregadas em estudos de reproducdo de
peixes. Quanto maior 0 numero de ovos e embrides vidveis ap6s o
descongelamento do sémen, maior a eficicia das soluges crioprotetoras
utilizadas e do método de congelamento empregado. No entanto, fica a incerteza
se a avaliagdo desse parametro pode ser feita de forma isolada, dado que pode
ser influenciada por uma série de condigdes, como qualidade da fémea e
temperaturas da &gua de incubacéo e oxigenacdo (CIERESZKO; DABROWSKI,
1994; RANA; McCANDREW, 1989; VIVEIROS; GODINHO, 2009).



35

3 CONSIDERAGOES GERAIS

As solucBes acrescidas ao sémen de peixes antes do processo de
criopreservacdo influenciam amplamente na taxa de ativacdo espermaética pos-
descongelamento. Quando o protocolo adotado ndo é adequado para a espécie,
leva a redugdo nos pardmetros de motilidade e a altera¢cbes morfoldgicas nos
espermatozoides desta, tornando-os incapazes de fertilizar o ovdcito.

Estudos sobre o efeito de diferentes antioxidantes combinados as
solucOes crioprotetoras permitirdo aperfeicoar os protocolos de criopreservagéo
existentes. O sucesso dessa combinagdo trard beneficios econémicos, mas,
principalmente, ecoldgicos, visto que sera eficiente na conservagdo de material

genético de espécies ameagadas de extingdo por tempo prolongado.
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CAPITULO 2 Efeito da melatonina no sémen criopreservado de curimba
(Prochilodus lineatus)

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da adi¢do de diferentes doses de melatonina nos
pardmetros de motilidade, morfologia e capacidade de fertilizagdo do sémen
criopreservado de Prochilodus lineatus. Para isso, apds o tratamento hormonal
dos machos com extrato de hipéfise de carpa e coleta seminal, foram realizados
quatro pools de sémen, homogeneizados a cada dois animais e diluido em
solugdes contendo: Controle Positivo (C+): BTS (5%) + DMSO (8%), e o0s
tratamentos T1, T2 e T3: BTS (5%) + DMSO (8%) acrescidos de concentra¢fes
de 1, 2 e 3mM de melatonina, respectivamente. O sémen diluido foi envasado
em palhetas de 0,5 ml, estas foram congeladas em botijdo de vapor de nitrogénio
(dry shipper) e armazenadas em botijao de nitrogénio liquido. As palhetas foram
descongeladas em banho-maria a 40°C por 12 segundos cinco meses ap6s o
congelamento para analises de motilidade e morfologia espermaéticas, e um ano
apos o congelamento para avaliacdo da taxa fertilizacdo. Os parametros de taxa
de motilidade total e progressiva, velocidade curvilinea (VCL), velocidade linear
progressiva (VSL) e velocidade média de percurso (VAP) do sémen apés o
descongelamento foram determinados utilizando o sistema computadorizado de
analise de sémen (CASA). Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0.05). Ndo foram
observadas diferencas significativas entre as taxa de motilidade progressiva e as
velocidades (VCL, VSL e VAP) do sémen criopreservado nos diferentes
tratamentos. A taxa de motilidade total apresentou-se maior (P<0,05) nos grupos
contendo 1 e 2mM de melatonina quando comparados ao T3, porém ndo
diferiram-se do C+. No que diz respeito a morfologia, a porcentagem de
anomalias espermaticas aumentou com o processo de criopreservagdo (P<0,05).
Entretanto, todos os tratamentos apresentaram valores similares de anomalias
totais pds-descongelamento e ndo diferiram entre si quanto a capacidade de
fertilizagdo (P>0,05). Conclui-se, portanto, que a adi¢cdo de melatonina a solucéo
crioprotetora de sémen de curimba ndo foi capaz de promover maior viabilidade
ao sémen criopreservado.

Palavras-chave: Congelamento. Qualidade Seminal. Antioxidante. CASA.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of different doses of
melatonin on the parameters of motility, morphology and fertilization capacity
of the cryopreserved semen of Prochilodus lineatus. After males’ hormonal
treatment with carp pituitary extract and seminal collection, four groups were set
with the homogenized semen of two animals and diluted in solutions containing:
Positive Control (C+): BTS (5%) + DMSO (8%), and the treatments T1, T2 and
T3: BTS (5%) + DMSO (8%) plus concentrations of 1, 2 and 3mM of
melatonin, respectively. The diluted semen was placed in straws of 0.5 ml,
frozen in a cylinder of vapor nitrogen (dry shipper) and stored in a nitrogen
cylinder. The straws were thawed in a water bath at 40°C for 12 seconds five
months after freezing for analysis of sperm motility and morphology, and one
year after freezing for evaluation of fertilization rate. The parameters of total and
progressive motility rate, curvilinear velocity (VCL), linear velocity (VSL) and
mean velocity (VAP) of the semen after thawing were determined using the
computerized semen analysis system (SCA). The data were submitted to
analysis of variance, and the means were compared by the Tukey test (P <0.05).
There were no differences (P >0.05) between the progressive motility rates and
the velocities (VCL, VSL and VAP) of the cryopreserved semen in the different
treatments. The total motility rate was higher (P <0.05) in the groups containing
1 and 2mM of melatonin when compared to T3, but they did not differ from C+.
For morphology analysis, the percentage of sperm abnormalities increased with
the cryopreservation process (P <0.05). However, all treatments had similar
values after thawing of total anomalies and did not differ in fertilization capacity
(P> 0.05). In conclusion, with these results it is possible to infer that the addition
of melatonin to the cryoprotetant solution of curimba semen was not able to
promote greater viability to the cryopreserved semen.

Keywords: Freezing. Seminal quality. Antioxidant. SCA.
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1 INTRODUCAO

Prochilodus lineatus (VALENCIENNES, 1836), vulgarmente conhecida
como curimba, é uma espécie de teledsteo migrador de &gua doce, nativa da
América do Sul. Sua carne é bastante apreciada, sobretudo na regido nordeste do
Brasil, e suas larvas servem como forrageiras para espécies de peixes carnivoras
de grande valor comercial e/ou ameacadas de extin¢do (VIVEIROS et al., 2009).

Entretanto, embora a espécie apresente grande importancia ecolégica e
econbmica, sua sobrevivéncia tem sido comprometida pela atividade agricola
inapropriada, introducédo de espécies exoticas, sobrepesca e, principalmente, pela
perda de habitat devido a construcdo de barragens de reservatérios que resultam
em modificacfes na qualidade da &gua, interrupgdo das rotas migratorias e do
acesso aos locais de desova (AGOSTINHO; GOMES; PELICICE, 2007,
BARLETTA et al., 2010). Sendo assim, busca-se aprimorar as técnicas que
contribuam para uma maior produtividade e conservacdo da biodiversidade de
curimba.

A criopreservacdo de sémen é uma técnica amplamente utilizada em
pisciculturas comerciais e conservacionistas, e consiste de procedimentos que
permitem o armazenamento de sémen em nitrogénio liquido por tempo
indeterminado. A baixa temperatura mantem a estrutura e funcionalidade dos
espermatozoides viaveis e reversivelmente inativas metabolicamente (PEGG,
2007). Contudo, o sucesso dessa manutencdo dependera das solugdes diluidoras
e crioprotetoras acrescidas ao sémen antes do procedimento de congelamento,
visto que a célula espermética fica exposta a condi¢bes externas ndo adequadas
fisiologicamente que desencadeiam eventos como estresse osmotico, alteragdes
bioguimicas do plasma seminal, desidratacdo e cristalizagdo celular e danos
oxidativos (KOPEIKA; KOPEIKA, 2008).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ar.23505/full#ar23505-bib-0032
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10641-017-0574-5#CR13
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A diluicdo nas diferentes solu¢es diminui a concentracdo de proteinas
(SUQUET et al., 2000) e outros compostos antioxidantes presentes no plasma
seminal (CABRITA et al., 2011) que, em concentracBes adequadas, exercem
importante funcdo na maturacdo, capacitacdo e manutencdo da viabilidade dos
espermatozoides durante o processo de congelamento e descongelamento
(SAPANIDOU et al., 2015). Como consequéncia, parametros importantes para a
atividade do espermatozoide, como motilidade e morfologia, sdo afetados
negativamente.

Grande variedade de antioxidantes tem sido utilizada buscando-se
diminuir os danos gerados pelo estresse oxidativo, aumentar a qualidade do
esperma e sua capacidade de fertilizar o ovocito (JANG et al., 2010; ROCA et
al., 2004; SAPANIDOU et al., 2015). Dentre eles, a melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) tem proporcionado resultados satisfatorios, dada sua
eficiéncia na eliminagédo direta de reagentes a base de oxigénio e nitrogénio
(TAN et al., 2007) e na estimulacdo da atividade de enzimas antioxidantes,
como SOD (superdxido dismutase), GPX (glutationa peroxidase) e CAT
(catalase) (ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013; PANG et al., 2016).

Embora a melatonina tenha sido descrita como um antioxidante
altamente eficiente na manutencdo da qualidade seminal de mamiferos
(ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013; GHAZALEH et al., 2015; PANG et
al., 2016), estudos com sémen de peixes ainda ndo foram desenvolvidos. Visto
isso, objetivou-se com este trabalho examinar o papel da melatonina na

manutencdo dos parametros de viabilidade do sémen criopreservado de curimba.


https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/sperm-dilution-ratio-affects-postthaw-motility-rate-and-velocity-of-prochilodus-lineatus-characiformes-sperm/3BD34AA8DC10FAB3A896D2F958AD7F3B/core-reader#ref013
https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/sperm-dilution-ratio-affects-postthaw-motility-rate-and-velocity-of-prochilodus-lineatus-characiformes-sperm/3BD34AA8DC10FAB3A896D2F958AD7F3B/core-reader#ref002
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Locais de realizacdo do experimento e manutencdo dos reprodutores

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da UFLA (CEUA Protocolo N° 039/13). A coleta e 0
processo de criopreservacdo do sémen foram conduzidos no Laboratério da
Usina Hidrelétrica de Volta Grande, localizada no municipio de Conceicéo de
Alagoas - MG, durante os meses de novembro e dezembro de 2015. O
descongelamento para analises da qualidade seminal foi realizado no Biotério
Central, no Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Lavras, em Lavras — MG, nos meses de maio e junho de 2016. Por fim, a etapa
de fertilizagdo utilizando o sémen congelado foi realizada na Piscicultura da
Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG) na cidade de Itutinga — MG,
no més de dezembro de 2016.

As curimbas foram mantidas em tanques escavados ao longo do ano e
alimentadas duas vezes ao dia com ragdo extrusada (32% proteina bruta). Na
época da piracema foram retiradas dos viveiros com o auxilio de redes de arrasto
e levadas a tanques de alvenaria dos laboratorios para realizacdo dos

procedimentos de inducdo da reproducéo e coleta dos gametas.

2.2 Inducéo hormonal, coleta e avaliagdo do sémen in natura

A selecdo dos animais a serem extrusados foi feita através da observacéo
de caracteristicas reprodutivas especificas, como papila urogenital hiperémica
nas fémeas e liberacdo de sémen, de coloragdo branca e clara e aparéncia densa,
apos leve massagem abdominal, nos machos. Os peixes selecionados foram

marcados e pesados para o célculo das doses hormonais a serem aplicadas.
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Foram aplicadas duas doses, seguindo o protocolo de 0,5 e 5 mg de extrato bruto
de hipofise de carpa (EBHC) por kg de peso corporal, préximas a nadadeira
dorsal dos peixes. O intervalo entre a aplicacdo da primeira e segunda dose foi
de 12 horas.

A coleta do sémen foi realizada cerca de 8 horas apds a segunda dose.
Para a realizagdo dessa coleta, as curimbas foram retiradas da agua, envoltas em
uma toalha e apoiadas em superficie plana. As papilas urogenitais foram secas e
limpas com papel toalha para evitar contaminagdo e ativacdo prévia do sémen
por fezes, 4gua, sangue ou urina e uma leve massagem na parede celomatica, no
sentido cranio caudal dos animais, foi aplicada.

Apos a coleta, uma aliquota de 10ul do sémen in natura foi depositada
em lamina histoldgica de vidro e observada em microscopio dptico de luz, sob
aumento de 40 dioptrias para verificacdo de uma possivel ativagdo prévia do
sémen. Quando constatada auséncia de movimentacdo dos espermatozoides, o
sémen era homogeneizado com 40ul de agua destilada para avaliagdo da
porcentagem de espermatozoides moveis e o tempo de duragdo da motilidade, de
forma subjetiva.

Para o congelamento, somente 0o sémen de machos que apresentaram
taxa de motilidade subjetiva superior a 95% pdés-ativacdo foi utilizado. Foram
formados quatro pools, homogeneizados a cada dois animais, € uma amostra de
10pl de cada pool foi retirada e diluida em 990ul de formol citrato (2,9 g de
citrato de sodio, 4 ml de solucéo comercial de formaldeido 35% e agua destilada
g.s.p. 100 ml) para determinagdo da concentracdo e morfologia esperméticas do

sémen in natura.

2.3 Solugdes Crioprotetoras

Para o procedimento de criopreservacgao foram testadas as soluges:
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e Controle positivo (C+): 5% BTS® + 8% dimetilsulfoxido (DMSO)
(FELIZARDO et al., 2010): 2049 mOsm/kg;

e Tratamento 1 (T1): 5% BTS® + 8% DMSO + 1mM de melatonina: 2027
mOsm/kg;

e Tratamento 2 (T2): 5% BTS® + 8% DMSO + 2mM de melatonina: 2002
mOsm/kg;

e Tratamento 3 (T3): 5% BTS® + 8% DMSO + 3mM de melatonina: 2015
mOsm/Kkg.

2.4 Congelamento, descongelamento e analise do sémen criopreservado

Apb6s a diluicdo do sémen nas solucBes criprotetoras contendo
melatonina na proporcdo de 1:4 (sémen:solucdo), a solucdo resultante foi
envasada em palhetas de 0,5ml e estas vedadas com massa cirurgica estéril. As
palhetas foram entéo acondicionadas em raques de polietileno e transferidas para
um botijdo de vapor de nitrogénio liquido (Taylor-Wharton, modelo CP 300,
tipo dryshipper) para resfriamento e congelamento. O resfriamento no botijéo
em questdo consistiu do decréscimo de 35,6 graus por minuto até a temperatura
de -170° C. Apds 24 horas, as raques foram transferidas para um botijado de
armazenamento a -196° C (Cryometal, modelo DS-18), permanecendo
submersas em nitrogénio liquido até a data do descongelamento.

O processo de descongelamento consistiu na imerséo e leve agitacdo das
palhetas em banho-maria a temperatura de 40°C durante 12s (PAULINO, 2009).
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2.4.1 Concentracdo espermatica

A concentracdo espermatica foi determinada utilizando-se camara de
Neubauer. Para isso, 10ul de sémen de cada pool foram diluidos em 990ul de
solugdo de formol citrato Em seguida, foram tomados 10l da amostra diluida e
procedida nova dilui¢do em 990 pl de solucdo de formol-citrato, resultando em
uma diluicdo final de 1:10* (sémen:formol citrato).

A concentracéo final foi estimada pela formula: CE = N x FC, em que
CE representa a concentragdo espermatica (espermatozoides por mm3) e N o
numero de células contadas na cdmara de Neubauer. O fator de correcéo, FC, é
dado por FC = (q x fd) / d, em que: q = 5 e representa a razdo entre o nimero
total de quadriculos da camara de Neubauer (25) e o nimero de quadriculos
contados (5); fd é o fator de diluicio da aliquota de sémen (= 10%; d é a

profundidade entre a laminula e a cAmara de Neubauer (= 0,1 mm).

2.4.2 Motilidade espermatica pés-descongelamento

As analises de motilidade pos-descongelamento do sémen foram
realizadas utilizando-se o software CASA (Sperm Class analyzer® - SCA, 2005,
Microptics, S.L., versdo 3.2.0). Em um eppendorff contendo 300pl de ativador -
NaHCO; a 0,7% (PAULINO, 2009) foi adicionada uma aliquota de 10ul de
sémen e homogeneizado. Dessa solugdo, 2ul foram retirados, colocados em
camara hematimétrica (camara de Mackler) e imediatamente observados em
microscopio dptico de contraste de fase (Nikon Eclipse E200®, Téquio, Japao),
focalizado na objetiva de 200x, com filtro amarelo na posicdo pH1. Esse
microscopio encontrava-se acoplado a uma camera de video (Blaster Vision

Technologies® A602FC, Ahrensburg, Alemanha) que gerava 25 imagens por
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segundo, por meio das quais os parametros de motilidade foram calculados pelo
SCA®,

Os parametros calculados pelo software foram: motilidade espermatica
(%), velocidade média da trajetoria (VAP, ws), velocidade curvilinea (VCL,
W/s) e velocidade linear (VSL, Ws). O tempo de motilidade foi medido com
crondémetro e considerado desde a homogeneiza¢do do sémen com a solugdo
ativadora até 0 momento em que 0 SCA® acusasse 80% de espermatozoides

estaticos.

2.4.3 Morfologia espermatica

Uma aliquota de 10ul de s€émen descongelado foi diluida em 990ul de
solugdo formol citrato. A seguir, uma fragdo de Sul da amostra fixada foi
depositada em lamina histolégica, corada com rosa bengala e levada ao
microscopio Optico na objetiva de 100X (STREIT-JR. et al., 2004). O exame
consistiu da observagdo das alteragdes morfoldgicas de 200 espermatozoides
focalizados em diversos campos ao longo da lamina. Foram consideradas como
anomalias: cabega degenerada, isolada normal, macro e microcefalias; gotas
citoplasmaticas proximal e distal; peca intermediaria degenerada (PID); cauda:
curta, dobrada, enrolada e quebrada (MARIA et al., 2012).

2.5 Fertilizagdo pds-descongelamento

Uma palheta de cada tratamento foi descongelada um ano ap6s o
congelamento seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente: As
palhetas foram imersas e levemente agitadas em banho-maria a temperatura de
40°C durante 12s. 400ul de sémen de cada palheta foram utilizados para

fertilizar 0,4g de ovdcitos (aproximadamente 520 ovdécitos) da fémea (Adaptado
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de MILIORINI, 2006). A fertilizacdo foi iniciada adicionando-se 10 ml de
NaHCO; a 0,7% ao sémen, juntamente com o ovécito. Os gametas foram entéo
levemente agitados durante dois minutos, gradualmente aclimatados a
temperatura da agua de incubacdo e posteriormente transferidos para
incubadoras experimentais. A temperatura da agua de incubacdo foi mantida
entre 24 e 26°C e a taxa de fertilizacdo foi verificada 8 horas apds a
inicializacdo. Para estimar a eficiéncia da fertilizagdo, duas amostragens
individuais de cada incubadora foram realizadas e delas contados cerca de 100
ovos em estereoscopio binocular. A taxa de fertilizagdo média foi dada pela
formula: Taxa de fertilizagdo (TF) = [E / (E + i)] x 100, em que E: nimero de

embrides vidveis; i: nUmero de ovos inviaveis.

2.6 Analise Estatistica

As analises foram realizadas por meio do software estatistico R versao
3.2.2. Os dados foram submetidos a teste de normalidade Shapiro-Wilk e,
qguando apresentaram distribuicdo normal, foram analisados por ANOVA (One-
Way ANOVA). Em caso de significancia entre os tratamentos (p<0,05), as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Quando os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, foram transformados por transformacdo do

tipo BoxCox.
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3 RESULTADOS

O sémen in natura apresentou concentracdo média de 32+13,8x10°
espermatozoides/ml, taxa de motilidade subjetiva de 99,25+2,45% e duracdo de
47,60+14,10 segundos.

Os valores médios dos parametros de motilidade obtidos pelo programa
CASA (TABELA 1), a taxa de fertilizacdo (TABELA 1) e a porcentagem de
anomalias morfoldgicas (TABELA 2) do sémen criopreservado em solugdes

contendo diferentes dosagens de melatonina sdo mostrados a seguir.

Tabela 1 — Parametros de motilidade (CASA) e taxa de fertilizacdo do sémen de
curimba ap0s o descongelamento.

Mot. Mot. Taxa de
Trat. Total (%)  Progressiva (%)  Duracdo (s)  Fertilizacdo (%)
C+ 67,3+9,4? 15,249,9 269,8+194,8 20,3+£14,6
T1 63,1+18,8? 14,6+6,8 115,3+27,7 39,0+12,9
T2 60,4+21,1% 14,1495 199,5+180,5 34,9+13,0
T3 30,0+7,6" 5,0+5,3 54,6+20,4 38,8+8,7

2P| etras diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
(P<0,05). Legenda: Trat.: Tratamentos; C+: controle positivo sem melatonina; T1:
tratamento com 1 mM de melatonina; T2: tratamento com 2mM de melatonina;
T3:tratamento com 3mM de melatonina; Mot: Motilidade.

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para
0s tipos de velocidades avaliados pelo CASA (VCL, VSL e VAP). Os
tratamentos C+, T1 e T2 apresentaram melhores resultados para motilidade
espermatica total quando comparados ao T3 (TABELA 1). Entretanto, para 0s
pardmetros de motilidade progressiva, duracdo da motilidade e taxa de

fertilizagdo pos-descongelamento ndo foram observadas diferengas entre eles

(TABELA 1).
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Tabela 2 - Porcentagem de anomalias observadas no sémen descongelado de

curimba.
Peca
Tratamento Cabeca Intermedidria Cauda Totais
In Natura 1,5+0,6° 0,0£0,0 24,3172 25,8+1,3?
C+ 3,542,482 0,8+1,0 41,0+3,6" 45,3439
T1 4,3+130 0,3+0,5 39,5+2,1° 44,0+2,2°
T2 6,3+1,7" 0,0£0,0 38,8+4,0° 45,045,4°
T3 5,3+1,5° 0,0+0,0 41,0+1,7° 46,3+3,1°

2| etras diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
(P<0,05). Legenda: C+: controle positivo sem melatonina; T1: tratamento com 1 mM de
melatonina; T2: tratamento com 2mM de melatonina; T3:tratamento com 3mM de
melatonina

O processo de criopreservagdo aumentou significativamente o nimero
total de espermatozoides anémalos (TABELA 2).

Dentre as anomalias de cabeca, T2 e T3 foram 0s que apresentaram 0s
maiores valores (TABELA 2), sendo que “cabeca isolada” foi a mais encontrada
para todos os tratamentos.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos e o
sémen in natura quando comparadas as anomalias de peca intermediaria
(TABELA 2).

Com relagdo as anomalias de cauda dos espermatozoides, embora o
processo de criopreservacdo tenha elevado significativamente seu ndmero
(P<0,05), ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos criopreservados
(P>0,05) (TABELA 2). E, dentre as anomalias de cauda, “cauda dobrada” foi

encontrada com maior frequéncia.
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4 DISCUSSAO

A qualidade seminal in natura afeta diretamente o resultado da
criopreservacdo e da fertilizacdo, tornando-se imprescindivel a sua avaliacdo
antes da realizacdo do procedimento de congelamento (KOPEIKA; KOPEIKA,
2008). Os valores encontrados no estudo atual para o sémen fresco de curimba
corroboram com 0s encontrados anteriormente para a mesma espécie, 0 que
indica que o sémen utilizado apresentava-se com boa qualidade e apto para ser
congelado (VIVEIROS; LEAL, 2016; VIVEIROS; TAFFAREL; LEAL, 2014).

A taxa de motilidade total observada para o tratamento C+ (controle
positivo) apds o descongelamento nesse estudo (65%) foi mais elevada que a
encontrada por Felizardo et al. (2010) (56%), sendo que utilizaram a mesma
espécie (Prochilodus lineatus) e concentragdo de DMSO (8%) do presente
estudo para o congelamento. Essa diferenca entre os resultados pode ser devido
a qualidade do sémen in natura utilizado, tendo em vista que Felizardo et al.
(2010) utilizaram sémen in natura com até 85% de motilidade, enquanto que
neste trabalho foi utilizado sémen com no minimo 95% de motilidade,
ressaltando que a qualidade do sémen in natura pode afetar os resultados obtidos
ap0s 0 processo de criopreservacao.

Estudos tém demonstrado que a utilizacdo de DMSO como crioprotetor
promove dano oxidativo significativo apdés o processo de congelamento,
afetando os pardmetros bioquimicos do sémen mais seriamente que outros
crioprotetores (LI et al., 2010; 2013). Visando reduzir o estresse gerado por esse
composto, uma série de antioxidantes naturais e sintéticos foi identificada e tem
apresentado niveis varidveis de eficiéncia a depender da espécie, concentragdo
ou de sua combinacdo a outros compostos (LAHNSTEINER et al., 2011,
OSIPOVA et al., 2014). Sendo assim, justifica-se a escolha do DMSO como

crioprotetor para congelamento neste trabalho.
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Nos ultimos anos surgiram varias evidéncias da eficiéncia da melatonina
como protetora do espermatozoide em diferentes tipos de lesdes através da sua
capacidade de neutralizar um grande namero de radicais livres altamente toxicos
(HARDELAND; TAN; REITER, 2009; TAN et al., 2007) e influenciar a
expressao génica de diferentes enzimas antioxidantes, elevando o nivel de RNA
mensageiro e proteinas destas (GHAZALEH et al., 2015; REITER et al. 2000).

A adicdo de 1 e 2 mM de melatonina ao meio crioprotetor ndo diferiu-se
estatisticamente nos parametros de motilidade do sémen quando em comparagao
ao grupo controle positivo. Resultado semelhante foi observado para sémen de
cdo, em que a presenca de 1mM de melatonina no meio ndo desempenhou
qualquer efeito na manutencdo da motilidade espermatica pds-descongelamento
(VARESI et al., 2014). Vale ressaltar que nosso trabalho é pioneiro na avaliacdo
dos efeitos da adicdo de melatonina ao meio crioprotetor de sémen de peixes.

O resultado encontrado para sémen de peixes difere do encontrado para
sémen de touros da raca Holstein (ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013) e
humanos (ORTIZ et al., 2011), em que a adicdo de melatonina a0 meio de
criopreservagdo promoveu um aumento na taxa de motilidade dos
espermatozoides. Autores sugerem que esse aumento, como consequéncia da
exposicdo a melatonina, é resultado da producdo de ATP estimulada ao nivel
mitocondrial, sendo ela capaz de estabilizar esta membrana interna e melhorar
assim a atividade da cadeia de transporte de elétrons (GARCIA et al., 1999;
ORTIZ et al., 2011).

De modo contrério, Tanyildizi et al. (2006) avaliaram a influéncia de
quatro doses de melatonina (0,5, 1, 2 e 4mM) sobre a motilidade dos
espermatozoides de touros da raca Holstein durante 60 minutos de incubacédo e
concluiram que houve efeito negativo apds essa adicdo. A melatonina endégena

teria inibido o influxo de célcio, diminuindo sua concentracdo intracelular e


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2016000700657&lng=pt&nrm=iso&tlng=en#B16
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2016000700657&lng=pt&nrm=iso&tlng=en#B37
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consequentemente a motilidade do esperma (SLANAR; PELISEK; VANECEK,
2000).

Alteracdes morfolégicas na membrana plasmatica durante a
criopreservacdo levam a peroxidacdo da bicamada lipidica por conta da elevada
producdo de ERO’s durante o processo de congelamento-descongelamento
(SARIOZKAN et al. 2010). Essas alteracdes comprometem a progressividade
dos espermatozoides, promovendo movimentos circulares e oscilatérios que
diminuem a taxa de fertilizacdo (KAVAMOTO et al., 1999). Os resultados do
atual estudo demonstram que a adi¢do de diferentes doses de melatonina na
solucdo crioprotetora ndo desempenhou efeitos significativos sobre o total de
alteracbes morfoldgicas no sémen descongelado quando em comparagdo ao
grupo controle positivo. O mesmo resultado foi observado para o sémen de cdo,
em que o numero total de alteracdes morfoldgicas do sémen criopreservado com
1mM de melatonina ndo diferiu-se do grupo controle (VARESI et al., 2014). No
entanto, difere do encontrado por Ashrafi, Kohram e Ardabili (2013), em que a
suplementagdo do meio com melatonina causou diminui¢do significativa
(P<0,05) nas taxas de anormalidade total em comparagdo com o grupo controle e
atingiu a menor porcentagem de espermatozoides anormais com 1 e 2mM de
melatonina.

Todos os tratamentos deste trabalho apresentaram taxas de anomalias
espermaticas menores que 50%. Miliorini et al. (2011) afirmam que sémen com
até 50% de anormalidade é considerado apto para ser utilizado no processo de
fertilizagdo, tendo em vista que um maior volume de sémen devera ser
empregado nessas condi¢fes, em comparacdo a fertilizagdo com sémen in
natura. “Cauda dobrada” foi a alteragdo morfologica de cauda mais frequente
nos tratamentos, assim como também o foi para o sémen in natura. Maiores

numeros de “cabeca isolada” foram observados para os tratamentos T2 e T3,


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2016000700657&lng=pt&nrm=iso&tlng=en#B40
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porém este tipo de anomalia é considerado como anomalia secundéria, advinda
n&o do reprodutor, mas do manejo incorreto do sémen (MILIORINI et al., 2011).

Embora a taxa e duracdo da motilidade sejam parametros essenciais para
verificacdo da qualidade do sémen apds o descongelamento, a porcentagem de
fertilizacdo é quem ira confirmar a efetividade dos tratamentos, e, neste
experimento, foi possivel observar que a adigdo de melatonina, independente da
dose utilizada, aumentou em aproximadamente 100% a porcentagem de
fertilizagdo em relacdo ao grupo C+, apesar de ndo terem diferido
estatisticamente. Do ponto de vista biolédgico, este componente pode ter atuado
melhorando a eficiéncia da fertilizagdo do sémen pos-congelamento. De acordo
com Vaz, Torquato e Barbosa (2000), taxas de fertilizacdo acima de 30% s&o
consideradas boas, tendo em vista que na natureza este valor é cerca de 1%.

O tratamento contendo 3mM de melatonina apresentou resultados
inferiores aos demais na motilidade total (P<0,05), porém, ndo diferiu-se quanto
a sua duracgdo, ao total de espermatozoides em movimento progressivo, nimero
de anomalias morfolGgicas e, quanto a capacidade de fertilizacdo, indicando que,
possivelmente, o nimero de espermatozoides em movimento total era menor,
mas a movimentacao foi eficiente na busca pelo ovdcito.

Resultados semelhantes foram observados por Casao et al. (2010), ao
incubarem sémen de carneiros a 39°C e 5% de CO, Os autores relataram que,
embora ndo tenha alterado os parametros de viabilidade do sémen ap6s algumas
horas de incubacéo, a presenca de 100pm de melatonina induziu a capacitacdo
dos espermatozoides, o que resultou no aumento da fertilizacdo do odcito e das
taxas de clivagem. O efeito encontrado corrobora com o observado para
hamsters, em que a adicdo de melatonina aumentou a hiperativacdo dos
espermatozoides desses animais, com a dose de 1nM sendo a mais eficaz
(FUJINOKI, 2008).
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Tem sido demonstrado que a melatonina exerce efeitos protetores de
forma dose-dependente (ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013; CASAO et
al., 2010; FUJINOK, 2008; PERUMAL; VUPRU; KHATE, 2013; SUCCU et
al., 2011). Succu et al. (2011) ao adicionarem doses de 0.001, 0.01, 0.1, 1 e
10mM de melatonina ao meio crioprotetor de sémen de carneiros perceberam
que somente a dose de 1mM pareceu proporcionar a melhor protecdo aos
espermatozoides durante os processos de congelacdo e descongelacdo e o
aumento adicional na concentracdo de 10mM de melatonina néo foi seguido por
um aumento adicional nos efeitos benéficos da melatonina. Ashrafi, Kohram e
Ardabili (2013), por outro lado, ao testarem doses de 1, 2, 3 e 4mM de
melatonina ao sémen de touros, observaram que a dose de 4mM resultou na
diminuicdo da motilidade total. Esse efeito também foi observado no presente
estudo, visto que a solucdo contendo 3mM de melatonina apresentou valores
inferiores de motilidade total (P<0,05).

A quantidade excessiva de antioxidante pode tornar-se toxica, pois
provoca excesso de fluidez da membrana do espermatozoide e alteracdes do seu
estado fisiologico normal, além de reduzir ERO’s a niveis extremos e impedir
que ela exerca algumas funcgdes essenciais ao espermatozoide (PERUMAL,;
VUPRU; KHATE, 2013; ROCA et al.,, 2004; SHOAE; ZAMIRI, 2008).
Adicionalmente, sabe-se que elevados niveis de melatonina podem, ainda,
prejudicar o desenvolvimento ou a maturagdo dos espermatozoides, reduzindo o
seu potencial fecundante (ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013).

No presente estudo, a adi¢do de melatonina & solugdo crioprotetora de
sémen de curimba promoveu uma Vviabilidade esperméatica semelhante
estatisticamente ao controle positivo, quando considerados os parametros de
porcentagem e duracdo da motilidade, alteracfes morfoldgicas totais e taxa de

fertilizacéo.
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5 CONCLUSAO

Nas condigdes em que o experimento foi realizado, a adi¢do de
melatonina a solucdo crioprotetora de sémen de curimba ndo foi capaz de

promover maior viabilidade espermatica.
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