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RESUMO GERAL

Objetivou-se o aperfeicoamento do protocolo de congelamento de sémen para piracanjuba,
utilizando diferentes curvas de congelamento e solugdes contendo melatonina. Este estudo foi
dividido em duas etapas. A primeira consistiu na avaliacdo do sémen criopreservado em
solugdes contendo diferentes concentragdes de melatonina e em diferentes tempos de
permanéncia, em botijdo de vapor de nitrogénio. A segunda etapa avaliou o sémen diluido nas
mesmas concentracfes de melatonina das solu¢des da primeira etapa, no entanto, as mesmas
foram criocongeladas em duas curvas diferentes: uma utilizando-se dry shipper e outra
utilizando uma maquina de congelamento. As coletas de sémen foram realizadas nas Estacdes
de Piscicultura da Cemig, em Volta Grande e em ltutinga, nos periodos de piracema, em 2016-
2017 e 2017-2018. O sémen foi caracterizado por meio da observacdo de volume, aspecto,
coloragdo, vigor e concentragdo espermatica. Os parametros utilizados para a avaliagdo da
qualidade das células espermaticas foram a taxa e a duracdo da motilidade, a integridade de
membrana plasmatica, a morfologia, perfil oxidativo e as taxas de fertilizacdo e eclosdo. As
variaveis do perfil oxidativo foram avaliadas utilizando o programa Graph pad prism 6.0 e as
demais variaveis do experimento foram analisadas com o auxilio do programa estatistico R.
Para testar a normalidade foi realizado o teste de Shapiro-Wilks, em seguida efetuou-se a
andlise de variancia (one-way ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
guando constatado efeito significativo (p<0,05). Na primeira etapa, somente para a taxa de
fertilizacdo foi observada diferenca estatistica significativa (p<0,05) na interacdo entre as
solucdes e os tempos no dry shipper. A solucdo M2 apresentou os melhores resultados em
relacdo a solucdo controle, para os parametros de vitalidade, taxa de motilidade, tempos de
motilidade e motilidade progressiva (85,2+2,8%, 64,63+8,3%, 84,22+11,4 seg, 17,01£1,2%).
Na segunda etapa, observou-se diferenca (p<0,05) entre as solu¢Ges nos parametros de
vitalidade, morfologia, motilidade e taxa de fertilizacdo. As solucbes com melatonina
apresentaram os melhores valores. No estresse oxidativo, apenas a peroxidacdo lipidica e a
atividade de SOD apresentaram diferenca (p<0,05) na interacdo curva e solucdo, mostrando as
solugdes com melatonina com os menores valores. Conclui-se que a adigdo de melatonina na
concentracdo de 2 mM, associada ao crioprotetor metilglicol na solucdo de criocongelamento,
melhorou a qualidade espermatica, independentemente das curvas utilizadas.

Palavras-chave: Piracanjuba. Congelamento. Estresse oxidativo. Oxidagdo. Curvas.



GENERAL ABSTRACT

The objective was to improve the semen freezing protocol for piracanjuba, using different
freezing curves and melatonin-containing solutions. This study was divided into two stages.
The first, consisted of the evaluation of cryopreserved semen in solutions containing different
concentrations of melatonin and at different residence times in a nitrogen vapor canister. The
second evaluated the semen diluted at the same melatonin concentrations as the first stage
solutions, however, they were frozen in two different curves: one using a dry shipper and
another using a freezing machine. Semen collections were carried out at Cemig Fish Farming
Stations in Volta Grande and Itutinga during the piracema periods in 2016-2017 and 2017-
2018. Semen was characterized by observation of volume, appearance, coloration, vigor and
sperm concentration. The parameters used to evaluate sperm cell quality were motility rate and
duration, plasma membrane integrity, morphology, oxidative profile and fertilization and
hatching rates. The oxidative profile variables were evaluated using the Graph pad prism 6.0
program and the other variables of the experiment were analyzed with the aid of the R statistical
program. of variance (one-way ANOVA). Means were compared by Tukey test when
significant effect was found (p <0.05). In the first stage, only for the fertilization rate was
observed statistically significant difference (p <0,05) in the interaction between the solutions
and the times in the dry shipper. The M2 solution presented the best results in relation to the
control solution, for the parameters of vitality, motility rate, motility times and progressive
motility (85.2 £ 2.8%, 64.63 £ 8.3%, 84, 22 + 11.4 sec, 17.01 + 1.2%). In the second stage, a
difference (p <0.05) was observed between the solutions in the parameters of vitality,
morphology, motility and fertilization rates. Melatonin solutions presented the best values. In
oxidative stress, only lipid peroxidation and SOD activity showed differences (p <0.05) in the
curve and solution interaction, showing the solutions with the lowest values. It was concluded
that the addition of melatonin at a concentration of 2 mM, associated with the cryoprotectant
methylglycol in the freezing solution, improved the sperm quality, regardless of the curves used.

Keywords: Piracanjuba. Freezing. Oxidative stress. Oxidation. Curves.
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PRIMEIRA PARTE

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) € uma espécie de peixe de porte médio que realiza
migracdes troficas e reprodutivas, sendo também muito sensivel a alteragdes ambientais
(NINHAUS-SILVEIRA et al., 2007). Ela é nativa da bacia dos rios Uruguai e Parana, e estd,
atualmente, classificada como em perigo de extingéao, pelo Livro Vermelho da Fauna Brasileira
Ameacada de Extin¢do, devido a diversos fatores, como constru¢do de barragens, pesca
predatdria, fragmentacdo ambiental, desmatamento, poluicdo e introducdo de espécies exaticas
(BRASIL, 2008). Visando a preservacao desta espécie, a sua inclusdo em programas de
conservacao ex situ parece ser uma boa estratégia para a manutencdo de seu material genético
(POMPELLI; GUERRA, 2004).

A criopreservacdo de sémen € uma excelente ferramenta na aquicultura, para a
preservacao de material genético, que pode ser utilizada em programas de repovoamento ou de
melhoramento genético de espécies de interesse econdmico, além de permitir o armazenamento
desse material por longos periodos (NAVARRO et al., 2014; ZANIBONI-FILHO;
BALDISSEROTO, 2015). Trata-se de uma técnica capaz de congelar o sémen utilizando
nitrogénio liquido.

O desenvolvimento das técnicas de congelamento ja é bem estabelecido para a maioria
das espécies de producdo, entretanto, em peixes, estudos continuam sendo desenvolvidos,
visando buscar melhores protocolos para esta espécie. Os protocolos podem sofrer diversas
variacdes devido a alta diversidade de caracteristicas do sémen dos peixes. No entanto, esta
biotecnologia, apesar de ser muito promissora, apresenta alguns efeitos indesejaveis, como o0
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o que pode reduzir a qualidade
espermatica com consequente dano ao DNA apds o descongelamento, em virtude de danos
causados na célula (BALL, 2008; PEREZ-CEREZALES et al., 2010).

Uma forma de minimizar esses efeitos € a suplementacdo com substancias capazes de
aumentar o potencial antioxidante da solucdo de criocongelamento, proporcionando um meio
mais eficaz e adequado para a sobrevivéncia da célula espermaética durante o processo de
criocongelamento e mantendo a qualidade espermaética ap6s o descongelamento (LOPES;
SALMITO-VANDERLEY; ALMEIDA-MONTEIRO, 2016).
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Substéncias antioxidantes tém sido testadas em meios de criocongelamento, visando
alcancar essa melhor qualidade seminal (CABRITA et al., 2011; LAHNSTEINER,;
MANSOUR; KUNZ, 2011; LINHARES et al., 2017; MARTINEZ-PARAMO et al., 2013;
NAVARRO et al., 2014). A melatonina tem apresentado excelentes resultados no
criocongelamento de sémen de humanos, bovinos, bubalinos, carneiros e cavalos (GHAZALEH
etal., 2015; LI et al., 2012; PERUMAL; VUPRU; KHATE, 2013). No entanto, em piracanjuba,
até o momento, ndo foram encontrados trabalhos nos quais tivesse sido utilizada esta substancia.

Objetivou-se neste trabalho, o aperfeicoamento do protocolo de congelamento de
sémen para Piracanjuba, através da utilizacdo de diferentes curvas de congelamento, bem como

0 uso de solugdes de congelamento contendo melatonina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Piracanjuba

O Brycon orbignyanus, popularmente conhecido como piracanjuba, € um peixe da
ordem dos Characiformes e familia Bryconidae. E considerado um indicador de qualidade,
devido a sua sensibilidade as mudancas na dinamica das aguas (ESCHMEYER; FONG, 2017;
OLIVEIRA et al., 2017). Esta espécie encontra-se distribuida ao longo da bacia do rio da Prata,
e da dos rios Paraguai, Parana e Uruguai (LIMA, 2003), onde, por muitos anos, figurou entre
as espécies com maior importancia comercial em registros de pesca (CAROLSFELD et al.,
2003).

O seu corpo é alongado e fusiforme, com a boca terminal e ampla. A coloracdo de seu
corpo € prateada e o dorso castanho-escuro com uma mancha negra na base do peddnculo
caudal, que se estende até os raios caudais medianos. As nadadeiras sdo de cor avermelhada e
a nadadeira caudal apresenta uma faixa mediana escura (BRITO; BAZZOLI, 2003; VAZ,
TORQUATO; BARBOSA, 2000).

E uma espécie onivora que se alimenta de plantas, pequenos peixes e insetos, em
ambientes naturais. Tem afinidade com ambientes de &guas claras e sombreados,
principalmente em locais onde as arvores se deitam sobre o rio, o que facilita a obtencdo de
frutos que Ihe servem de alimento (VAZ;, TORQUATO; BARBOSA, 2000; ZANIBONI-
FILHO; SCHULZ, 2003).

Apresenta bom potencial zootécnico, do ponto de vista do cultivo, como rapido
crescimento e ganho de peso, demonstrado em criacBes experimentais, e carne de excelente
qualidade (FREATO, 2005). E uma espécie considerada de médio a grande porte, podendo
atingir 70 cm de comprimento. Apresenta comportamento arisco e agressivo, o que faz com que

seja muito apreciada pelos praticantes da pesca esportiva (LIMA, 2003).

Figura 1 - Piracanjuba (Brycon orbignyanus Valenciennes, 1850).

Fonte: Oliveira et al. (2017).
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Esta espécie se encontra classificada como em perigo de extincédo, pelo Livro Vermelho
da Fauna Brasileira Ameacada de Extingéo, devido a fatores diversos que tém ocasionado o0 seu
desaparecimento, como a destruicdo das matas ciliares, a construcdo de barragens, a pesca
predatdria, a fragmentacdo ambiental, o desmatamento, a poluicéo e a introducdo de espécies
exoticas (BRASIL, 2008; VAZ; TORQUATO; BARBOSA, 2000).

A construgdo de usinas hidrelétricas nos rios onde habita tem sido um dos principais
fatores prejudiciais a reproducéo da piracanjuba. Essa espécie nativa € um peixe reofilico (de
piracema) que realiza migracdo reprodutiva subindo o rio, entre setembro e outubro,
culminando com a desova, entre novembro e janeiro. Sendo assim, as barragens constituem
barreira intransponivel na sua rota migratoria, reduzindo ou eliminando sua eficiéncia
reprodutiva e o retorno dos alevinos (VIVEIROS et al, 2012; OLIVEIRA et al, 2017). Para
amenizar essa situacdo, a inclusdo dessa espécie em programas de conservacao ex situ, como o
Seu uso em programas para o repovoamento de reservatérios hidrelétricos, se torna uma boa
estratégia para a conservacao de seu material genético (POMPELLI; GUERRA, 2004; SILVA,
2007).

Além disso, essa € uma espécie de grande interesse pela producdo em cativeiro para
pisciculturas comerciais. No entanto, ela ndo se reproduz naturalmente em cativeiro
(MOREIRA et al., 2001; SILVA, 2007). Uma forma de aperfeicoar essa reproducao é pelo uso
de biotecnologias que permitam a manutencdo da variabilidade genética, além de disponibilizar
um material genético de qualidade para a sua producdo. A criopreservacdo de gametas é uma
estratégia capaz de atender a estes pré-requisitos, no entanto, os protocolos vém sendo
estudados visando ao aperfeicoamento das técnicas para melhor conservacdo da qualidade
desses gametas no pds-congelamento (LOPERA-BARRERO, 2007; OLIVEIRA et al., 2017).

Diante de tudo isso, essa espécie se torna um 6timo modelo experimental para pesquisas
na area reprodutiva e de preservacdo, sendo representada em diversos trabalhos que visam a
preservacdo do material genéticos desses animais (GONCALVES et al, 2013; LOPEZ et al,
2015; OLIVEIRA et al, 2017;).

2.2 Caracteristicas do sémen de peixes
E possivel observar grande variabilidade nas caracteristicas seminais dos peixes,

principalmente no que diz respeito a concentragdo, ao volume e & composi¢do do sémen. Isso

esta associado a interacbes complexas de fatores, como diversidade genética, envelhecimento
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dos espermatozoides no testiculo, sazonalidade e estratégias reprodutivas associadas as
adaptacOes necessarias para cada espécie (CARVALHO, 2012).

O sémen é composto por espermatozoides e um liquido, ou suspensdo celular,
semigelatinoso, denominado de plasma seminal (GARNER; HAFEZ, 2004). Este fluido
produzido pelos testiculos e ducto espermatico apresenta diferentes concentragGes de proteinas,
enzimas, lipideos, aclcares e acidos. Ele é responsével por fornecer protecdo e viabilidade a
célula espermética, regulando a osmolaridade, a manutencdo da imobilidade dos
espermatozoides no trato genital e, principalmente, a protecdo desses espermatozoides contra
danos oxidativos e proteoliticos (CIERESZKO; GLOGOWSKI; DABROWSKI, 2000; HE;
KEERAN-JENKINS; WOODS, 2004). Quando comparado com o de vertebrados superiores, 0
plasma seminal de peixes é caracterizado por baixa concentracdo de proteinas e outros
compostos organicos, sendo constituido, principalmente, por compostos minerais, como sodio,
potéssio, calcio e magnésio. Também é possivel encontrar glicose e frutose, bem como alguns
antioxidantes, como o &cido ascorbico e o acido Urico. Estes Gltimos sdo responsaveis por
proteger a membrana plasmaética e, consequentemente, o0 DNA de danos oxidativos
(METWALLY; FOUAD, 2009; SHALIUTINA-KOLESOVA et al., 2013).

Os espermatozoides sdo capazes de gerar radicais livres por processos fisiologicos
normais, através de reacdes de Oxido-reducdo. Concentracdes ideais de espécies reativas ao
oxgénio (ERO) (peroxido de hidrogénio (H20:), anion superdxido (O2’) e radicais hidroxilas
(OH)) e igualmente de espécies reativas ao nitrogénio (ERN) (6xido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOO-)) desempenham papéis criticos na hiperativacédo e na capacitacdo do espermatozoide,
além de promover interacdo entre a célula espermatica e possibilitar a fertilizacdo, devido a
manutencdo das estruturas motoras da célula esperméatica (BAKER; AITKEN, 2004;
LAMIRANDE et al., 1997).

Na tentativa de reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo e manter a viabilidade
celular, existem sistemas de defesa no sémen, compostos por antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos, como as vitaminas A/E (BIRBEN et al., 2012). Em estudos envolvendo a
caraterizacdo do sémen de truta-marrom (Salmo trutta), lota (Lota lota), perca (Perch flavitus)
e alburno (Alburnus alburnos) foi revelado certo padrdo na presenca de enzimas antioxidantes
nas espeécies citadas, apresentando o sistema formado por catalase (CAT), glutationa redutase,
peroxidase e superoxido desmutase (SOD), além de metabolitos antioxidantes, como acido
ascorbico, glutationa, metionina e acido uUrico (LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010;
LAHNSTEINER; MANSOUR; PLAETZER, 2010). No entanto, os mesmos ndo séo suficientes
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para evitar os danos oxidativo causados durante o congelamento do sémen, sendo necessario
pesquisas relacionadas a adigéo de antioxidantes nos meios de criocongelamento.

Em se tratando da morfologia espermatica, o espermatozoide de peixes teledsteos
divide-se, basicamente, em cabeca, peca intermediaria e cauda. Na cabeca se encontra o nlcleo
contendo o DNA paterno e é, na maioria das espécies, destituida de acrossoma. A auséncia de
acrossoma difere os peixes de vertebrados superiores, mas compensa-se pela presenga da
micrépila, um orificio no ovocito das fémeas que permite a penetracdo da célula espermatica
para realizar a fecundacdo (COSSON, 2010).

A peca intermediaria é pequena e composta de mitocondrias, cuja fungéo é gerar energia
para o batimento flagelar, e a cauda, ou flagelo, é responsavel pela movimentacdo do
espermatozoide (BORELLA et al., 2014; LAHNSTEINER; MANSOUR; PLAETZER, 2010).

Diante disso, é importante salientar que na hora de criopreservar o0 sémen dessa espécie,
deve-se preocupar com a escolha adequada dos crioprotetores, visando a manutencdo da
viabilidade da célula espermatica através da preservacao de suas estruturas morfoldgicas. Como
consequéncia, outro parametro importante é preservado, a motilidade.

A motilidade dos espermatozoides de peixes teledsteos difere da das demais espécies
animais, principalmente porque estas células permanecem imoveis nos testiculos e no trato
genital dos peixes. Isso ocorre devido a osmolaridade isotnica e a composicdo do plasma
seminal. Essa imobilidade termina quando a célula espermatica entra em contato com &gua
salobra ou doce (BALDISSEROTTO; GOMES, 2005; HE; KEERAN-JENKINS; WOODS,
2004; YANG; TIERSCH, 2009). O sémen in natura de Piracanjuba é em média 94 + 5,48%
(Murgas et al, 2004).

A ativacdo espermaética é iniciada, principalmente, pela alteracdo do ambiente externo.
Em peixes de &gua doce, como a solu¢do ativadora é hiposmética, ha entrada de agua nas células
espermaticas, o que desencadeia eventos envolvendo ions K+ , Na+ e Ca2+, e,
consequentemente, a producdo de energia pelas mitocondrias para o batimento flagelar e
movimentacdo do espermatozoide (CIERESZKO; GLOGOWSKI; DABROWSKI, 2000;
COSSON, 2010). Quando os espermatozoides entram em contato com um meio hiposm@tico,
ha uma diminuicdo na concentragdo de ions K* no plasma seminal, ocorrendo o efluxo desse
cation para o 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 indutor da ativagdo da
via de segundos mensageiros, que séo indispensaveis para a transducéo do sinal interno (ZILLI
etal., 2011).
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Fatores como pH ou a troca de ions realizada entre a solucdo diluidora e o
espermatozoide séo capazes de polarizar a membrana celular e, consequentemente, estimular a
motilidade (MORISAWA et al., 1999). Os eventos desencadeados ap0s a exposicao
espermatica ao estresse osmotico sdo os seguintes: o sémen transferido para a agua doce; a
osmolaridade externa diminui; ha influxo de agua devido a osmorregulagdo; a osmolaridade
interna diminui; a concentracdo idnica diminui; a enzima ATPase é ativada; o estoque de
trifosfato de adenosina (ATP) é reduzido; a concentracdo ibnica interna € muito baixa para a
atividade da ATPasee cessa a motilidade. Dessa forma, é possivel verificar que a sintese do
ATP se relaciona com a enzima ATPase, sendo esta Ultima dependente da osmolalidade do
meio intracelular. O ATP é a principal molécula energética e deriva, provavelmente, da glicolise
e da respiracdo mitocondrial, sendo hidrolisado intensamente durante a fase ativa da motilidade.
A utilizacdo da energia é muito maior que sua producado, resultando em curta duracdo da
motilidade e sua interrupgdo total quando de 50% a 80% dos ATPs sdo consumidos
(BURNESS; MOYES; MONTGOMERIE, 2005; INGERMANN, 2008).

O tempo de movimentacao das células espermaticas de peixes de dgua doce é curto,
durando, em média, de 1 a 2 minutos, porém, extremamente variavel entre as espécies. Para o
sémen de piracanjuba, Murgas et al. (2004) observaram tempos de motilidade que variaram
entre 36 a 113 segundos.

Outra importante caracteristica do sémen, utilizada como um dos parametros de
avaliacdo da qualidade seminal de peixes, € a concentracdo espermatica. Ela € importante
porque expressa a quantidade de células espermaticas por volume de sémen e pode ser
determinada por meio de métodos como a contagem utilizando cadmaras hematimétricas, como
a de Neubauer ou de Makler, ou, por espectofotometria ou, ainda, por espermatécrito
(CABRITA et al.,, 2010; CRUZ, 2001; FELIZARDO et al., 2010; GILLAN; EVANS;
MAXWELL, 2005).

O célculo da concentracdo é expresso em numero de células espermaticas por ml, pois
permite a complementacao pelo volume total de sémen. A concentracdo do sémen permite que
ele seja otimizado em processos de desova induzida de peixes frequentemente utilizados em
laboratorios de reproducdo, evitando-se a proporg¢do inadequada de espermatozoide e ovécito
(CARVALHO, 2012).

Um sémen com alta concentracdo nem sempre se relaciona com taxas de motilidade e
fertilizacdo elevadas, ou seja, o valor da concentracéo espermatica ndo é uma medida especifica

da capacidade fertilizante, visto que apresenta variagdes que podem ser resultantes de
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diferengas entre espécies, peso e idade do animal, frequéncia de coleta, método de inducéo e
época do ano (MURGAS et al., 2011; VIEIRA et al., 2011).

Ampla variacdo tem sido observada para os valores da concentracdo espermatica de
peixes de agua doce, inclusive quando se referem a uma mesma espécie. Em piracanjuba, por
exemplo, Murgas et al. (2004) observaram concentracdo espermatica de 8,21+2,26
espermatozoides x 10%mL de sémen. Em contrapartida, para esta mesma espécie, Bedore
(1999) encontrou valores um pouco superiores, de 10,0 + 4,30 x 10° células espermaticas (sptz)

por mililitro.

2.3 Criopreservacao de sémen de peixe e suas consequéncias

A criopreservacdo € uma técnica que envolve procedimentos que permitem o
congelamento e o armazenamento de material biol6gico em nitrogénio na forma de vapor ou
liquido, mantendo-se a viabilidade dos gametas por tempo indefinido (MINS et al., 2000). Esta
técnica tem sido utilizada com sucesso na conservacao do sémen de diversas espécies de peixes,
incluindo as nativas do Brasil, no entanto, devido a diversidade entre essas espécies, 0S
protocolos de congelamento devem ser constatemente adaptados (CARVALHO, 2012;
FELIZARDO et al., 2010; TSAI; LIN, 2012).

Ap0s o processo de congelamento e descongelamento, os espermatozoides sdo capazes
de recuperar a motilidade espermatica e a capacidade de fertilizacdo, ou seja, nesta temperatura,
as estruturas e a funcionalidade do espermatozoide sdo mantidas viaveis e reversivelmente
inativas metabolicamente (MARTIN-HIDALGO et al., 2011; PEGG, 2007). Essa caracteristica
torna o método seguro na preservacdo de recursos genéticos, em face do alto risco de extingédo
de algumas espécies, como a piracanjuba, devido, principalmente, a acdes antropicas
prejudiciais ao ambiente (BRASIL, 2008; MURGAS et al., 2004).

No entanto, estudos tém demonstrado que o sémen de peixes de agua doce
criopreservado exibe qualidade inferior ao sémen in natura, apresentando de 40% a 90% de
injarias celulares. Essas injurias podem ser decorrentes do processo de congelamento e
descongelamento ou da adicéo de solugdes crioprotetoras que alteram a osmolaridade do meio
extracelular (KOPEIKA et al., 2007; NUNES et al., 2016; PINHEIRO et al., 2016).

Os procedimentos de congelamento de descongelamento do sémen podem ocasionar
danos nas células, em fungdo da mudanga brusca na temperatura, da formacao de cristais de
gelo, de injurias oxidativas, de altera¢cbes na membrana do espermatozoide, de lesdes no DNA,

pelo estresse osmotico, além da toxicidade de alguns crioprotetores (BALL; VO, 2001).
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Uma importante etapa do congelamento de sémen é a remogao de &gua das células antes
de se proceder a sua congelacdo. Se esta desidratacdo ndo ocorrer, grandes cristais de gelo se
formardo no meio intracelular, danificando as estruturas do espermatozoide de forma
irreversivel (CELEGHINI et al., 2004).

Em contrapartida, um efeito de solucéo exagerado também é prejudicial, pois a remocao
excessiva de &gua das celulas, proveniente de um aumento na concentracdo de soluto
extracelular pela formacdo de cristais de gelo, levara a desnaturacdo de proteinas e,
consequentemente, a morte celular. Dessa forma, enquanto o congelamento lento evita a
formagéo de grandes cristais de gelo intracelular, ele leva a um aumento dos danos por efeitos
de solugdo. Portanto, a taxa Otima de congelamento para um dado tecido depende de sua
tolerancia relativa ao dano causado pelos cristais de gelo e da toxicidade dos efeitos de solucéo
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.4 Solugdes crioprotetoras

As solugbes crioprotetoras sdo constituidas, normalmente, por um diluidor, um
crioprotetor extracelular e um crioprotetor intracelular. No entanto, o conhecimento sobre a
composigdo e as funcionalidades desses componentes, bem como a escolha de um protocolo de
congelamento adequado, € responsavel pelo sucesso na manutencdo da sobrevivéncia dos

espermatozoides durante o processo de criopreservacdo (GUIMARAES et al., 2018).

2.4.1 Diluidores

A incorporacdo de solucdes diluidoras no congelamento do sémen é fundamental para
proporcionar um meio osmotico e nutricional adequado aos espermatozoides, durante a
aplicacdo dessa biotecnologia. Eles aumentam o volume total do sémen, reduzindo a
concorréncia das células por oxigénio e espaco, facilitando a acdo dos crioprotetores, além de
permitir a divisdo em doses inseminantes (CAROLSFELD; HARVEY, 1999; MUCHLISIN,
2005).

Os diluidores sdo, basicamente, compostos por solucdes de sais ou de carboidratos que
tém como funcdo manter a viabilidade das células durante o congelamento. E considerado um
bom diluidor aquele que apresenta como caracteristicas ser isotbnico; ndo ativar a motilidade

espermatica, que geralmente é ativada quando em contato com agua; ser estavel ao longo do
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armazenamento, estéril e também ser carreador de crioprotetores (CAROLSFELD; HARVEY,
1999; MARIA et al., 2006).

Inimeras solucdes tém sido testadas como diluidoras para sémen de peixes, entre elas
solucgdes simples a base de glicose na concentracdo de 5%, atuando como substratro de energia
e em funcéo do seu alto peso molecular, contribuindo para o equilibrio osmotico e atuando
como substituto de eletrolitos (HOLT, 2000). O diluidor BTS (do inglés beltsville Thawing
solution), também € utilizado no congelamento de sémen de peixes characiformes. Ele
apresenta osmolaridade de 318 mOsm e sua formula é composta de glicose, citrato de sodio,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), carbonato &cido de sodio, cloreto de potéssio e sulfato
de gentamicina. Este diluidor apresenta baixo custo e foi inicialmente empregado em pesquisas
com sémen suino, mas tem apresentado resultados expressivos quando aplicado em
experimentos com algumas espécies de peixes (LOPEZ; LEAL; VIVEIROS, 2015;
MILIORINI; MURGAS; PEREIRA, 2005; MURGAS et al., 2004).

Em estudos utilizando o BTS como meio diluidor em diferentes espécies de peixes tém
sido demonstrados bons resultados no pos-descongelamento, como € o caso de Lopez, Leal e
Viveiros (2015) e Murgas et al. (2004), trabalhando com sémen de piracanjuba e Miliorini
(2006), com sémen in natura de curimba.

Outros trés diluidores seminais ja tstados sdo: M III™ (Merck IIT) composto por glicose,
citrato de sédio, EDTA, bicarbonato de sodio, e sulfato de gentamicina, de osmolaridade de
348 mOsm; o Ringer, composto de cloreto de sddio, cloreto de potéssio, bicarbonato de sédio
e cloreto de célcio hexahidratado, com 300 mOsm; e 0 ACP® que é a base de agua de c6co em
p6. Todos esses diluidores supracitados ja foram testados em Brycon orbignyanus em diversos
estudos de criocongelamento do sémen dessa espécie (MARIA et al ,2004; MURGAS et al,
2004; NASCIMENTO et al, 2007, LOPEZ et al, 2015).

2.4.2 Crioprotetores

Os crioprotetores sdo substancias adicionadas ao meio diluidor do sémen com a funcao
de preservar a integridade celular no processo de congelamento e descongelamento, devendo
apresentar caracteristicas como baixa toxicidade e alta solubilidade em agua (MARIA et al.,
2006). Sua classificacdo é dada de acordo com a interacéo existente entre eles e a membrana
citoplasmatica, assim como pelas suas propriedades fisico-quimicas (LEUNG, 1991),

dividindo-os em intracelulares e extracelulares.
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Os crioprotetores intracelulares apresentam baixo peso molecular, sdo permeéveis 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. A adicdo desses
crioprotetores € imprescindivel para a criopreservacéo de células espermaticas, sendo os mais
comumente utilizados em peixes: Dimetilssufoxido (DMSO); Metilglicol; Metanol,
Dimetilacetamida (DMA); Propilenoglicol; Etilenoglicol; Cloreto de Potassio; Glicerol e
Citrato e outros (SALMITO-VANDERLEY, 2010; LEITE, 2011; VIVEIROS et al 2011;
MARTINEZ et al 2012; VIVEIROS et al 2012).

J& os crioprotetores extracelulares apresentam alto peso molecular e séo incapazes de
atravessar a membrana. Por essa razdo, atuam como estabilizadores e reparadores externos da
membrana celular (MARIA et al., 2006). Sendo 0s mais testados em peixes: a gema de ovo de
galinha e o leite desnatado, pois a caseina do leite e as lipoproteinas da gema tém propriedade
protetora (NAVARRO et al., 2004).

O diluidor mais testado em piracanjuba é o metilglicol podendo ser ou ndo associado a
gema de ovo, glicose 5%, agua de coco ou BTS (MARIA et al ,2004; MURGAS et al, 2004;
NASCIMENTO et al, 2007).

A escolha do crioprotetor mais apropriado para a espécie de interesse devera ser feita
através de testes especificos e minuciosos, pois durante o processo de congelacdo e
descongelacdo os espermatzoides sdo expostos a condi¢des desfavoraveis como desidratacdo e
formacdo de cristais de gelo, que podem afetar muito a sua qualidade e prejudicar a fertilizacdo
(GODINHO, 2000 CRUZ, 2001; VIVEIROS et al, 2011).

As pesquisas com criopreservagdo de sémen de peixes nativos ainda estdo em fase de
testes, quanto a capacidade fertilizante em larga escala (MARIA et al., 2006). 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 (GONCALVES et al., 2013;
LOPEZ; LEAL; VIVEIROS, 2015).

2.5 Descongelamento do sémen de peixes

Diferentemente do congelamento do sémen, em que ocorre desidratacdo das células, no
descongelamento ocorrera reidratacdo celular por meio do influxo de &gua para 0 meio
intracelular. O processo de descongelamento devera ser realizado rapidamente para impedir que

0s microcristais de gelo se reagrupem e causem danos graves as células, tornando-as inviaveis
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(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. Atualmente, os protocolos mais eficientes em manter a qualidade dos
parametros seminais apds o descongelamento utilizam temperaturas que variam entre 30 °C e
60 °C, por 3 a 8 segundos (CARNEIRO, 2007; MARIA et al., 2006). O procedimento consiste
na retirada da palheta com sémen congelado do botijéo de nitrogénio e a sua imediata imersao

em banho-maria, para que ocorra um descongelamento uniforme (CRUZ, 2001).

2.6 Estresse oxidativo na criopreservacao do sémen

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais elétrons nao pareados.
Essa condicdo torna-os altamente instaveis e avidos por elétrons, podendo levar outras
moléculas a oxidacdo e, em consequéncia, gerar danos celulares. Espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN) sdo exemplos de radicais livres. Quando presentes em
concentracdes adequadas, elas podem desempenhar papel benéfico na fisiologia celular,
atuando, por exemplo, como mecanismo inflamatério de defesa contra microrganismos, ou
como sinalizadoras intracelulares, envolvidas em processos normais de proliferacéo,
diferenciagio e migracdo celular (NATHAN; CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013;
PIANTADOSI, 2008).

As células espermaticas expostas a técnicas de criopreservacdo produzem elevadas
concentracdes de ERO (AGARWAL; SAID, 2005; DU-PLESSIS et al., 2008). Se essas
concentragbes sdo muito altas, essas substancias irdo se acumular na célula, tornando o
espermatozoide vulneravel a danos em seus componentes celulares, como lipideos, proteinas,
acidos nucleicos e carboidratos (SOUZA et al., 2016).

Quando os danos sdo direcionados aos lipideos da membrana da célula espermatica,
ocorre uma cascata de eventos bioquimicos denominados de peroxidacdo lipidica. Esta
membrana é susceptivel ao ataque das ERO devido a elevada quantidade de &cidos graxos poli-
insaturados nelas presentes. O processo de peroxidacgdo ira acarretar em alteragdes na estrutura
e na permeabilidade da membrana celular, podendo alterar a sua permeabilidade e seletividade,
permitindo o fluxo de ions e outras substancias toxicas, o que pode levar a perda de funcéo e,
em condigdes extremas, até a morte celular (BILODEU et al., 2002).

Elevados niveis de ERO também sdo responsaveis por causar danos, como diminui¢do
da motilidade dos espermatozoides, inativacdo de enzimas glicoliticas e oxidacdo do DNA,

trazendo grandes prejuizos em relacéo a fertilizacdo dos ovocitos (GIL-GUZMAN et al., 2001).
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Em alguns trabalhos ha relatos sobre a correlacdo entre a alta peroxidacéo lipidica e a baixa
motilidade, como em sémen criopreservado de zebra fish (HAGEDORN et al., 2012) e de red
seabream (Pagrus major) (CHEN et al.,, 2010). Isso ocorre devido ao fato de os
espermatozoides serem susceptiveis a peroxidacao lipidica por conterem altas concentragdes de
acidos graxos insaturados, aléem de perderem grande parte do seu citoplasma durante a fase final
da diferenciagéo, o que torna limitantes os mecanismos de reparacdo (BORGES et al., 2011;
HAGEDORN et al., 2012).

No caso das membranas das mitocéndrias, a acdo das ERO ira afetar o fornecimento de
energia responsavel pelo movimento flagelar, refletindo na motilidade espermatica (CABRITA
etal., 2014). Sendo assim, como consequéncia da peroxidacao lipidica, a qualidade espermatica
é diminuida em virtude da perda da fluidez da membrana plasmatica e a integridade requerida
para a sua participacdo nos eventos de fusdo de membranas na fertilizacdo (CABRITA et al.,
2014; HAGEDORN et al., 2012).

Existe um sistema de defesa antioxidante de origem enzimética que tem como funcéo
reduzir ou inibir os danos causados pelo estresse oxidativo. As enzimas catalase (CAT) e
superdxido dismutase (SOD) exercem importante papel nesse sistema (BARBOSA et al.,
2010). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevengédo, impedindo e/ou controlando
a formacao de radicais livres e espécies nao radicais envolvidos com a inicia¢do das reagdes em
cadeia que culminam com propagacéo e amplificagcdo do processo e, consequentemente, com a
ocorréncia de danos oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004).

A SOD atua na remogéao do radical superdxido (O2°) e o converte em oxigénio e peroxido
de hidrogénio (H20.), enquanto a CAT atua convertendo o H2O2 em agua (H20) e oxigénio
(O2). O perdxido de hidrogénio pode causar sérios danos ao DNA, além de perda do potencial
fertilizante da célula espermatica por meio da peroxidacdo lipidica da membrana e perda do
ATP do axonema da cauda do espermatozoide (BORGES et al., 2011).

Dentre as principais ERN incluem-se 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N203), acido
nitroso (HNO2), nitritos (NO2’), nitratos (NO3’) e peroxinitritos (ONOO"). O radical 6xido
nitrico (NO") pode ser produzido no organismo pela a¢do da enzima oxido nitrico sintetase a
partir de arginina, oxigénio e NADPH, gerando também NADP+ e citrulina. Este radical ndo ¢é
suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente, mas pode reagir com o radical anion
superoxido (O27), gerando peroxinitrito, que pode sofrer reagdes secundarias, formando agentes
capazes de causar danos a célula (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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2.7 Adicéo de antioxidantes na solugéo crioprotetora

A adicdo de um antioxidante na solucdo de criocongelamento pode auxiliar na reducao
de ERO, prevenindo o estresse oxidativo e, como consequéncia, aumentar a qualidade do
esperma apds o processo de congelamento/descongelamento, por preservar estruturas como as
mitocdndrias que sdo importantes na motilidade da célula espermatica (BERRA; RI1ZZO,
2009).

Visando aumentar a tolerancia espermatica ao dano oxidativo ap06s o descongelamento,
podem-se adicionar a solucdo de criocongelamento substancias antioxidantes. Essas
substancias apresentam a capacidade de neutralizar os radicais livres que causam a peroxidagédo
lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides (BAUMBER; BLL; GRAVANCE,
2000; MAIA et al., 2009; SOUZA et al., 2016).

2.7.1 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormonio produzido principalmente
na glandula pineal, a partir de uma série de reagdes iniciadas pela hidroxilagdo do aminoacido
essencial triptofano e sequenciadas pela atividade das enzimas arilalquilamina-N-
17acetiltransferase  (AANAT) e hidroxindol-orto-metiltransferase (HIOMT) (CIPOLLA-
NETO etal., 1999; KLEIN et al., 1997). Devido as suas caracteristicas anfifilicas, que a tornam
altamente solGvel e capaz de atravessar com facilidade as membranas celulares, apds a sua
producdo, a melatonina difunde-se imediatamente para 0 meio, uma vez gque nao necessita ser
armazenada em vesiculas no citoplasma dos pinealécitos (VANECEK, 1998).

Por muito tempo acreditou-se que a melatonina era exclusivamente sintetizada na
glandula pineal e responsavel pela regulacdo 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, antitumorais e anti-inflamatdrias, levou o0s cientistas a
classificarem-na como uma molécula multitarefa (COS et al., 1998; REITER; FUENTES-
BROTO; TAN, 2010; TAN et al., 2003; YIE; NILES; YOUNGLAI, 1995).

Em estudo realizado por Tan et al. (2003), utilizando um sistema in vitro acelular,
demonstrou-se que a melatonina era capaz de sequestrar radicais livres altamente reativos, visto

que ela neutralizou o radical hidroxila (OH), considerado como o radical mais reativo em
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sistemas bioldgicos, com maior eficiéncia que a glutationa reduzida (antioxidante endégeno) e
0 manitol (antioxidante observado em plantas).

Desde entéo, resultados de outros estudos vém confirmando que esta molécula e seus
metabolitos reduzem o estresse oxidativo in vitro, seja por meio da eliminacdo direta de
reagentes a base de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (PEYROT; DUCROCQ, 2008; TAN
et al., 2007), ou estimulando a atividade de diferentes enzimas antioxidantes (REITER et al.,
2000; RODRIGUEZ et al., 2004).

Na Figura 2 é possivel observar a atuacdo da melatonina sobre as diversas substancias

e enzimas do processo de estresse oxidativo.

Figura 2 - Reagentes e enzimas antioxidantes que sofrem agéo da melatonina. Em vermelho,
reagentes a base de oxigénio. Em azul, reagentes a base de nitrogénio. *: produtos
eliminados diretamente pela melatonina; (1): enzimas antioxidantes estimuladas pela
melatonina; (]) enzimas pré-oxidativas inibidas pela melatonina. GSH: glutation;
GSR: glutationaredutase; GPX: glutationaperoxidase; SOD: superoxido desmutase;
CAT: catalase; NO: o6xido nitrico; NOS: O6xido nitrico sintase; MPO:
mieloperoxidase; GCL: glutamilcisteinaligase; O2: oxigénio molecular; O2-—:
radical superoxido; ONOO—: peroxinitrito; OH: radical hidroxila; GSSG: glutationa
oxidada; H202: perdxido de hidrogénio.
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Fonte: Reiter, Fuentes-Broto e Tan (2010).

Visando avaliar os efeitos da melatonina sobre a viabilidade espermatica, alguns estudos
foram realizados em sémen de mamiferos e, de maneira geral, apresentaram resultados
satisfatorios (GHAZALEH et al., 2015; Ll et al., 2012; PERUMAL; VUPRU; KHATE, 2013).
Em peixes, até o0 momento, ainda ndo foram publicados dados referente & utilizacdo deste

antioxidante em sémen criopreservado.



27

Ashrafi, Kohram e Ardabili (2013), trabalhando com a criopreservacdo de sémen de
touros da raca Holstein bulls, com doses de 0.1, 1, 2, 3 e 4 mM de melatonina, observaram que
os melhores resultados quanto aos parametros seminais avaliados e os maiores valores para a
atividade da enzima catalase foram para as solu¢cdes com as concentracdes de 2 mM e 3 mM.
Em contrapartida, a dose de 4 mM diminuiu as taxas de motilidade e viabilidade dos
espermatozoides, quando comparada aos demais tratamentos, ndo sendo recomendada para a
espécie em questao.

Corroborando o achado no estudo de Ashrafi, Kohram e Ardabili (2013), Perumal,
Vupru e Khate (2013), ao trabalharem com o resfriamento de sémen de touros Bos fontali, a 4
°C, durante 30 horas, concluiram que a dose de 3 mM foi eficiente na manutencdo da qualidade
seminal, diferentemente da dose de 4 mM, que apresentou os piores resultados. De acordo com
o0s autores, a dose de 4 mM do antioxidante, neste caso, foi excessiva, tornando-se toxica e
provocando danos como fluidez exacerbada da membrana do espermatozoide e alteracdes do
seu estado fisiolégico normal, além de reduzir ERO a niveis extremos, impedindo que
exercessem funcgdes essenciais as células. Os resultados indicam, portanto, que a melatonina
age de forma dose-dependente, além de variar de acordo com a espécie, o tempo e 0 modo de

incubagéo e armazenamento.

2.8 Avaliacao da qualidade do sémen

Alteracbes ultraestruturais dos espermatozoides podem influenciar diretamente a
reducdo de sua motilidade e, consequentemente, a sua capacidade de fertilizacdo (STREIT
JUNIOR et al., 2008). A avaliacdo é realizada por meio da observacao dos espermatozoides em
microscopia de luz e as alteragdes sdo classificadas de maneira subjetiva (MELO-MACIEL et
al., 2012).

Diversos sdo os fatores que causam defeitos morfolgicos nos espermatozoides de
peixes, podendo as alteracdes ser dividas em alteracdes primarias ou alteracdes secundarias. As
alteracdes primarias sdo as oriundas de fatores que acometem o0s reprodutores durante o
processo de espermatogénese, como restricdo alimentar, consanguinidade e estresse ambiental.
Sdo elas: cabeca degenerada, macrocefalia, microcefalia, pecga intermediaria degenerada, cauda
quebrada, cauda pequena e cauda fortemente enrolada. O segundo grupo, chamado de
alteracOes secundarias, € o de alteracGes oriundas de procedimentos de manejo durante a coleta

do sémen (como massagem abdominal e o tipo de hormdnio aplicado no reprodutor) e da
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confec¢do das laminas para as anélises. Sao elas: cabeca normal sem cauda, cauda levemente
dobrada, gota proximal e gota distal, conforme metodologia utilizada por Miliorini et al. (2011).

A motilidade é o parametro mais utilizado para a avaliacdo da qualidade seminal, no
entanto, ndo deve ser utilizada como Unico indicador da qualidade seminal (COSSON et al.,
2008; MURGAS et al., 2011). Sua utilizacdo, associada a outras avaliag0es, torna mais eficiente
e confiavel a caracterizagéo espermatica.

Em peixes nativos, a taxa de motilidade pode ser estimada por meio da observacdo da
movimentacdo dos espermatozoides em microscopio Optico, expressando 0s resultados em
porcentagem de células moéveis (CANEPPELE, 2011; MARIA et al., 2010; MURGAS et al.,
2004; ORFAO, 2010; SANCHES et al., 2009; WITECK et al., 2011).

Essas mensuracdes realizadas levantam questionamentos acerca de sua validacdo, pois
dependem somente da experiéncia do avaliador, e foi demonstrado em um estudo que ha cerca
de 30% a 60% de variacdo nas estimativas realizadas subjetivamente, devido a limitacdo
humana em quantificar diferentes subpopulagcdes 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 (RURANGWA et al., 2001; WILSON-LEEDY; INGERMANN, 2007). O
computer assisted sperm analizer (CASA), ou Sistema Computadorizado de Analise de Sémen,
é 0 método mais objetivo e abrangente para a quantificacdo da qualidade seminal disponivel na
atualidade, pois fornece informacdes acuradas, precisas e significativas da movimentacao dos
espermatozoides, bem como de subpopulacdes de células espermaticas (AMANN; KATZ,
2004; WILSON-LEEDY; INGERMANN, 2007).

Entretanto, apesar das inUmeras vantagens na utilizacdo do programa, sua utilizacao
ainda ndo é rotineira, visto que o equipamento, composto por um microscépio de contraste de
fase acoplado a uma camera de vidro que reproduz imagens para um computador com o
software (Sperm Class Analyzer - SCA®), apresenta custo bastante elevado. Para a realizagdo
da quantificacdo do movimento das células espermaticas, o sistema utiliza pelo menos 12
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 para ele uma sequéncia completa de movimentagdo, ou seja,
reconstréi a sua trajetéria e classifica-a conforme padrfes definidos, como modvel nédo
progressivo, progressivo lento, progressivo rapido e imovel. Todas as 15 variacBes se

relacionam com o processo de capacitacdo e fertilizacdo e podem predizer o potencial
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reprodutivo de um individuo (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002; VIVEIROS
etal., 2010).

O CASA ¢é capaz de analisar diferentes parametros do movimento espermatico e
oferecer velocidades de trajetdria, como: velocidade curvilinea (VCL), que é a velocidade da
trajetoria real do espermatozoide; velocidade linear progressiva (VSL), que é a velocidade
média em funcdo da linha reta estabelecida entre o primeiro e o Gltimo ponto da trajetéria do
espermatozoide e velocidade média do percurso (VAP), que € a velocidade da trajetoria média
do espermatozoide. Todas essas velocidades sdao dadas em pum/s (VERSTEGEN; IGUER-
OUADA; ONCLIN, 2002).

Outro importante pardmetro de avaliacdo da qualidade espermética é a avaliacdo do
estresse oxidativo no sémen, pois pode elucidar muito sobre o potencial de fertilizacdo da célula
espermatica, visto que os radicais livres sdo produzidos nesse processo e podem causar sério
danos as membranas plasmatica e mitocondrial da célula espermatica (SOUZA; MORAES;
TONIOLLI, 2017).

Os radicais livres produzidos nos processos de estresse oxidativo podem ser reativos ao
oxigénio (radical superdxido - O2", peroxido de hidrogénio - H.O: e radical hidroxila — OH")
ou ao nitrogénio (6xido nitrico - NO", éxido nitroso - N2Os, &cido nitroso - HNO>, nitritos -
NO, nitratos - NOgz™ e peroxinitritos - ONOQO"). Séo avaliados por meio da quantificacdo das
enzimas catalase, superoxido dismutase e quantidade de oxido nitrico (SOUZA et al., 2016).

Por altimo, mas ndo menos importante, a técnica de fertilizacdo artificial de gametas é
0 método que apresenta os melhores resultados, do ponto de vista pratico, quanto a qualidade
seminal. Ela permite que os gametas sejam mais bem aproveitados, aumentando-se 0 nimero
de ovos e de embriBes viaveis. Além disso, possibilita que o sémen de um mesmo animal seja
utilizado para fertilizar ovocitos de diferentes fémeas (BILLARD; COSSON, 1992), sendo
implantada em larga escala, principalmente por programas comerciais e de repovoamento de
rios.

O processo de congelamento, como anteriormente citado, induz muitos danos aos
espermatozoides e, mesmo que apresentem motilidade evidenciada, podem apresentar alguma
alteracdo morfoldgica que os impega de penetrar 0 ovocito ou de seguir com o desenvolvimento
embrionario. A partir do processo de fertilizacao artificial apds o descongelamento do sémen é
possivel verificar a viabilidade da solucéo crioprotetora e do protocolo de criopreservacéao
utilizado (SHIMODA et al., 2007). Logo, a taxa de fertilizacdo funciona como um 6timo
pardmetro de avaliagdo da qualidade seminal e € requisito imprescindivel para tornarem validas

as técnicas empregadas no estudo, visto que quanto maior o nimero de ovos e embrides viaveis
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apos o descongelamento do sémen, maior a eficacia das solugdes crioprotetoras utilizadas e do
método de congelamento empregado. No entanto, fica a incerteza sobre se a avaliacdo desse
parametro pode ser feita de forma isolada, dado que pode ser influenciada por uma série de
condi¢cdes (RURANGWA et al., 2001; WITECK et al., 2011).
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RESUMO

O piracanjuba (Brycon orbignyanus) é uma espécie de peixe reofilica que se encontra,
atualmente, em risco de extingdo. A criopreservacdo de sémen € uma técnica que permite o
armazenamento dos gametas em longo prazo, sendo uma excelente estratégia de repovoamento.
Porém, essa biotecnologia pode causar injuria na célula espermatica. A adigdo de antioxidantes
a solucdo de criocongelamento pode ajudar a proteger os espermatozoides contra 0s danos
causados por radicais livres. Dessa forma, objetivou-se, com este trabalho, verificar a
viabilidade das células espermaticas de B. orbignyanus congeladas utilizando-se meios
contendo diferentes concentracdes de melatonina. Utilizou-se o sémen de 15 machos adultos
com peso médio de 1.160+120 g, que resultou em cinco pools contendo 0 sémen de trés animais
aleatdrios. Utilizaram-se, para a fertilizacdo, ovocitos de cinco fémeas com peso médio de
1.320£260 g. Os animais foram induzidos hormonalmente com duas doses (0,5 mg e 5,0 mg/kg
PV) de extrato hipofisario de carpa e a coleta realizada por meio de uma leve massagem
celomatica. O sémen in natura foi caracterizado avaliando-se a taxa de motilidade, o tempo de
motilidade, a concentracao, o pH, o volume, o vigor, a cor e 0 aspecto. O sémen foi diluido na
proporcdo 1:9 (sémen:diluidor) nos seguintes tratamentos: (C) 10% metilglicol (MG) + 5%
beltisville thawing solution (BTS); (M1) 5% de BTS + 10% MG + 1 mM de melatonina; e (M2)
10% metilglicol (MG) + 5% BTS + 2 mM de melatonina. No congelamento, utilizaram-se trés
diferentes tempos de permanéncia no dry shipper: T1 (15 minutos), T2 (12 horas) e T3 (24
horas). Apds cada um desses tempos, as amostras foram transferidas e estocadas em botijao de
nitrogénio liquido. As amostras foram descongeladas em banho-maria, a 60 °C, por 5 segundos
e avaliadas quanto a vitalidade, a morfologia e a motilidade com o auxilio do software Sperm
class analyser (SCA) e a taxa de fertilizacdo. Os dados foram analisados utilizando-se o
programa R. Para testar a normalidade foi utilizando o teste de Shapiro-Wilks e, em seguida,
efetuou-se a andlise de variancia (one-way ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste
de Duncan, quando constatado efeito significativo (p<0,05). As caracteristicas do sémen in
natura encontram-se de acordo com o relatado por outros autores. Somente para a taxa de
fertilizacdo foi observada diferenca estatistica significativa na interacdo entre as solucdes e
tempos no dry shipper. A solugdo M2 no tempo de 12 horas no dry shipper apresentou o melhor
resultado (8,40£2,54%). As solugdes contendo melatonina se destacaram em relacéo a solucao
controle e a solugdo M2 apresentou 0s maiores resultados para taxa de vitalidade (85,2+2,8%),
taxa de motilidade (64,63+8,3%), tempo de motilidade (84,22+11,4 segundos) e motilidade
progressiva (17,01+1,2%). Com relacdo a morfologia espermaética, observou-se um maior
namero de células anormais quando se utilizou a solu¢édo controle (57,4+5,9%). Conclui-se que
a adicdo de melatonina na concentragdo de 2 mM, associada ao crioprotetor metilglicol na
solucdo de criocongelamento, melhorou a qualidade espermatica, independentemente do tempo
de congelamento no dry shipper.

Palavras-chave: CASA, motilidade espermatica, Brycon orbignyanus, criopreservacao,
antioxidante, dry shipper.
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ABSTRACT

The piracanjuba (Brycon orbignyanus) is a species of rhophilic fish that is currently in danger
of extinction. Semen cryopreservation is a technique that allows the storage of the gametes in
the long term, being an excellent strategy of repopulation. But this biotechnology can cause
sperm cell injury. The addition of antioxidants to the cryo-freeze solution can help protect
sperm from damage from free radicals. Thus, the objective of this work was to verify the
viability of the frozen sperm cells of B. orbignyanus using media containing different
concentrations of melatonin. Seeds of 15 adult males with a mean weight of 1160 + 120g were
used, which resulted in 5 pools containing the semen of 3 random animals. For fertilization,
oocytes of 5 females with a mean weight of 1320 + 260g were used. The animals were
hormonally induced with two doses (0.5mg and 5.0mg / kg PV) of carp pituitary extract and
the collection was performed through a mild celomathic massage. The semen in natura was
characterized by evaluating the motility rate, motility time, concentration, pH, volume, vigor,
color and appearance. The semen was diluted 1: 9 (semen: thinner) in the following treatments:
(C) 10% methylglycol (MG) + 5% Beltisville Thawing Solution (BTS); (M1) 5% BTS + 10%
MG + 1mM melatonin; and (M2) 10% methylglycol (MG) + 5% Beltisville Thawing Solution
(BTS) + 2mM melatonin. During freezing, three different dry stay times were used: T1 (15
minutes); T2 (12 hours); T3 (24 hours). After each of these times, the samples were transferred
and stored in a liquid nitrogen canister. Samples were thawed in a water bath at 60°C for 5
seconds and evaluated for vitality, morphology, motility with the aid of the Sperm Class
Analayser (SCA) software and fertilization rate. The data were analyzed using the R program.
To test for normality, the Shapiro-Wilks test was used, followed by analysis of variance (one-
way ANOVA). The averages were compared by the Duncan test when a significant effect was
found (p <0.05). The characteristics of semen in natura are in agreement with the one found by
other authors. Only for the fertilization rate was observed a statistically significant difference
in the interaction between solutions and times in the dry shipper. The solution M2 in the time
of 12h in the dry shipper presented the best result (8.40 £ 2.54%). The solutions containing
melatonin showed a higher rates of vitality (85.2 + 2.8%), motility rate (64.63 + 8.3%), motility
time ( 84.22 + 11.4 seconds) and progressive motility (17.01 = 1.2%). Regarding sperm
morphology, a higher number of abnormal cells was observed when the control solution (57.4
+ 5.9%) was used. It was concluded that the addition of 2mM melatonin, combined with the
cryoprotective methylglycol in the cryoclock solution, improved the sperm quality, regardless
of the freezing time in the dry shipper.

keywords: CASA, sperm motility, Brycon orbignyanus, cryopreservation, antioxidant, dry
shipper.
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1 INTRODUCAO

A piracanjuba (Brycon orbignyanus Valenciennes, 1849), como € popularmente
conhecida, é uma espécie de peixe de 4gua doce, nativa da bacia dos rios Parana e Uruguai. E
um peixe que migra por longas distancias para se reproduzir, subindo o rio entre os meses de
setembro e outubro, culminando com a desova entre novembro e janeiro (CASTAGNOLLI,
1992).

Esta espécie vem apresentando um declinio populacional acentuado, encontrando-se
extinta em quase toda a extensdo da bacia de origem e esta categorizada como em perigo de
extingdo pelo Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo (MACHADO,;
DRUMMOND; PAGLIA, 2008). As causas desse declinio sdo, principalmente, a sobrepesca,
0 desmatamento, a poluicdo, a mudanca no regime hidrobioldgico, a introducdo de espécies
exoticas e a fragmentacdo ambiental. Uma importante causa da reducdo populacional dessa
espécie € a construcdo de barragens nos rios, pois essa reducdo de corpos d'agua por
represamento retarda o periodo reprodutivo dos peixes (ANDRADE et al., 2015; FIDALGO-
GUERREIRO; FERREIRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2014). A criacdo dessa barreira
intransponivel a sua migracao bloqueia o movimento dos peixes para partes superiores da bacia,
aumentando a mortalidade de juvenis, devido ao fato de a desova ocorrer fora das condic¢des
adequadas para o seu desenvolvimento (CHAPMAN et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

Para atenuar esse declinio das populacdes de peixes migratérios, se faz necessaria a
adocdo de diferentes estratégias de conservacao. Dentre elas, pode-se citar a criacdo de bancos
de germoplasma animal, por meio do criocongelamento de sémen dessas espécies para posterior
disponibilizag&o desse material (GALO et al., 2011).

Além de ser uma técnica que permite o armazenamento dos gametas em longo prazo,
a criopreservacdo de sémen é uma biotecnologia que pode aumentar a flexibilidade e a
operacionalizacdo do periodo reprodutivo e dos programas de reproducdo assistida em peixes
(CABRITA et al., 2013). Mas, por ser um processo que pode gerar cerca de 50% de danos as
células devido ao congelamento e ao descongelamento, 0 sucesso da criopreservacado é parcial.
Esses danos podem ocorrer devido a formacao de cristais de gelo no interior da célula, por
toxicidade da solucéo utilizada no processo ou, ainda, pela sensibilidade da celula espermatica
ao estresse oxidativo em decorréncia das espécies reativas de oxigénio (ERO) (SALMITO-
VANDERLEY; ALMEIDA-MONTEIRO; NASCIMENTO, 2016).

A célula espermatica é muito sensivel ao estresse oxidativo que ocorre durante o

processo de congelamento. Devido a baixa quantidade de antioxidantes e a alta concentracao
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de &cidos graxos poli-insaturados na membrana plasmatica, sdo formadas as ERO (BUCAK et
al., 2007). Altas concentracfes de ERO podem prejudicar as fungdes celulares, como a
motilidade do espermatozoide (DU et al., 2009).

Os espermatozoides e o plasma seminal tém enzimas e antioxidantes responsaveis pela
remocdo dos radicais livres. No entanto, isso ndo é suficiente para a protecdo celular
(SANCHES; TOSTA; SOUZA-FILHO, 2013). A melatonina é um antioxidante capaz de
sequestrar radicais livres altamente reativos, neutralizando o radical hidroxila (OH),
considerado como o radical mais reativo em sistemas biologicos, com maior eficiéncia que a
glutationa reduzida (antioxidante enddgeno) e o manitol (antioxidante observado em plantas).
A adicgéo de antioxidantes no meio de congelagéo protege os espermatozoides contra 0s danos
causados pelos radicais livres (LOPES; SALMITO-VANDERLEY; ALMEIDA-MONTEIRO,
2016), mas nao foram encontrados, até 0 momento, estudos que relatem o uso de melatonina
no congelamento de sémen de peixes. Em trabalhos com outras espécies animais tem sido
demonstrada bastante eficiéncia dessa molécula na preservacdo do sémen criocongelado
(ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013; GHAZALEH et al., 2015; LI et al., 2013;
PERUMAL,; VUPRU; KHATE, 2013; SOUZA et al., 2016).

O objetivo, neste estudo, foi o de verificar a viabilidade das células espermaticas de B.

orbignyanus congeladas em meios contendo diferentes concentragdes de melatonina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local, animais e periodo pré-experimental

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas da
comissao de ética da Universidade Federal de Lavras (processo n°039/13) e foi desenvolvida
durante os meses de outubro de 2016 a fevereiro de 2017, na Estacdo de Piscicultura da Usina
Hidrelétrica de Volta Grande. Foram selecionados 15 machos adultos de Piracanjuba
(1.160+120g) e cinco fémeas adultas (1.320+260g) e mantidos em tanques de concreto com
agua corrente, a temperatura de 28 °C a 30 °C. Os reprodutores apresentavam caracteristicas
sexuais secundarias, como presenca de orificio genital avermelhado e cavidade celomatica
abaulada (fémeas), e liberacdo de sémen sob compressao na parede celomatica (machos).

A hipofisacdo dos animais foi conforme metodologia adotada na Estagéo de Piscicultura
Cemig - Volta Grande, para machos e fémeas.

2.2 Coleta do sémen

O sémen foi coletado colocando-se os peixes sobre uma superficie plana e tiveram os
os olhos cobertos por um pano Umido. A papila urogenital foi seca com papel toalha e, em
seguida, foi feita a extrusdo do sémen por meio de uma massagem manual na parede celomatica,
no sentido cranio caudal. O sémen foi coletado em tubos de ensaio graduados e colocados
dentro de uma caixa de isopor contendo gelo em barra, onde foram mantidos ate 0 momento do
congelamento.

A avaliacdo da ativacdo prévia do sémen foi feita logo ap6s a coleta. Foi observada, em
microscopio 6ptico, uma aliquota de 5 puL de sémen de cada macho, depositada em lamina
histoldgica de vidro e, quando constatada auséncia de movimentagdo dos espermatozoides, 0
sémen foi homogeneizado, com 40 pl de ativador NaHCO3 1% (MARIA et al., 2006), para
avaliacdo subjetiva da motilidade espermatica e da duracdo da motilidade. Foram utilizadas
apenas as amostras que apresentaram taxa de motilidade superior a 80%.

Foram feitos cinco pools contendo sémen de trés animais em cada pool. Os animais

foram selecionados de forma aleatéria.
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2.3 Criopreservacéo do sémen

A criopreservacao foi realizada utilizando-se solugdes contendo 10% de metil glicol
(Maria et al, 2006), diluidas em 5% de BTS (constituido de 79,90 g de glicose, 12,71 g de citrato
de sddio, 2,65 g de EDTA, 2,65 g de bicarbonato de sddio, 1,59 g de cloreto de potassio e 0,50
g de sulfato de gentamicina em 1,00 L de &gua destilada) e adicionadas de concentracGes
diferentes de melatonina (1 mM e 2 mM), resultando nos seguintes tratamentos:

a) controle: 5% de BTS + 10% MG;
b) M1: 5% de BTS + 10% MG + 1 mM de melatonina;
c) M2:5% de BTS + 10% MG + 2 mM de melatonina.

A osmolaridade de todas as soluc@es foi testada e quando necessario foi feito o ajuste
da solugdo para 320 mOsm com cloreto de célcio (FELIZARDO et al., 2011; SHIMODA et al.,
2007).

Para testar a toxicidade da solucéo, uma aliquota (10 pL) de cada pool foi colocada sob
uma lamina histologica de vidro e, em seguida, foi adicionada uma aliquota da solucéo
crioprotetora (10 pL). Em microscopio Gtico observou-se a presenca/auséncia de motilidade.
Quando constatado que a solugdo ndo foi capaz de ativar os espermatozoides, prosseguiu-se
adicionando-se, na mesma lamina, uma aliquota (10 pL) da solucdo ativadora e novamente
observou-se a motilidade espermatica.

As amostras foram diluidas na proporcdo de 1:4 (sémen: meio de congelamento) e
envasadas em palhetas de 0,5 ml, identificadas e vedadas com alcool polivinilico (PVA).

Apo6s aguardar o tempo de estabilizacdo da solucdo (10 minutos), as palhetas contendo
0 sémen diluido foram acondicionadas em raques de polietileno e congeladasa temperatura de,
aproximadamente, -170 °C (-35,6 °C/min) (MILIORINI et al., 2011), utilizando-se um botijdo
de vapor de nitrogénio, tipo dry shipper (DS; Taylor-Wharton, modelo CP 300; -170 °C), onde
permaneceram por trés tempos diferentes e, em seguida, foram transferidas para o botijao de
nitrogénio liquido, a -196 °C (Cryometal, modelo DS-18), permanecendo estocadas até o
momento das andlises. Os tempos de permanéncia testados no DS foram de 15 minutos
(OLIVEIRA et al., 2014), 12 horas (VARELA JUNIOR et al., 2015) e 24 horas (MARIA et al.,
2006).

Para o descongelamento, as palhetas foram retiradas do botijdo e submergidas

imediatamente em banho-maria, a 60 °C, por oito segundos (MURGAS et al., 2004). Em
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seguida, aliquotas foram separadas para posteriores anélises de vitalidade, cinética espermatica,
tempo de motilidade e morfologia.

2.4 Avaliacao das caracteristicas seminais

Apos a coleta, o sémen foi avaliado quanto a caracteristicas seminais de volume, pH,
cor, aspecto, concentracdo, motilidade total, tempo de motilidade e vigor espermatico. Volume,
cor e aspecto do sémen foram avaliados por meio da observacdo direta em tubos de vidro
graduados, nos quais foram coletados.

O pH foi mensurado com o auxilio de fitas medidoras (MERCK- Alemanha) e a
concentracdo foi estimada em camara hematimétrica Newbauer “Improved”.

A concentracdo espermatica foi mensurada utilizando-se os métodos de contagem de
espermatozoides em camara hematimétrica de Neubauer, espermatozoides. mL? (WIRTZ;
STEINMANN, 2006). Foi realizada a anélise no sémen de cada animal individualmente.

Para a motilidade, uma mesma pessoa estimou, de forma subjetiva, observando em
microscopio Otico, sob o aumento de 400x, a porcentagem média de células moveis em trés
diferentes campos e atribuindo um valor numa escala de 0 a 100%. A ativacdo das células para
a andlise foi realizada misturando-se uma parte de sémen para cinco partes de solucdo de
NaHCOz 1% (MARIA et al., 2006). A duracdo da motilidade foi determinada desde a
homogeneizacdo do sémen com a solucdo ativadora até que restassem apenas 10% de
espermatozoides méveis, com o auxilio de um cronémetro.

Para o vigor, foi observada, em microscépio optico, a movimentacdo dos
espermatozoides e, em seguida, foram atribuidos valores de 0 a 5 pontos, conforme metodologia
de Streit Junior et al. (2009).

2.5 Vitalidade espermatica

O método de coloracdo eosina-nigrosina, adaptado de Bloom (1950), utilizando a
proporcdo 1:10:10 (sémen:eosina:nigrosina), foi escolhido para a realizacdo desta andlise,
sendo a contagem de 200 células em campos distintos da lamina histologica observada em
microscopio optico. Para o calculo da taxa de vitalidade, foram contadas as células com
membrana intacta (vivas) que se apresentaram incolores e as células com algum rompimento
da membrana plasmaética (mortas) que se apresentaram coradas de rosa ou vermelho (MARIA
etal., 2012).
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2.6 Motilidade espermatica

As anélises de motilidade pos-descongelamento do sémen foram realizadas de forma
objetiva por meio de um sistema de analise computadorizada, utilizando-se o software SCA®
(Sperm class analyzer® - SCA, 2005, Microptics, S.L., verséo 3.2.0).

Em um microtubo tipo eppendorff, contendo 300 pl de ativador — NaHCO3 1%, foi
adicionada uma aliquota de 10 pl de sémen e homogeneizou-se. Dessa solucdo, imediatamente
apos a ativacdo, 2 pl foram retirados, colocados em camara hematimétrica de Mackler
(profundidade 10 um) e observados em microscdpio Optico de contraste de fase (Nikon Eclipse
E200®, Toquio, Japao), sob aumento de 20 dioptrias, com filtro amarelo, na posi¢do pH1. Esse
microscopio esta acoplado a uma camera de video (Blaster Vision Technologies® A602FC,
Ahrensburg, Alemanha) que gera 25 imagens por segundo por meio das quais 0s parametros de
motilidade foram calculados. A gravacdo do video foi iniciada 10 segundos pés-ativacdo. As
imagens (n=25) foram analisadas utilizando-se a configuracdo padréo para peixes do software
Sperm Class Analyzer (SCA®, Microptics, Versao 5.1 SL, Barcelona, Espanha). Os parametros
de cinética espermatica avaliados foram motilidade total (MT - %), motilidade progressiva (MP
- %), velocidade curvilinear (VCL - p/s), velocidade em linha reta (VSL - W/s), velocidade
média de deslocamento (VAP - u/s), retilinearidade (STR - p/s) e linearidade (LIN - p/s). Foram
analisados, aproximadamente, 500 espermatozoides/campo

A duracdo da motilidade no sémen descongelado, assim como no sémen in natura, foi
mensurada com o auxilio de um crondmetro, iniciando desde a homogeneizacdo do sémen com

a solucdo ativadora até que 90% dos espermatozoides permanecessem imaveis.

2.7 Morfologia das células espermaticas

Uma aliquota de 10 pl de sémen descongelado foi diluida em 990 pl de solucao de
formol-citrato. Em seguida, uma fra¢ao de 10 ul da amostra fixada foi depositada em lamina
histoldgica e coberta por laminula. A anélise consistiu da observacdo, em microscopio 6ptico
de contraste de fase (Nikon Eclipse Ci-S, China) na objetiva de 100x, das alteracOes
morfologicas de 100 espermatozoides focalizados em campos distintos ao longo da lamina.

Foram observadas as seguintes alteracdes morfoldgicas de cabeca, peca intermediaria e
cauda, conforme metodologia descrita por Miliorini et al. (2011):

a) alteracdes morfoldgicas primarias: cabecga - microcefalica, macrocefalica, degenerada;

peca intermediaria — degenerada e cauda — fraturada, fortemente enrolada e degenerada;
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b) alteragBes morfologicas secundarias: cabeca - isolada normal; peca intermediaria — gota
proximal e cauda — isolada, levemente dobrada e gota distal.

2.8 Fertilizacao

Das cinco fémeas selecionadas, apenas trés responderam a inducéo hormonal.

Uma palheta de cada tratamento foi descongelada e utilizada para a fertilizacdo. Uma
aliquota de 100 ul de sémen de cada palheta foi utilizada para fertilizar 0,1 g de ovdcitos de trés
fémeas. A fertilizacdo foi iniciada adicionando-se 10 ml de solugéo de NaHCO3 1% (MARIA
et al., 2006). ativador ao sémen, juntamente com o ovocito. Em seguida, 0os ovos foram
transferidos para incubadoras experimentais, confeccionadas de cano de PVC (100 mm de
diametro) com fundo telado (400 pum), dispostas em tanques de concreto com agua corrente a
temperatura de 28 °C a 30 °C.

Para estimar a taxa de fertilizacdo foram realizadas duas amostragens individuais de

cada incubadora e contados cerca de 100 ovos em estereoscopio binocular.

2.9 Analises estatisticas

Utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso, com cinco repeticdes (pool de trés
peixes) e nove tratamentos dispostos em estrutura fatorial 3 x 3 (solucdes x tempo de
permanéncia em dry shipper). Os dados foram analisados utilizando-se o programa R e foram
expressos na forma de média e desvio padrédo. Para testar a normalidade foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilks e, em seguida, efetuou-se a analise de variancia (one-way ANOVA), sendo as

médias comparadas pelo teste de Tukey quando constatado efeito significativo (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas seminais

Os parametros avaliados para a caracterizagdo do sémen in natura da espécie estudada
podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas do sémen in natura de piracanjuba (Brycon orbignyanus).

PARAMETROS PIRACANJUBA
Coloracéo Esbranquicada
Aspecto Leitoso
Volume (ml)* 7,611
Concentracdo espermatica (espermatozoides/ml)* 5,88+1,2 x 10°
pH sémen* 8,2+0,32
Motilidade total (%0)* 94+5,48
Vigor* 4,0+0,82
Tempo de motilidade (segundos)* 117,2451,4

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padréo.
Fonte: Da autora (2018).

A coloracdo esbranquicada e o aspecto leitoso encontrados neste estudo foram também
relatados por Oliveira et al. (2014). No entanto, o volume encontrado por estes mesmos autores
foi inferior. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de o autor ndo ter realizado a indugao
hormonal dos machos. Sendo a inducdo hormonal, uma pratica que pode ser utilizada visando
o0 aumento do volume do sémen extrusado (ORFAOQ, 2013).

O pH do sémen ndo apresenta relevante efeito sobre a ativacdo dos espermatozoides de
peixes (CHRISTEN; SCHACKMANN; SHAPIRO, 1983), porém, em estudo realizado por
Lahnsteiner et al. (1996) foi relatada uma significativa relacdo entre o pH do sémen e
espermatozoides méveis em Alburnus alburnus (Ciprinidae), sugerindo que este parametro seja
uma caracteristica importante do plasma seminal e que pode influenciar o potencial de
mobilidade dos espermatozoides (ALAVI; COSSON, 2005). No presente estudo, os valores de
pH encontrados sdo similares aosrelatados por Mojica (2004) em B. orbignyanus (8,5) e B.
hilarii (8,0).

O valores encontrados para concentracdo espermética no presente trabalho estdo

proximos ao relatado por Maria et al. (2006) que relataram, para Brycon orbignyanus,
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concentragdo de 5,4 x 10° espermatozoides/mL. Murgas et al. (2004) encontraram, para esta
mesma espécie, média de 8,21+2,26 x 10° espermatozoides/mL, valor também préximo ao
encontrado neste estudo.

Um dos principais requisitos a se considerar na qualidade espermatica de peixes € a
motilidade dos espermatozoides (GODINHO, 2000), a qual pode ser influenciada por uma série
de fatores, como temperatura, condi¢Bes de analise, manejo e estresse dos doadores. Os valores
da motilidade do sémen encontrados neste estudo estdo de acordo com os relatados por outros
autores para a espécie em estudo (FELIZARDO et al., 2016; MARIA et al., 2006; MURGAS;
FRANCISCATTO; SANTQOS, 2003).

O parédmetro avaliado de forma subjetiva, que caracteriza a velocidade com que o0s
espermatozoides se movimentam, € 0 vigor espermatico. Esse € também um importante
indicador das condi¢cdes do sémen de peixes (COSSON et al., 1999; VERMEIRSSEN et al.,
2003). No presente estudo foi encontrado valor bastante superior aos relatados por outros
autores em outras espécies reofilicas, como 2,93, em Leporinos elongatus (STREIT JUNIOR
et al., 2008) e 3,92, em P. mesopotamicus (STREIT JUNIOR et al., 2009), mas corroboram o

encontrado por Viveiros et al. (2015), de 5, em B. orbignyanus.

3.2 Vitalidade espermética

A vitalidade espermaética é uma analise necessaria quando se trata de protocolos de
congelamento, pois é um indicador de integridade de membrana plasmatica. Neste estudo, foi

encontrada diferenca significativa apenas entre as solugdes testadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Taxa de espermatozoides com membrana plasmatica integra (%) no sémen fresco e
descongelado de B. orbignyanus nas solugcbes controle, adicionada de 1mM de
melatonina (M1) e adicionada de 2 mM de melatonina (M2).

In natura Controle M1 M2

Média+DE (%) * 89,7+3,4 a 88,6+2,7 a 81,5+4,3b 85,2+2,8 a

Os resultados sdo expressos como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05).
Fonte: Da autora (2018).

Foi possivel observar que as maiores taxas de espermatozoides com a membrana
plasmaética integra (p<0,05) foram encontradas nas amostras de sémen in natura, bem como nas
solugdes controle e em meio contendo 2 mM de melatonina. Os valores encontrados neste

estudo condizem com os encontrados por outros autores, como 82% em B. henni (PINEDA-



54

SANTIS et al., 2015) e em outras espécies reofilicas, como tambaqui, com valores entre 48% e
70%, utilizando dry shipper (VARELA JUNIOR et al., 2015).

Em contrapartida, a taxa encontrada por Viveiros et al. (2011), utilizando o mesmo
crioprotetor que o do presente estudo em B. ninsignis, foi inferior (62,0+12%), 0 que sugere
uma provavel atuacdo da melatonina associada ao crioprotetor na preservacao da integridade

da membrana das células espermaticas.

3.3 Motilidade espermética

A motilidade espermatica é um critério da qualidade espermética que permite avaliar a
eficacia do congelamento. Ap6s o descongelamento do sémen, os parametros da cinética
espermatica foram avaliados. No entanto, observou-se diferenca estatistica significativa
(p<0,05) para os parametros de tempo de motilidade (TM), a motilidade total (MT) e a
motilidade progressiva (MP) apenas entre as solucfes (Tabela 3).

Apesar de ndo haver diferenca significativa entre as solu¢des contendo melatonina (M1
e M2), é possivel observar que as amostras da solu¢cdo com a maior concentracdo de melatonina
apresentaram valores mais altos para os trés parametros, demonstrando que o crioprotetor
utilizado neste estudo, juntamente com a melatonina, exerceu influéncia positiva quando

comparado a solucdo controle.

Tabela 3 - Médias e desvio padrdo do tempo de motilidade (TM — segundos), motilidade total
(MT - %) e motilidade progressiva (MP - %) do sémen de piracanjuba descongelado.

Tratamentos T™ * MT* MP*
Controle 44,3312 a 32,15t19a 5,79+0,8 a
M1 65,33+10,2 ab 47,31+3,2 ab 13,49+1,3 b
M2 84,22+11,4 b 64,63+8,3 b 17,0112 b

* Meédias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2018).

Os espermatozoides sdo imdveis no plasma seminal e essa caracteristica favorece a
preservacao dessa célula por meio de tecnicas de congelamento, pois ndo ha requerimento de
energia para a sua locomocao. O valor de MT na solugdo M2 foi acima de 60% e apresentou o
maior tempo de motilidade entre as solu¢Ges, mostrando ser capaz de permanecer movel por

mais tempo que os demais tratamentos. Trabalhando com Brycon moorei, Atencio-Garcia et al.
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(2017) encontraram 84%, corroborando com os resultados encontrados neste estudo para a
motilidade total, porém, com duragdo inferior (34%).

A progressividade observada foi consideravelmente inferior no tratamento controle,
qguando comparado aos tratamentos com adicao de melatonina. Esses valores encontrados para
as solugdes contendo melatonina sdo maiores que 0s citados por Atencio-Garcia et al. (2017),
em sémen criopreservado de B. moorei (7,1+4,6). Em contrapartida, em sémen criopreservado
de B. henni, Pineda-Santis (2015) encontrou valores bastante superiores ao deste estudo (52%
a 62%).

3.4 Morfologia espermatica
N&o houve interacdo significativa entre as solucdes e os tempos testados, porém, entre
as solugdes foi possivel observar diferenca estatistica significativa (p<0,05), como pode

observado na tabela 4.

Tabela 4 - Médias de desvio padrdo da porcentagem de alteracfes encontradas no sémen in
natura e descongelado de B. orbignyanus.

Tratamentos Cabeca Peca intermediaria Cauda Totais
In natura 2,1+0,8 a 0,0+0,0a 18,6+2,3 a 20,7+3,6 a
C 12,312 b 0,9+0,1 a 44,2+125b 57,459 b
M1 4,717 a 0,240,1a 38,2+9,5b 43,1+132 ¢
M2 3,706 a 0,0£0,0a 36,6+14,8 b 40,3+11,4 ¢

* Medias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2018).

As amostras das solucdes que continham melatonina apresentaram as menores taxas de
anormalidades na célula espermatica, quando comparadas a solucéo controle.

A avaliacdo da morfologia da célula espermaética esta altamente relacionada com o
potencial fertilizante dos espermatozoides, pois a integridade das estruturas da célula é
imprescindivel para o bom desempenho dessa funcdo. Dessa forma, na maioria das vezes,
poderd explicar a reducdo da motilidade do espermatozoide e, por consequéncia, a perda da
capacidade fertilizante dos ovocitos (STREIT JUNIOR et al., 2008).

Sendo assim, observou-se que as taxas médias de morfoanomalias totais das amostras

das solucGes com melatonina foram menores que 50%. Dessa forma, de acordo com Miliorini
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et al. (2011), sémen com até 50% de células anormais é considerado apto para ser utilizado no
processo de fertilizagdo, tendo em vista que um maior volume de sémen devera ser empregado
nessas condi¢cdes, em comparacao a fertilizagdo com sémen in natura.

As morfoanomalias que apareceram com mais frequéncia foram “cauda enrolada”,
“cauda isolada” e “cabega isolada”. Todas sdo alteragdes que dificultam a locomocdo das

células espermaéticas, podendo comprometer seriamente a fertilizag&o.

3.5 Fertilizacao

A taxa de fertilizacéo foi baixa, ndo excedendo a 8% de ovdcitos fertilizados. N&o se
observou efeito significativo na interacdo tempo e solucdo, porém, houve diferenga (p<0,05)
entre as solu¢bes em cada tempo testado.

Foi observado que o tratamento contendo 2 mM de melatonina no tempo de
congelamento de 15 minutos e de 12 horas em dry shipper apresentou as maiores taxas.

As menores taxas puderam ser observadas no tratamento controle em todos os tempos
testados.

O tratamento M1 apresentou melhores taxas que o tratamento controle, mas se manteve
constante nos diferentes tempos avaliados (Tabela 5).

Valores superiores aos encontrados neste estudo foram relatados por outros autores, na
mesma espécie e em outras espécies reofilicas, como em B. orbignyanus (45%) (FELIZARDO
et al., 2010) e em P. mesopotamicus (59,01+£25,69) (GALO et al., 2018).

Uma hipdtese para explicar essas baixas taxas de fertilizacdo pode ser a constatacdo de
algumas alteracGes morfoldgicas da célula espermatica que acabam por prejudicar a motilidade

dos espermatozoides.

Tabela 5 - Porcentagem média das fertilizacdes do sémen de Piracanjuba criopreservado nas
solucdes controle, ImM de melatonina (M1) e 2mM de melatonina (M2), nos
diferentes tempos de armazenamento (T1: 15 minutos ,T2: 12 horas e T3: 24 horas).

Tratamentos T1 T2 T3
Controle 1,61+0,25% a 1,06+0,84% a 1,62+0,32% a
M1 578+1,21%b 574+2,14% b 5,12+1,65% b
M2 6,16+1,87% b 8,40+2,54% b 3,94+1,12% b

*0s resultados sdo expressos como média+desvio padrio. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Da autora (2018).
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que a adicdo de melatonina na concentracdo de 2 mM, associada ao
crioprotetor metilglicol na solucdo de criocongelamento, melhora a qualidade espermatica e
que os tempos de congelamento testados ndo influenciam na qualidade do sémen descongelado.
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RESUMO

A piracanjuba (Brycon orbignyanus Valenciennes, 1849) é uma espécie de peixe reofilica de
grande interesse para as instituicdes de pesquisa, porém, atualmente, estd categorizada como
em perigo de extingdo pelo Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacgada de Extingdo. A
criopreservacao de sémen é uma técnica que permite o armazenamento dos gametas em longo
prazo. Porém, essa biotecnologia pode causar injuria celular e molecular. A adi¢do de
antioxidantes a solucdo de criocongelamento protege os espermatozoides contra os danos
causados por radicais livres. Objetivou-se, com este trabalho, avaliar a acdo da melatonina e o
uso de duas curvas de congelamento sobre os parametros de qualidade do sémen criopreservado
de piracanjuba. Utilizou-se o sémen de 16 machos adultos e ovdcitos de cinco fémeas de B.
orbignyanus. Machos e fémeas foram induzidos hormonalmente com duas doses (0,5 mg e 5,0
mg/kg PV) de extrato hipofisario de carpa. A coleta do sémen foi realizada por meio de uma
leve massagem celomatica e as amostras foram coletadas em tubos de vidro graduados. O
sémen in natura foi avaliado quanto a taxa de motilidade, ao tempo de motilidade e ao vigor
espermatico, além de concentragdo, vitalidade, morfologia, volume, aspecto e cor. Foram
utilizadas apenas as amostras de sémen com motilidade superior a 80%. O sémen foi diluido na
proporcéo 1:4 (sémen:diluidor) nos seguintes tratamentos: (T1) 10% metilglicol (MG) + 5%
beltisville thawing solution (BTS); (T2) 10% metilglicol (MG) + 5% BTS + 2 mM de
melatonina. As curvas de congelamento foram T1 (maquina de congelamento automatizada) e
T2 (dry shipper por 24 horas). Ap0s a realizacdo de cada curva, as palhetas foram transferidas
para um botijdo de nitrogénio liquido, onde permaneceram até o momento das analises. As
amostras foram descongeladas em banho-maria, a 60 °C, por 5 segundos e a motilidade foi
mensurada com o auxilio do software Sperm class analyzer (SCA). Os parametros de
motilidade avaliados foram motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade
curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade média de deslocamento (VAP),
retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). Foram mensurados o tempo de motilidade, a
vitalidade, a morfologia, o estresse oxidativo (peroxidacao lipidica, atividade das enzimas CAT
e SOD, quantificacdo de oxido nitrico) e as taxas de fertilizacdo e eclosdo. Os dados foram
analisados utilizando-se o programa R. Para testar a normalidade foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilks e, em seguida, efetuou-se a andlise de variancia (one-way ANOVA), sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey quando constatado efeito significativo (p<0,05). O
sémen in natura apresentou motilidade de 98%, duracdo da motilidade acima de 40 segundos e
vigor 5. A concentragdo espermatica foi de 7,37+3,15x10°. Observou-se diferenca (p<0,05)
entre as solucdes nos parametros de vitalidade, morfologia, motilidade e taxa de fertilizac&o.
As solugdes com melatonina apresentaram os melhores valores. Na motilidade, apenas 0s
parametros de motilidade total, progressiva e tempo de motilidade apresentaram diferenca
estatistica significativa. No estresse oxidativo, apenas a peroxidacao lipidica e a atividade de
SOD apresentaram diferenca (p<0,05) na interacdo curva e solugdo, mostrando as solu¢fes com
melatonina com os menores valores. As taxas de fertilizacdo e eclosdo também foram maiores
para os tratamentos com melatonina, independente da curva. Conclui-se que a adi¢do de
melatonina no meio crioprotetor auxilia na manutencdo da qualidade seminal e que as curvas
estudadas exerceram pouca ou henhuma influéncia sobre os mesmos parametros.

Palavras-chave: CASA. Qualidade espermatica. Brycon orbignyannus. Criopreservacao.
Melatonina. Maquina de congelamento.
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ABSTRACT

The piracanjuba (Brycon orbignyanus Valenciennes, 1849) is a species of rheophilic fish of
great interest by research institutions, but is currently categorized as endangered by the "Red
Book of the Brazilian Fauna Threatened with Extinction. Semen cryopreservation is a technique
that allows long-term storage of gametes. But this biotechnology can cause cellular and
molecular injury. The addition of antioxidants in the cryoclock solution protects the sperm
against the damage caused by free radicals. The objective of this work was to evaluate the
melatonin action and the use of two freezing curves on the quality parameters of the
cryopreserved semen of Piracanjuba. Semen from 16 adult males and oocytes from 5 females
of B. orbignyanus were used. Males and females were hormonally induced with two doses
(0.5mg and 5.0mg / kg PV) of carp pituitary extract. Semen collection was performed through
a light celomatous massage and samples collected in graduated glass tubes. The in natura semen
was evaluated for motility rate, motility time, spermatic vigor concentration, vitality,
morphology, volume, appearance and color. Only semen samples with motility greater than
80% were used. The semen was diluted 1: 4 (semen: thinner) in the following treatments: (T1)
10% methylglycol (MG) + 5% Beltisville Thawing Solution (BTS); (T2) 10% methylglycol
(MG) + 5% Beltisville Thawing Solution (BTS) + 2mM melatonin. The freezing curves were:
T1 (automated freezing machine) and T2 (nitrogen vapor cylinder, dry shipper for 24 hours).
After each curve, the vanes were transferred to a liquid nitrogen canister, where they remained
until the analysis. Samples were thawed in a 60 ° C water bath for 5 seconds and the motility
was measured using the Sperm Class Analayser (SCA) software. Motility parameters were:
total motility (MT), progressive motility (MP), curvilinear velocity (VCL), straight velocity
(VSL), mean velocity of displacement (VAP) and linearity (STR). The time of motility, vitality,
morphology, oxidative stress (lipid peroxidation, activity of CAT and SOD enzymes,
quantification of nitric oxide) and rates of fertilization and hatching were measured. The data
were analyzed using the R program. To test for normality, the Shapiro-Wilks test was used, and
one-way ANOVA was performed. The averages were compared by the Tukey test when a
significant effect was found (p <0.05). The semen in natura showed 98% motility, motility
duration above 40 seconds and vigor 5. Sperm concentration was 7.37 = 3.15x109. It was
observed a difference (p <0.05) between the solutions in the parameters of vitality, morphology,
motility and fertilization rate. The melatonin solutions had the best values. In motility only the
parameters of total, progressive and motile motility that presented significant statistical
difference. In oxidative stress, only lipid peroxidation and SOD activity presented a difference
(p <0.05) in the curve and solution interaction, showing the melatonin solutions with the lowest
values. The rates of fertilization and hatching were also higher for treatments with melatonin
independent of the curve. It was concluded that the addition of melatonin in the cryoprotectant
medium helps to maintain seminal quality and that the curves studied had little or no influence
on the same parameters.

Keywords: CASA. Sperm quality. Brycon orbignyannus. Cryopreservation. Melatonin.
Freezing machine.
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1 INTRODUCAO

Nativa da bacia dos rios Parana e Uruguai, a piracanjuba, como é popularmente
conhecida, & uma espécie reofilica e atualmente encontra-se categorizada como em perigo de
extingéo, pelo Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de Extin¢do (Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, 2018). Essa espécie vem apresentando um declinio
populacional acentuado, sendo considerada extinta em quase toda a extensdo da sua bacia de
origem. As causas desse declinio sdo, principalmente, a sobrepesca, o desmatamento, a
poluigdo, a mudanca no regime hidrobioldgico, a introdugdo de espécies exoticas e a
fragmentacdo ambiental. Uma importante causa da reducdo populacional dessa espécie é a
construcdo de barragens nos rios, pois essa reducdo de corpos d"agua por represamento retarda
0 periodo reprodutivo dos peixes (FIDALGO-GUERREIRO; FERREIRA, 2011; OLIVEIRA
etal., 2014).

Uma excelente estratégia de conservagdo para atenuar o declinio dessas populacGes de
peixes migratérios é a criacdo de bancos de germoplasma animal, por meio do
criocongelamento de sémen dessas espécies ameacadas ou em extingdo para posterior
disponibilizacdo desse material. A criopreservacao de sémen, apesar de ser uma biotecnologia
que permite o0 armazenamento dos gametas em longo prazo, € um processo que pode gerar cerca
de 50% de dano nas células, devido ao congelamento e ao descongelamento, o que faz com que
0 sucesso dessa técnica seja parcial (CABRITA et al., 2013; GALO et al., 2011).

Os danos nas células espermaticas podem ocorrer devido a formacdo de cristais de
gelo no interior da célula, por toxicidade da solucdo utilizada no processo ou, ainda, pela
sensibilidade da célula espermaética ao estresse oxidativo em decorréncia das espécies reativas
de oxigénio (ERO). Essas ERO, quando encontradas em altas concentracdes, podem prejudicar
a motilidade espermatica, devido ao estresse oxidativo (SOUZA et al., 2016).

O plasma seminal pode apresentar enzimas e antioxidantes responséveis pela remocéo
dos radicais livres. No entanto, suas quantidades parecem néo ser suficientes para a protecao
celular (SANCHES et al., 2009). A adicdo de antioxidantes no meio de congelacéo protege 0s
espermatozoides contra os danos causados pelos radicais livres. A melatonina é um antioxidante
capaz de sequestrar radicais livres altamente reativos, neutralizando o radical hidroxila (OH),
considerado como o mais reativo em sistemas bioldgicos, com maior eficiéncia que a glutationa
reduzida (antioxidante enddgeno) e o manitol (antioxidante observado em plantas) (LOPES;
SALMITO-VANDERLEY; ALMEIDA-MONTEIRO, 2016). No entanto, ndo foram

encontrados, até o momento, estudos nos quais seja relatado o uso de melatonina no
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congelamento do sémen de peixes. Porém, em trabalhos com outras espécies animais tem sido
demonstrada bastante eficiéncia dessa molécula na preservacdo do sémen criocongelado
(ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013; GHAZALEH et al.,, 2015; LI et al., 2012,
PERUMAL; VUPRU; KHATE, 2013; SOUZA et al., 2016).

Dessa forma, o objetivo, neste estudo, foi avaliar, apds o descongelamento, a a¢do da

melatonina e das curvas de congelamento sobre a qualidade do sémen de piracanjuba.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas da

comissdo de ética da Universidade Federal de Lavras (processo n°039/13).

2.1 Local e selecdo dos reprodutores

Parte do trabalho foi realizada na Estacdo de Piscicultura da Companhia Energética de
Minas Gerais (Cemig), na cidade de Itutinga, MG, no periodo de dezembro de 2017 a janeiro
de 2018, durante o periodo de piracema. As avalia¢Oes de taxa de motilidade subjetiva, tempo
de motilidade e vigor no pré-congelamento, além das taxas de fertilizacao no pré-congelamento
e pés-descongelamento, foram realizadas no Laboratério da Cemig. A motilidade objetiva e 0s
parametros de velocidade espermaética, bem como a duracdo da motilidade, a morfologia e a
vitalidade espermética no po6s-descongelamento, foram analisados no Biotério Central e no
Laboratorio de Fisiologia, ambos no Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). As analises de estresse oxidativo foram realizadas no Departamento
de Biologia Animal, da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Com o auxilio de redes de arrasto, os reprodutores foram capturados em tanques
escavados. Foram selecionados, para o experimento, 16 animais machos com peso médio de
1,206+ 0,103 kg e cinco fémeas com peso médio de 1,942+0,209 kg. Os machos selecionados
apresentaram pequena liberacdo de sémen ap0Os leve compressdo da cavidade celomatica,
enquanto as fémeas apresentaram a cavidade celomatica abaulada e papila urogenital
edemaciada, sendo ambos considerados aptos para reproducéo.

Os animais, ap6s a captura, foram pesados individualmente, marcados e colocados em
aquarios (1.000 L), com condic¢des de temperatura, aeracdo e pH adequados até 0 momento da

coleta do sémen.

2.2 Coleta do sémen

Os animais foram submetidos a tratamento hormonal com extrato bruto de hipofise de
carpa (EBHC), para indugdo da espermiacdo. Foram feitas aplicacbes de duas doses do
horménio, prévia e definitiva, de 0,5 e 5,0 mg de EBHC kg*, intramuscular, préximo a
nadadeira dorsal, conforme protocolo da Cemig. O intervalo entre as doses aplicadas foi de 12

horas e o tempo entre a Ultima dose e a coleta de sémen foi de, aproximadamente, 8 horas.
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Para a realizacdo da coleta do sémen, os peixes foram colocados sobre uma superficie
plana, com os olhos vendados por um pano umido. A papila urogenital foi limpa e seca com
papel toalha, para evitar a ativacdo prévia do sémen por contato com agua, fezes ou urina do
animal. ApoOs secagem da papila, uma leve massagem na parede celomatica, no sentido
anteroposterior, foi aplicada, a fim de realizar a extrusao do sémen. As amostras de sémen foram
coletadas em tubos de ensaio graduados estéreis e mantidas refrigeradas em caixa de isopor
contendo gelo em barra, até 0 momento do congelamento.

Ap0s a coleta, foi mensurado o volume e observada a coloracdo. O sémen também foi
avaliado quanto & contaminagdo/ativacao prévia por urina, fezes, agua ou sangue, por meio da
visualizagdo de aliquotas de 10 pL de sémen de cada macho depositadas em Iamina histoldgica
de vidro e observadas em microscopio Optico de luz, com lente objetiva de 40x. Quando
constatada auséncia de movimentacao dos espermatozoides, o sémen foi homogeneizado com
40 ul de agua do tanque, para avaliacdo subjetiva da motilidade espermatica, da duragdo da
motilidade (uso de cronémetro) e do vigor espermatico. Foram descartadas as amostras que
apresentaram pré-ativacdo da motilidade e taxa de motilidade inferior a 80%.

Outra aliquota de 10 pL de sémen de cada animal foi coletada e diluida em formol citrato
(990ul), para a determinacdo da morfologia espermaética. O restante do sémen foi utilizado na

criopreservacao.

2.3 Criopreservacao do sémen

A criopreservacao foi realizada utilizando-se solugdes contendo 10% de metil glicol
(Maria et al, 2006), diluidas em 5% de BTS (constituido de 79,90 g de glicose; 12,71 g de
citrato de sddio; 2,65 g de EDTA,; 2,65 g de bicarbonato de sodio; 1,59 g de cloreto de potassio
e 0,50g de sulfato de gentamicina em 1,00 L de agua destilada) e adicionadas de concentracGes
diferentes de melatonina (1 mM e 2 mM), resultando nos seguintes tratamentos:

a) Controle: 5% de BTS + 10% MG;
b) M1: 5% de BTS + 10% MG + 1 mM de melatonina;
c) M2:5% de BTS + 10% MG + 2 mM de melatonina.

A osmolaridade de todas as solucGes foi testada e, quando necessario, foi feito o ajuste
da solucéo.

As amostras foram diluidas na propor¢do de 1:4 (sémen: meio de congelamento) e

envasadas em palhetas de 0,25 ml, identificadas. As palhetas contendo o sémen diluido foram
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acondicionadas em raques de polietileno e congeladas utilizando-se duas diferentes curvas de
congelamento, sendo

1. curva lenta (T1): utilizando a maquina de congelamento automatizada (TK3000® -
TK tecnologia em congelagdo, Uberaba, Brasil), resfriamento das amostras a 5 °C, na curva de
0,5 °C/min, seguido de uma curva de aceleragdo constante, na velocidade de 20 °C/min entre
+5 °C e -100 °C. Em seguida, as amostras foram transferidas para um botijdo de nitrogénio
liquido, a -196 °C (Cryometal, modelo DS-18), permanecendo estocadas até o0 momento das
analises;

2. curva rapida (T2): resfriamento em um botijao de vapor de nitrogénio liquido, tipo
dry shipper (DS; Taylor-Wharton, modelo CP 300; -170 °C), a temperatura de,
aproximadamente, -170 °C (-35,6 °C/min) (MILIORINI, 2012), onde permaneceram por 24
horas e, em seguida, foram transferidas para um botijdo de nitrogénio liquido, a -196 °C
(Cryometal, modelo DS-18), permanecendo estocadas até 0 momento das analises.

Aproximadamente dois meses ap6s o congelamento, foram descongeladas uma
palhetapara cada analise. Utilizou-se banho-maria, a temperatura de 60 °C, para 0
descongelamento, sendo as palhetas imersas e levemente agitadas por oito segundos
(MURGAS et al., 2004). Em seguida, aliquotas foram separadas para posterior analises de
vitalidade (6 pL), motilidade total e tempo de motilidade (10 pL), morfologia (10 L) e estresse
oxidativo (0,5 mL).

2.4 Avaliacao da toxicidade das diferentes solugdes crioprotetoras antes do congelamento

do sémen

A osmolaridade de todas as solucdes foi testada utilizando-se osmoémetro digital de
refrigeracdo PZL — 1000 (PZL, Brasil), sendo ajustado quando necessario.

Para testar a toxicidade da solucdo, foi colocada uma aliquota de sémen (10 pL) sob
uma lamina histolégica de vidro, seguida da adicdo de uma aliquota da solucdo crioprotetora
(10 pL). Em seguida, observou-se, em microscopio ético, a presenca/auséncia de motilidade.
Constatando-se que a solucdo ndo foi capaz de ativar os espermatozoides, prosseguiu-se
adicionando-se uma aliquota da agua do tanque (10 pL) e, novamente, observou-se a motilidade
espermatica, para a confirmacdo de que a solucéo crioprotetora ndo foi capaz de ativar os

espermatozoides.
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2.5 Avaliacdo das caracteristicas seminais

As amostras do sémen in natura foram avaliadas assim que foram coletadas. O volume
de sémen foi mensurado com o auxilio de tubos de ensaio de vidro graduados, bem como a cor
e 0 aspecto foram avaliados por meio da observacéo direta do sémen nos tubos.

Para o vigor foram atribuidos valores de 0 a 5 pontos, em fun¢do da movimentagdo dos
espermatozoides (STREIT JUNIOR et al., 2009).

A concentracdo espermatica foi mensurada de forma individual a partir do sémen
proveniente de cada reprodutor, utilizando-se os métodos de contagem de espermatozoides em
camara hematimétrica de Neubauer, espermatozoides. mL™ (WIRTZ; STEINMANN, 2006).

A motilidade foi estimada subjetivamente por uma mesma pessoa, em microscopio
Optico, em porcentagem média de células moveis em trés campos, e em escala de 0 a 100%. A
ativacdo do sémen foi realizada homogeneizando-se o sémen com agua do tanque. A duracao
da motilidade foi determinada com o auxilio de um cronémetro, desde a homogeneizacao do

sémen com a agua do tanque até que restassem apenas 10% de espermatozoides maoveis.

2.6 Vitalidade espermatica

A vitalidade espermética foi analisada pelo método de coloracdo eosina-nigrosina,
adaptado de Bloom (1950), utilizando-se a propor¢do 1:10:10 (sémen:eosina:nigrosina). Apds
a preparacao das laminas, 200 espermatozoides foram analisados em microscépio 6tico (100x).
A vitalidade foi calculada em porcentagem, sendo considerados mortos 0s espermatozoides

corados em rosa ou vermelho e vivos, os incolores.

2.7 Motilidade espermatica

As analises de motilidade pds-descongelamento do sémen foram realizadas de forma
objetiva por meio de um sistema de analise computadorizada, utilizando-se o software SCA®
(Sperm class analyzer® - SCA, 2005, Microptics, S.L., versao 3.2.0).

Em um tubo tipo eppendorff, contendo 300 ul de agua do tanque, foi adicionada uma
aliquota de 10 pl de sémen, e homogeneizou-se. Dessa solucdo, imediatamente apés a ativagéo,
2 ul foram retirados, colocados em camara hematimétrica de Mackler (profundidade 10um) e
observados em microscépio éptico de contraste de fase (Nikon Eclipse E200®, Toquio, Japao),

sob aumento de 20X, com filtro amarelo, na posi¢cdo pH1. O inicio do processo de anélise foi



72

acionado em, aproximadamente, 10 segundos. Os parametros de cinética espermatica avaliados
foram: velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade da trajetéria
média (VAP), lineariedade (LIN), retilinearidade (STR), motilidade progressiva (MP) e
motilidade espermatica total (MT). Os resultados expressaram a média obtida por meio da
captura de trés campos de imagem com, aproximadamente, 300 espermatozoides/campo.

A duracdo da motilidade no sémen descongelado, assim como no sémen in natura, foi
mensurada com o auxilio de um crondmetro, iniciando desde a homogeneizacdo do sémen com

a solucdo ativadora até 0 momento em que o SCA® acusou 90% de espermatozoides estaticos.

2.8 Morfologia das células espermaticas

A analise morfologica foi realizada a partir de amostras de sémen in natura e
descongelada, previamente fixada em solucdo de formol citrato.

Uma aliquota de 10 pl da amostra fixada foi depositada em lamina histoldgica, corada
com rosa de bengala (STREIT JUNIOR et al., 2009) e coberta por laminula. A analise consistiu
na contagem das alteracdes morfologicas de 200 espermatozoides observados em microscopio
Optico com objetiva de 100x, em campos distintos.

Os espermatozoides foram classificados como normais ou apresentavam anormalidades
primarias (cauda quebrada, enrolada, corrugada ou degenerada) ou secundarias (cauda dobrada,

cabeca livre e cauda livre), conforme Galo et al. (2011).

2.9 Peroxidacdo lipidica no sémen

A extensdo da peroxidacdo lipidica (LPO) foi medida de acordo com Buege e Aust
(1978), envolvendo a medi¢do do malondialdeido total, que € um produto da peroxidacéao
lipidica. Apds descongelamento do sémen, 200 pL de cada tratamento foram pipetados para
eppendorf de 1,5 mL e acrescidos de 400 puL de uma solucdo de &cido tricloroacético
(15%)/acido tiobarbiturico (0,375%)/acido cloridrico (0,25 M), aquecido, por 15 minutos, em
banho-maria (90 °C) e resfriado. Posteriormente, o sobrenadante foi utilizado para medir a
absorbancia, a 540 nm, no leitor de microplacas. A concentracdo de MDA foi determinada
utilizando-se a curva padrdo de concentracdes conhecidas de 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano
(TMPO) (WALLIN et al., 1993). Os resultados foram expressos em pmol/L por mg de proteina.
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2.10 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi mensurada, segundo Dieterich et al.
(2000), em leitor de microplacas (A= 570nm), baseado na capacidade desta enzima em catalisar
a reacao do superoxido e do perdxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razéo de auto-oxidacao
do pirogalol. Apds o descongelamento do sémen, 30 UL de cada tratamento foram pipetados
em microplaca e acrescidos de 99 pL de tampéo fosfato de potassio 0,2 M (pH 7,0), 6 uL de
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) e 15 L de pirogalol
1,25 mM . Em seguida, as amostras foram aquecidas, a 37 °C, por 5 minutos e a reagéo foi
paralisada com 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Os resultados foram expressos U SOD
mg proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com Aebi (1984), utilizando-
se H202 como substrato. Uma aliquota de 1 mL de H2O> foi adicionada a mistura reacional
contendo 10 pul de amostra em 1 mL de tampao fosfato de potéssio (50 mmol/L, pH 7,0). Ap6s
adicdo, a mistura reacional foi monitorizada, a 240 nm, durante 1 minuto, a um intervalo de 30
segundos. Foi utilizado o coeficiente de extincdo molar do perdxido de hidrogénio €240 = 36
mol-1 L cm™. Uma unidade de atividade CAT foi definida como a quantidade de enzima que
decompde 1 mmol de H20, por 1 minuto. Os resultados foram expressos em U CAT/mg

proteina™,

2.12 Determinacdo da proteina total

A concentracdo de proteina total das amostras foi mensurada de acordo com Lowry et

al. (1951), utilizando-se albumina do soro bovino como curva padrao.

2.13 Oxido nitrico

A concentracdo de 6xido nitrico (ON) foi determinada utilizando-se o sistema de
reagentes Griess (1879) (solugéo aquosa de 1% de sulfanilamida e 0,1% de naftileno-etileno-
diamina em H3PO4 (2,5%, JT Baker). Este sistema detecta NO2- em uma variedade de matrizes
bioldgicas.

A mensuracdo do ON foi realizada pela determinacdo da quantidade total de nitritos

(NO2-), que séo os produtos estaveis do metabolismo do NO no fluido seminal. O reagente de
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Griess forma um cromaforo estavel com NO3-, lido na absorbéncia de 546 nm. A calibracéo foi
feita com diferentes concentragdes de nitrito de sodio dissolvido em NaCl a 0,9%.

ApOGs gerar uma regressdo linear com as concentracdes dos padrdes, utilizou-se a a
equacdo gerada (y=0,002810*x+0,04944) para calcular a concentracdo de NO nas amostras

testadas. O resultado final foi dado em pM.

2.14 Taxa de fertilizacéo e taxa de ecloséo

Apos avaliacdo da qualidade seminal, uma palheta de cada tratamento foi descongelada
para a fertilizag&o.

Uma aliquota de 100 pl de sémen de cada palheta foi utilizada para fertilizar 0,1 g de
ovocitos (aproximadamente 130 ovdcitos). A fertilizacdo foi iniciada adicionando-se 10 ml de
agua do tanque ao sémen, juntamente com o ovdcito. Em seguida, os ovos foram transferidos
para incubadoras experimentais, confeccionadas de cano de PVC (100 mm de didmetro) com
fundo telado (400 um), dispostas em aquarios (1.000 L) com renovagdo constante de agua e a
temperatura de 28 °C a 30°C. Para estimar a taxa de fertilizacdo foram contados todos 0s ovos
de cada incubadora em estereoscopio binocular. A contagem foi realizada em,
aproximadamente, oito horas ap6s a fertilizac&o.

A taxa de eclosdo foi estimada, apos 16 horas depois da fertilizacdo, contando-se todas
as larvas presentes na incubadora e calculada levando-se em consideracdo 0s ovos viaveis

contabilizados na taxa de fertilizacéo.

2.15 Anélises estatisticas

O experimento foi realizado em esquema fatorial 3 x 2, sendo cada tratamento composto
pela combinacdo de trés solugcdes crioprotetoras e com duas curvas de congelamento,
totalizando seis tratamentos. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, sendo o
sémen de cada reprodutor considerado um bloco e cada bloco uma repeticao. Foi utilizado o
sémen de dezesseis reprodutores.

Nas anélises de caracterizacdo de sémen, motilidade, tempo de motilidade, vitalidade,
morfologia e taxa de fertilizagio foi utilizado o programa R. Para as analises de estresse
oxidativo foi empregado o programa GraphPad Prism (verséo 6.0, Graph Pad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA).
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A distribuicdo dos dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk; em seguida, eles
foram submetidos a analise de variancia unifatorial (ANOVA). Quando constatada diferenca
estatistica significativa (p<0,05 ou p<0,001), foi realizado o teste de Tukey para comparacdes

multiplas. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (média £ DP).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas seminais

As amostras de sémen apresentaram coloracdo esbranquicada e aspecto leitoso. O
volume seminal foi de 9,7+1,8 mL. A concentracdo espermética encontrada foi de 7,37+2,15
x10° espermatozoides/mL. Todas as amostras de sémen in natura apresentaram motilidade

acima de 95%, tempo de ativacdo médio de 48,11+1,25 e vigor 5.

3.2 Vitalidade

Por se tratar de um indicador da integridade de membrana, esta andlise torna-se
fundamental quando se trata de sémen congelado.

No presente estudo, observou-se diferenca estatistica significativa (p<0,05) na interacao
entre as solucbes e as curvas (Tabela 1). Nas duas curvas utilizadas, as solu¢bes contendo
melatonina apresentaram melhores valores em comparacao com a solucdo sem o antioxidante.
Dessa forma, as amostras das solugdes contendo melatonina apresentaram um maior nimero

de células com a membrana celular intacta.

Tabela 1 - Resultados médios da vitalidade espermaética (%), interacdo entre as solucdes e
curvas no sémen descongelado de B. orbignyanus.

Tratamentos Curva lenta (T1) Curva rapida (T2)
Controle 78,30t£1,2 a 79,41+6,3 a
M1 80,72+2,6 b 82,06+4,6 b
M2 86,341+1,2 b 87,4423 b

Os resultados sdo expressos como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
Fonte: Da autora (2018).

Foi observada diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as solucdes, tendo a
solugéo contendo 2 mM de melatonina se destacado ao apresentar valores iguais ao do sémen
in natura (tabela 2), enquanto a solucdo controle e M1 néo diferiram entre si e apresentaram 0s

menores valores.
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Tabela 2 - Resultados médios da vitalidade espermatica (%) no sémen fresco e descongelado
de B. orbignyanus.

In natura Controle M1 M2
Média+DP (%) * 94,2124 a 80,3+4,1 Db 81,3+3,6 b 87,6+2,7 a
*0Os resultados sdo expressos como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica

significativa (p<0,05).
Fonte: Da autora (2018).

3.3 Motilidade

De fundamental importancia no congelamento, esta analise determina a eficacia da
técnica de congelamento, pois avalia um dos critérios mais importantes da qualidade seminal.
No presente estudo foi encontrada diferenca estatistica significativa (p<0,05) apenas entre as
solugdes e para os parametros de tempo de motilidade (TM), a motilidade total (MT) e a
motilidade progressiva (MP) (Tabela 3).

Para os trés parametros, foi observado que as amostras das solucdes contendo
melatonina apresentaram os melhores resultados, quando comparadas com as amostras da
solucdo controle. Para a motilidade total e para o tempo de motilidade, é possivel observar

efeito significativo da melatonina, principalmente da solugdo contendo maior concentracao.

Tabela 3 - Médias e desvio padrdo do tempo de motilidade (TM — segundos), motilidade total
(MT - %) e motilidade progressiva (MP - %), do sémen de piracanjuba
descongelado.

Tratamentos MT* T™M* MP*
Controle 48,15+3,2 a 35,41+26a 9,08+1,2 a
M1 53,23+2,1a 42,31+1,4 ab 17,21+2,1 b
M2 67,31+3,8b 47,26x1,3b 23,01+4,3b

* Medias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2018).

3.4 Morfologia
Para um bom desempenho da capacidade fertilizante do espermatozoide, € importante

que estas células se apresentem o mais integra possivel. Dessa forma, a avaliacdo da morfologia

pode mostrar, na maioria das vezes, justificativas para a reducdo da motilidade e, por
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consequéncia, o baixo potencial fertilizante. No presente estudo foi possivel observar diferenca
estatistica significativa entre as solucgdes utilizadas (Tabela 4).

Tabela 4 - Médias de desvio padrdo da porcentagem de alteracdes espermaticas encontradas no
sémen in natura e descongelado de B. orbignyanus.

Tratamentos Cabeca Peca intermediaria Cauda Totais
In natura 3,21t1,2a 0,00+0,0 a 13,21+4,2 a 16,42+1,7 a
C 13,6314 b 1,21+04 a 56,21+2,1 b 71,05¢4,2 c
M1 10,444+2,6 b 0,11+0,03 a 38,41+3,4 ¢ 48,9612,3 b
M2 4,20+1,6 a 0,21+0,03 a 23,1212 a 27,53+2,7 a

* Medias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2018).

E possivel observar que as amostras da solucdo contendo maior concentracdo de
melatonina apresentou comportamento similar ao das amostras de sémen in natura para todos
0s parametros. Isso mostra influéncia positiva desta solucdo sobre a célula espermatica.

As amostras da solucdo sem adi¢do de melatonina apresentaram os valores mais altos
para todos 0s parametros, sendo as que apresentaram mais alteracdes na célula espermatica
(71,05%). Em contrapartida, dentre as solugdes avaliadas, as amostras da solugdo com maior
concentracdo de melatonina apresentaram 0s menores valores, encontrando-se proximos aos
valores do sémen in natura.

Na interacdo (p<0,05) entre as solucdes e as curvas para o total de altera¢6es nas células
espermaticas, as amostras controle da curva rapida (T2) apresentaram o0 maior nimero de
alteragfes (78,2+£3,5%). Os menores valores foram observados nas amostras das solugdes
contendo melatonina, independente da curva utilizada. Porém, as amostras da solugdo M2 na
curva T1 se destacaram com o menor valor (20,76+2,9%), se diferenciando significativamente

(p<0,05) dos demais tratamentos.

3.5 Estresse oxidativo

Nos resultados da peroxidacéo lipidica (MDA), a interacdo entre as solucdes e as curvas

de congelamento foi observada (Figura 1).
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As amostras das solucgdes controle (C) e M2 proporcionaram 0s menores valores de
peroxidacdo lipidica (p<0,001) quando congeladas utilizando a curva de congelamento T1. No
entanto, as amostras da solucdo M1 apresentaram valores de peroxidacao lipidica maiores.

Na curva de congelamento T2 néo foi observada diferenca (p<0,001) entre os valores

de peroxidagdo lipidica, nas amostras diluidas nas diferentes solugdes.

Figura 1 - Peroxidagdo lipidica (MDA), ap6s o descongelamento, nas amostras de sémen de B.
orbignyanus congeladas em diferentes curvas em meios contendo melatonina.
Valores sdo dados em médiatdesvio padréo. Significancia estatistica p<0,001. n=16.
Legenda: T1: curva lenta; T2: curva rapida; Controle (solugdo C); 1mM (solucéo
M1); 2mM (solugdo M2).

0.4+
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Fonte: Da autora (2018).

Na Figura 2 € possivel observar a atividade da superoxido dismutase (SOD) nas
diferentes solucdes e curvas.

Observou-se interacdo (p<0,001) entre solucdo e curva de congelamento, na atividade
da SOD das amostras descongeladas. Na curva lenta (T1), observou-se que as amostras
congeladas em solugbes contendo melatonina apresentaram atividade de SOD inferior
(p<0,001) aquelas observadas nas amostras congeladas em solucdo controle. Entretanto, a

solugdo M2 apresentou 0s menores valores.
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Figura 2 - Atividade de superoxido dismutase (SOD), apds o descongelamento, nas amostras
de sémen de B. orbignyanus congeladas em diferentes curvas em meios contendo
melatonina. Valores sdo dados em mediatdesvio padrdo. Significancia estatistica
p<0,001. n=16. Legenda: T1: curva lenta; T2: curva rapida; Controle (solucéo C);
1mM (solucdo M1); 2mM (solugdo M2).
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Fonte: Da autora (2018).

E possivel observar o mesmo comportamento das solucdes no congelamento T2, no
qual as solucdes contendo melatonina apresentaram 0s menores valores para a atividade de
SOD (p<0,001), quando comparadas com a solucao controle. Porém, a solucdo que apresentou
os valores mais baixos, neste caso, foram as amostras congeladas na solugédo M1.

Em relacdo a atividade da catalase (CAT), ndo houve interacdo (P>0,001) entre as
solucdes e as curvas de congelamento (Figura 3). Ndo foi observada diferenca estatistica

significativa (P>0,001) entre os valores da atividade de CAT nas amostras diluidas nas

diferentes solucdes e congeladas nas duas curvas.

Figura 3 - Atividade da catalase (CAT), ap6s o descongelamento, nas amostras de sémen de B.
orbignyanus congeladas em diferentes curvas em meios contendo melatonina.
Valores sdo dados em médiatdesvio padrédo. Significancia estatistica p<0,001. n=16.
Legenda: T1: curva lenta; T2: curva rapida; Controle (solu¢do C); ImM (solucéo

M1); 2mM (solucédo M2).
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Fonte: Da autora (2018).
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Na quantificagdo do éxido nitrico (ON), ndo houve interacdo (P>0,001) entre as

solugdes e as curvas de congelamento (Figura 4).

Figura 4 - Quantificacdo de d6xido nitrico (ON), apds o descongelamento, nas amostras de
sémen de B. orbignyanus congeladas em diferentes curvas em meios contendo
melatonina. Valores sdo dados em médiatdesvio padrdo. Significancia estatistica
p<0,001. n=16. Legenda: T1: curva lenta; T2: curva rapida; Controle (solucéo C);
1mM (solucdo M1); 2mM (solugcdo M2).
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Fonte: Da autora (2018).

N&o se observou diferenca estatistica significativa (P>0,001) entre os valores de ON nas

amostras congeladas nas diferentes solucdes e curvas.

3.6 Taxa de fertilizacéo e taxa de eclosdo

Observou-se diferenca estatistica significativa (p<0,05) da taxa de fertilizacdo e
eclosédo entre as solugdes, em que as solugdes contendo melatonina apresentaram as maiores
taxas quando comparadas a solucdo controle (tabela 5). Ainda foi possivel observar que, entre
as solucdes que contém melatonina, a solucdo M2 apresentou taxa de eclosdo similar a do sémen

in natura.

Tabela 5 - Médias e desvio padrao das taxas de fertilizacdo e eclosdo das amostras de sémen de
piracanjuba in natura e descongeladas.

Tratamentos Taxa de fertilizac&o Taxa de eclosdo
In natura 92,18+29a 91,34+4,2 a
Controle 13,2124 ¢ 56,10+2,6 ¢

M1 29,7116 Db 83,53+6,8 b
M2 38,03£3,1b 92,1844,1a

*Qs resultados sdo expressos como médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
Fonte: Da autora (2018).
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Na Tabela 6 pode-se observar a interacdo entre as solugfes e as curvas. Para a taxa de
fertilizacdo, as solugbes contendo melatonina apresentaram os maiores valores, diferindo,
estatisticamente (p<0,05), das solucdes controles nas duas curvas. No entanto, a solucdo M2 se

destacou, apresentando taxas proximas de 40%.

Tabela 6 - Resultados das taxas de fertilizacdo e eclosdo na interacdo solucdo e curvas de
congelamento no sémen descongelado de B. orbignyanus.

Tratamentos Taxa de fertilizagdo Taxa de ecloséo
CT1 11,07+1,2 c 93,08+6,5a
CT2 13,04+1,5¢c 57,53+2,6 b

M1T1 26,15+35b 98,2318,2 a
M1T?2 30,21+2,1 b 96,99+4,3 a
M2T1 39,02+6,4 a 99,24+9,7 a
M2T2 37,7749 a 96,99+3,8 a

*QOs resultados sdo expressos como média+desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05).
Fonte: Da autora (2018).

Quanto a taxa de eclosdo, os tratamentos apresentaram comportamento similar, exceto

a solucdo controle na curva do dry shypper, que apresentou a menor taxa.
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4 DISCUSSAO

As caracteristicas seminais gerais entre 0s peixes teleGsteos apresentam grande
variabilidade individual, pois a interacdo de fatores ambientais, genéticos e fisioldgicos
associados & adaptacdo necesséria de cada espécie, poderd influenciar esses pardmetros. A
descricdo da cor e do aspecto do sémen encontrada neste estudo condiz com o encontrado por
Oliveira et al. (2014), que observaram coloracdo esbranquigada e aspecto leitoso do sémen de
B.orbignyanus. Ja o valor do tempo de ativacdo dos espermatozoides, encontrado pelos mesmos
autores, foi superior ao encontrado neste estudo (54,08+2,52 e 46,11+1,25, respectivamente).
Porém, o volume (5,43+0,73mL), a motilidade total (78,03£2,84%) e a concentracdo
espermatica (1,83+0,31 x10") observados por Oliveira foram inferiores aos encontrados neste
trabalho, o que pode estar associado ao fato de o estudo daqueles autores ter sido desenvolvido
sem a indugdo hormonal dos machos. No entanto, trabalhando com o mesmo género, mas
espécie diferente, Atencio-Garcia et al. (2017) observaram, em B. moorei, volume (3,5+1,8mL),
motilidade total (84,0+3,2) e tempo de ativacdo (33,7£3,3) inferiores aos encontrados neste
estudo. Apenas a concentracdo (12,39+1,4x10° sptz/mL) se mostrou superior, mas isso pode
ser justificado por se tratar de espécie diferente.

A concentracdo espermatica € um parametro muito importante na avaliacdo da qualidade
do sémen coletado, pois 0 conhecimento desses valores pode otimizar a utilizagdo do sémen no
processo de fertilizacdo artificial (VIVEIROS, 2005). Neste estudo os dados obtidos para
concentracdo foram superiores aos encontrados por Mojica (2004) (2,72 x 109+1,92 x 109
sptz/ml). A concentracdo espermatica observada por Maria et al. (2006) e Murgas et al. (2004)
foi de 8,21+2,26x10° sptz/mL e 5,88 x 10° sptz/ml, respectivamente. Ambos estudaram a
mesma espécie, B. orbignyanus, induzida hormonalmente, corroborando os valores encontrados
no presente trabalho. Valores bastante superiores (18,31+3,33 x 10° sptz/ml) foram encontrados
por Oliveira et al. (2014), trabalhando com a mesma espécie.

O vigor espermatico é um pardmetro que esté altamente relacionado com a motilidade
espermatica (GALO et al., 2011). A queda de ambos ocorre concomitantemente e as perdas na
qualidade dos espermatozoides variam de acordo com as espécies nativas (MARQUES;
GODINHO, 2004). Valores inferiores aos encontrados no presente trabalho foram observados
por Garcia et al. (2016), trabalhando com Colossoma macropomum (3,5+1,1) e por Galo et al.
(2018), em B. orbignyanus (4,83+£0,42). No entanto, o valor encontrado pelo segundo autor

corrobora o deste trabalho.
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A criopreservacdo é uma biotecnologia que visa a preservacao da célula por longos
periodos de tempo. Mas, para que se obtenha sucesso nessa préatica, € importante utilizar meios
de congelamento adequados, bem como curvas de congelamento que visem lesionar 0 minimo
possivel a célula, permitindo a manutencdo de seu potencial de fertilizacdo. No presente
trabalho observou-se que o crioprotetor metilglicol, associado a adicdo de melatonina, foi
eficiente na preservacdo de alguns pardmetros de qualidade da célula espermética. A solugéo
contendo a maior concentracdo de melatonina se destacou nos parametros de vitalidade,
motilidade total, duracdo da motilidade, motilidade progressiva e morfologia. Sobre esses
parametros, as temperaturas das curvas utilizadas neste trabalho ndo influenciaram a qualidade
do sémen descongelado. Somente a solugdo M2 na curva utilizando a maquina de congelamento
apresentou, na morfologia espermatica, o0 menor nimero de células com alteracdes.

A vitalidade espermatica é um indicador da integridade de membrana, sendo, dessa
forma, um parametro muito importante a ser avaliado quando se trata de protocolos de
criocongelamento. No presente estudo, observou-se que as amostras das solu¢es contendo
melatonina apresentaram melhores taxas, tendo as da solugdo M2 apresentado o maior valor
(87,6+2,7%) em relacdo a solucdo controle. Pineda-Santis et al. (2015), trabalhando com sémen
descongelado de Brycon henni e sem utilizar antioxidante na solugdo crioprotetora,
encontraram valor (82,0+1,9%) que corrobora os encontrados neste trabalho. J& Linhares et al.
(2017), trabalhando com vitaminas C e E adicionadas ao meio crioprotetor, encontraram, no
sémen descongelado de carpa comum, valores similares ao encontrado neste trabalho
(48,58+8,12 e 61,08+22,50, respectivamente).

Visando melhorar a qualidade do sémen apd6s a criopreservacdo, a adicdo de
antioxidantes aos diluidores de criopreservacao vem sendo objeto de estudos por diferenciados
grupos de pesquisas em todo o mundo (KUTLUYER etal., 2014; NAVARRO et al., 2014). Em
alguns trabalhos foi demonstrado que esses antioxidantes podem apresentar efeitos positivos
sobre a reducdo dos niveis de ROS e sobre a motilidade total, melhorando, consequentemente,
a duracdo da motilidade e a reducdo das anormalidades espermaticas. Contudo, esse efeito
positivo depende do tipo e da concentracdo do antioxidante (CAO; CUTLER, 1997).

A motilidade espermatica é o pardmetro responsavel pelo potencial de fertilizagdo da
célula encontra-se totalmente ameacado. Juntamente com a motilidade total, tém-se também a
duracédo da motilidade e a motilidade progressiva dessa célula, que mostram a capacidade dessa
célula de se locomover em busca do ovacito. Neste trabalho observou-se que todas as solucdes
apresentaram valores acima de 40% de motilidade total, destacando-se a solugéo M2, que

apresentou 67,31+3,8%. A duragdo da motilidade, bem como a motilidade progressiva,
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também foram maiores nas amostras das solucbes contendo melatonina, quando comparadas
com a solucdo controle. Trabalhando com sémen de carpa comum criopreservado em solucgéo
contendo antioxidante, Linhares et al. (2017) encontraram valores diferentes dos encontrados
neste trabalho para a motilidade total dos espermatozoides descongelados (entre 28,87+7,44 e
46,04+9,94%). No entanto, encontraram valores similares para a duracdo da motilidade (entre
50,67+20,22 e 70,54+11,50 segundos).

A avaliacdo da morfologia da célula espermatica estd altamente relacionada com o
potencial fertilizante dos espermatozoides, pois a integridade das estruturas da célula é
imprescindivel para o bom desempenho dessa fungdo. Dessa forma, na maioria das vezes,
podera explicar a reducdo da motilidade do espermatozoide e, por consequéncia, a perda da
capacidade fertilizante dos ovocitos (STREIT JUNIOR et al., 2008). Neste estudo foi possivel
observar que a solucdo que ndo tinha adi¢do de melatonina (controle) apresentou 0s maiores
valores de alteracOes totais (71%) e, consequentemente, 0s maiores valores para as alteracdes
de cabeca, peca intermediéria e cauda também foram observados nessas amostras (16,6%, 1,2%
e 56,2%, respectivamente). Em contrapartida, as amostras da solu¢cdo M2 apresentaram valores
préximos aos encontrados no sémen in natura, mostrando que tal solucéo foi capaz de preservar
melhor as células espermaticas, quando comparada as demais solu¢Ges. As amostras da curva
utilizando a maquina de congelamento associada a solugdo contendo 2 mM de melatonina
foram as que menos apresentaram alteracdes, tendo as alteragdes totais sido inferiores a 21%.
Pode-se sugerir que o antioxidante utilizado neste trabalho apresentou influéncia na preservacéao
das células espermaticas, visto que Linhares et al. (2015) encontraram, no sémen de carpa
comum criopreservado em solucdo contendo antioxidante, valores de células normais que
corroboram os encontrados aqui (entre 49,50+7,48 e 57,17£14,85%). Tem-se, ainda, que
Miliorini (2012) afirma que sémen com até 50% de anormalidade € considerado apto para ser
utilizado no processo de fertilizacdo, tendo em vista que um maior volume de sémen devera ser
empregado nessas condi¢des, em comparacao a fertilizacdo com sémen in natura.

No entanto, o processo de criopreservagdo pode causar a excessiva producdo de algumas
substancias capazes de causar sérios danos célula. Essas substancias sdo conhecidas como
espécies reativas ao oxigénio (ERO) e causam estresse oxidativo na célula, sendo um dos
principais fatores da queda da qualidade espermatica. A membrana plasmatica das células
espermaticas apresenta alta concentracao de acidos graxos insaturados, o que as torna bastante
susceptiveis a peroxidagdo lipidica (HAGEDORN et al., 2012; JONES; HAMILTON;

FAWCETT, 1979). Quando ocorre a peroxidacao lipidica, a membrana plasmatica da célula
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perde a fluidez necesséaria para os eventos de fusdo de membranas associadas a posterior
fecundacéo e integridade de membrana (HAGEDORN et al., 2012; STOREY, 1997).

No presente trabalho, na curva T1, as solucBes contendo melatonina apresentaram
maiores valores de peroxidacdo lipidica (M1= 0,29+0,04; M2=0,14+0,03). Porém, sé se
observou diferenca estatistica significativa na solugdo M1 da mesma curva, quando avaliada a
interacédo entre as solucdes e as curvas. Quando as EROs afetam a membrana das mitocondrias,
observa-se o reflexo na motilidade espermatica, visto que ira afetar o fornecimento de energia
para a movimentacdo do flagelo (CABRITA et al., 2014). Sendo assim, pode-se sugerir que
parte da peroxidacéo lipidica observada neste estudo para a solugdo M1 na curva T1 pode ter
ocorrido devido a lesdes na membrana mitocondrial, visto que a motilidade das amostras desse
tratamento foi baixa.

Corroborando este resultado, Liu et al. (2015) observaram reducdo da motilidade
espermatica associada com a reducdo da funcdo mitocondrial, em sémen descongelado de
Pargus major criopreservado em solucdo contendo antioxidante. Nesta mesma espécie, mas
avaliando o tempo de armazenamento, Chen et al. (2010) também constataram a baixa da
motilidade espermatica correlacionada com a alta peroxidacéo lipidica. Hagedorn et al. (2012),
avaliando o estresse oxidativo do sémen de zebra fish, observaram a mesma correlagéo da baixa
motilidade e alta peroxidacdo lipidica. Ja em jundid, Costa (2018) encontrou valores proximos
ao menor valor (M1T2=0,082+0,00) encontrado no presente estudo, adicionando cisteina e
glutamina no meio de criocongelamento do sémen. Este autor encontrou valores entre
0,063+0,01 e 0,078+0,00.

O estresse oxidativo pode ser mensurado por meio da quantificacdo de 6xido nitrico
presente, além da atividade de enzimas como a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD).
A SOD ¢é uma enzima que atua na remocao do radical superdxido (O2) e o converte em oxigénio
e em perdxido de hidrogénio. Foi observada, no sémen descongelado de B. orbignyanus, baixa
atividade dessa enzima (entre 1,39+0,16 e 3,25+0,49) nas amostras com alta motilidade
espermatica (acima de 50%), ou seja, nas amostras congeladas utilizando solu¢des contendo
melatonina, em ambas as curvas. Possivelmente, essas solucdes foram capazes de prevenir a
formacdo dessa espécie reativa de oxigénio durante o processo de congelamento e
descongelamento, repercutindo numa menor producédo do Oz e, consequentemente, uma menor
conversao desses radicais em perdxido de hidrogénio (H20.). Costa (2018) encontrou valores
bastante superiores trabalhando com outro antioxidante no sémen de Rhamdia quelen
(53,53+2,80 e 262,2+3,5).
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A atividade de CAT foi baixa em todos os tratamentos (entre 0,79+0,12 e 1,56+0,25),
apresentando apenas uma diferenga ndo significativa nas solugdes controle e M2 da curva T2
(1,14+0,14 e 1,56£0,25, respectivamente), que apresentaram 0s maiores valores. A enzima
CAT é responsavel pela converséo do H202 em HO e O». O perdxido de hidrogénio pode ser
altamente toxico para a célula, pois atravessa com facilidade a membrana celular e forma
radicais de hidrogénio (OH") que podem causar sérios danos no DNA e perda do potencial
fertilizante dos espermatozoides (BORGES et al., 2011). Em jundid, Costa (2018) encontrou
valores entre 8,78+0,95 e 26,29+3,22, quando trabalhou com cisteina e glutamina na solugédo
de criocongelamento.

Na quantificacdo do Oxido nitrico (ON), o tratamento M1T2 apresentou o maior valor
(34,11+2,30), no entanto, ndo foi estatisticamente diferente dos demais tratamentos. Esse
radical livre, em grandes concentracdes, pode causar injdrias oxidativas nas membranas
lipidicas e nas proteinas transmembrana, podendo danificar também &cidos nucleicos
(CARVALHO et al., 2001).

As melhores taxas de fertilizacdo, no presente estudo, foram observadas nas amostras
congeladas em solucdo contendo melatonina na curva T2. As taxas de eclosdo desses
tratamentos foram similares as taxas para 0 sémen in natura. Isso se justifica devido ao fato de
estes tratamentos também apresentarem bons valores de motilidade e boas taxas de vitalidade.
O que pode ter impedido que a taxa de fertilizacao fosse maior, provavelmente, foram o nimero

de anormalidades na célula espermatica e o estresse oxidativo, principalmente na solu¢do M1.
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5 CONCLUSOES
Conclui-se que a adicdo de melatonina associada ao crioprotetor metilglicol mantém a
qualidade do sémen descongelado de B. orbignyanus e que as curvas estudadas exerceram
pouca ou nenhuma influéncia sobre os mesmos pardmetros. Dentre as solugfes contendo

melatonina, a solucéo cuja concentracdo foi de 2 mM foi mais benéfica no criocongelamento

das células espermaticas.
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