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RESUMO

O Seindachneridion scriptum, peixe nativo brasileiro, esta em perigo de eg&ingevido a
fragmentacao de seu habitat. Com isso, a consereagstu a partir do banco de germoplasma
utilizando a criopreservagdo permite a proteca®aiperacdo dessa espécie. O objetivo do
trabalho foi analisar o efeito dos alcoois dimatftsxido (DMSO), metanol e metilglicol nas
concentracdes de 5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15% npreservacdo espermatica Saoscriptum.
Cada tratamento foi diluido emBetsville Thawing Solution (BTS) e todas amostras foram
avaliadas peldComputer Assisted Sperm Analysis (CASA) além de citometria de fluxo. As
melhores médias de motilidade total e progressrederem-se ao metilglicol em todas
concentracdes e de metanol em 7,5 e 10% (P < §a0&)naior periodo de motilidade ao DMSO
5; 7,5 e 15%, além do metanol 5% e metilglicol efs; 20; 12,5 e 15% (P < 0.05). Além
metilglicol em 7,5% (P < 0.05) se destacar nas @ear@alises da cinética. Ja producdo de ROS
diminuiu apenas com metilglicol 5% comparado ao @MMB% (P < 0.05), porém a LPO e a
fragmentacdo do DNA néo diferiram entre si (P >50.® DMSO 5; 7,5 e 10%, conferiram maior
integridade celular comparado ao metilglicol 5% <F0.05). No entanto, o metanol 12,5%
possibilitou menor fluidez de membrana comparaddM50 12,5% (P < 0.05), porém sua
funcionalidade foi superior com DMSO 10 e 12,5%<(P.05) comparado ao metanol 10% e
metilglicol 5% (P > 0.05). Por fim, as maiores fiomalidades mitocondriais foram obtidas com
DMSO 12,5 e 15% diferenciando-se apenas do meblgh% (P < 0.05). Dessa forma, o BTS
adicionado de 7,5% de metilglicol foi o tratamemtais eficiente na criopreservacdo espermatica

do S. scriptum.

Palavras-chave CASA, citometria de fluxo, conservacgéo, germoplaspeixe e esperma.



ABSTRACT

Seindachneridion scriptum, Brazilian native fish, is in danger of extinctiaiue to the
fragmentation of its habitat. With this, the exusdonservation from the germplasm bank using
cryopreservation allows the protection and recowaryhis species. The objective of the present
work was to analyze the effect of 5%, 7,5%, 10%5%2 and 15% concentrations on the sperm
cryopreservation of scriptum, with the effect of the dimethylsulfoxide (DMSQyethanol and
methylglycol alcohols. Each treatment was diluted HBetsville Thawing Solution (BTS) and
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) evaluatédamples in addition to flow cytometry.
The best means of total and progressive motilgferr to methylglycol in all concentrations and
methanol in 7.5 and 10% (P <0.05), already thedshgeriod of motility to DMSO 5; 7.5 and 15%,
in addition to methanol 5% and methylglycol in 78); 12.5 and 15% (P <0.05). Besides
methylglycol in 7.5% (P <0.05), it stands out iretlether kinetic analyzes. ROS production
decreased only with methylglycol 5% compared to MS% (P <0.05), but the LPO and DNA
fragmentation did not differ among them (P> 0.@)ISO 5; 7.5 and 10%, conferred higher cellular
integrity compared to methylglycol 5% (P <0.05). wéver, methanol 12.5% allowed lower
membrane fluidity compared to DMSO 12.5% (P <0.0&)t its functionality was higher with
DMSO 10 and 12.5% (P <0.05) compared to metharid a0d 5% methylglycol (P> 0.05). Finally,
the major mitochondrial functionalities were obtdnwith DMSO 12.5 and 15% differing only from
5% methylglycol (P <0.05). Thus, BTS added of mktglycol 7.5% was the most efficient
treatment in sperm cryopreservatiorSocriptum.

Key-words: CASA, flow cytometry, conservation, germplasm, fastd sperm.
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INTRODUCAO GERAL

O género

O géneroSeindachneridion (Eigenmann & Eigenmann 1919) € representante da
familia Pimelodidae (Siluriformes). De acordo corar&ello (2005), existem 6 espécies
validas e todas distribuidas nas bacias hidrogsifias regiées Sul e Sudeste do Brasil. S&o
elas: S amblyurum (Eigenmann & Eigenmann 1888% doceanum (Eigenmann &
Eigenmann 1889)S. meladermatum (Garavello 2005)S. parahybae (Steindachner 1877),

S punctatum (Miranda Ribeiro 1918) & scriptum (Miranda Ribeiro 1918).

S&do espécies de grande porte e presentes em @mtErstes sobre leitos rochosos
(Garavello 2005) e apresentam caracteristicasaipiomo cabeca pequena e deprimida,
além de pequenos olhos dorsais na regiao antericaloeca (Baldisserotto & Gomes 2013).
As informacdes sobre a biologia reprodutiva degseigp se limitam as duas espécies mais
estudadas. scriptum (rio Uruguai) €S melodermatum (rio Iguacu) (Zaniboni- Filhet al.
2010).

A espécieSteindachneridion scriptum

O Seindachneridion scriptum (Miranda Ribeiro 1918) é chamado popularmente de
Suruvi ou Bocudo. E um bagre de coloracdo cinzpatde-escura, com pequenas manchas
pretas irregulares e vermiformes (Godoy 1987). Ruoddir até 90 cm de comprimento e
pesar 7 kg (Zaniboni-filhaet al. 2004). Apresenta habito alimentar piscivoro enisée
atividade durante o periodo noturno (Zaniboni-Fgh8chulz 2003).

E uma espécie nativa da bacia do alto rio Urugudd alto rio Parana (Garavello
2005), sendo geralmente encontrada em locais mofugque intercorrem corredeiras em
rios de porte médio e grande (AgostinAbal. 2008). Segundo a Lista de Espécies

Ameacadas de Extincdo do ICMbio de 2014S. acriptum caracteriza-se em perigo de
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extingdo baseada em sua distribuicdo severamagméntada, barramentos ao longo de
sua area de distribuicdo, além do declinio dadeezcupacao e qualidade de habitat.

E reofilico, apresenta fecundacéo externa (Beittal. 2008) sem cuidado parental,
além de curto periodo reprodutivo compreendendaneses de outubro e novembro
(Reynalte-Tataje & Zaniboni-Filho 2008). Apreserttasova total, assim como outros
bagres que migram. De acordo com Meurer & Zanilflio (2000), os odcitos sao
liberados com diametro médio de 1,43 mm e fecuddideelativa meédia de 16.090
oocitos/kg de peixe. Apresenta maiores tamanhosndguacomparados a outros
Pimelodideos e uma menor fecundidade, caracterigpca de peixes com estratégias de
migracdes reprodutivas limitadas.

Segundo Agostinho (2008), a espécie apresentacé? Para os machos e 48,0 cm
para as fémeas na primeira maturacao. Estipulasseos machos presentes no rio Parana
atingem a primeira maturagao gonadal com 820 gfi@énasas com 1.220 g (Agostinkial.
2008). O sémen de Suruvi apés inducdo hormonabérallo facilmente através de
massagem abdominal, além de serem animais cordidedaceis para manejo. Entretanto,
ainda existem poucos estudos relacionados a eqpMaigiellyet al. 2014).

Possui importancia destacada na pesca nas reg@@xorréncia, uma vez que
representa a quarta espécie mais capturada emsteenibbiomassa na area de abrangéncia
das Usinas Hidrelétrica de Ita (Beux & Zamibonhbi008) e Machadinho (Schoekal.
2012). Além da espécie apresentar importantes &mgé controle e estabilizacdo na cadeia

alimentar dos ecossistemas aquaticos do qual fee pa

Banco de germoplasma

Nas ultimas duas décadas, tem aumentado a pre@mumgam a biodiversidade
brasileira, visto que, representa cerca de 14% i das espécies do mundo (Lewinshohn
& Prado 2005). Através de acdes ndo governamergaigrnamentais e pela criacdo da
legislacdo ambiental, foram criadas inUmeras ategsotecdo ambiental atraindo a atencao
para a necessidade de conservacgao da vida silvestre

A constante perda e degradacdo dos habitas, testitcéddo uma importante ameaca
para as espeécies continentais. Segundo o Inst@hico Mendes de Conservacdo da

Biodiversidade (ICMBIo) (2014), a expansao agri@larbana assim como a instalacéo de
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grandes empreendimentos (portos, hidrelétricas menagdo) resultaram em diversas
espécies em risco no Brasil.

Em 2014 as Listas de Espécies da Fauna Brasileieacadas de Extincdo vigentes
contaram com 1.173 espécies, elaboradas com bapeooesso de avaliacdo de risco de
extingdo da fauna brasileira (ICMbio 2014). Porojsg de extrema necessidade a
conservacao desses ecossistemas, além das edpsuiastes. Entre os animais listados
esta o Suruviteindachneridion scriptum, classificado como em perigo de extingdo devido
a perda e degradacéo do seu habitat.

Devido a essa intensa deterioragcdo ambiental lestando ao declinio e extingdo de
inUmeras espécies (Purvs al. 2000; Primack & Rodrigues 2001), se torna necassar
medidas que evitem seu agravamento e possibilitencenservacdo. Entre as estratégias
adotadas, temos a conservagdeatu baseada na manutencdo do organismo em seu habitat
natural. E através dela, que novas espécies vameseobertas e desenvolvidas estratégias
de conservacéo eficientes (Primack & Rodrigues R09& entanto, quando as populacdes
encontram-se reduzidas ou quando os individuos dstéd das areas protegidas esse
meétodo mostra-se ineficaz (Costa & Martins 2008).

Portanto, € preciso utilizar estratégias como resexvacacex situ, na qual permite
gue O recurso genético seja preservado fora de hsbitat, através de bancos de
germoplasma. A utilizacdo desses bancos tem cofetivabrecuperar populacdes extintas
ou em risco (Silvat al. 2012), sendo sua principal biotécnica a criopkesgio de sémen
(Costa & Martins 2008).

Porém, quando atuam juntos esses dois métadositu e ex situ, tornam-se
complementares e capazes de se aliar a programaitteducéo de individuos oriundos
da populacdesx situ e serem liberados no seu habitat, ajudando assonservacam situ
(Nijman 2006).

Criopreservacao de sémen

Atualmente no Brasil, mais de 17 espécies de palreagua doce tém seu protocolo
de criopreservacdo de sémen estabelecido, espenialnas familias Anastomidae,
Characidae, Pimelodidae e Pronchilodontidae (Celcest al. 2003; Mariaet al. 2009;
Viveiros & Godinho 2009; Viveiros 2011, Araudjo 2011 Onde a criopreservagdo do
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germoplasma dos organismos aquaticos possibileeservacdo do genoma de espécies
ameacadas de extincdo, além de evitar perdas @esidi@de genética ocasionadas por
doencas e catastrofes (Ballou 1992; Hageebah 2012).

A criopreservacdo de sémen permite a conservagaonakerial genético em
nitrogénio liquido a -196° C. Nessa temperaturstautira e funcionalidade das células séo
preservadas, sendo geneticamente vidveis e inatigtebolicamente (Pegg 2007).

Segundo Maria & Carneiro (2012), as etapas dgm@servacdo de sémen incluem:
coleta do material biologico, avaliacdo microscapia qualidade seminal, adicdo de
diluidores e crioprotetores, envase, congelamemtoazenamento e descongelamento.

Devido ao grande numero de espécies com fecundx¢éma é necessario atengcao
durante a coleta de sémen. Ja que neste cassparsnatozoides encontram-se imoéveis nos
testiculos (meio isotbnico) e o contato com difeasnosmoéticas, como a agua, acabam
desencadeando sua ativagdo. Isto, ocorre devidoca tle ions entre a solugcdo e seus
espermatozoides. Dessa forma, no momento da aeetse evitar o contato com fezes,
urina e sangue, impedindo assim, a ativacdo ddidaoke espermatica (Maria & Carneiro
2012).

Outro problema durante o congelamento sédo asngi@s, que sdo ocasionadas
pelos cristais de gelo devido ao congelamento da égra e extracelular, podendo estas,
romperem estruturas celulares, como a membrane@les (Bianchiet al. 2008; Varela
Junioret al. 2012). Assim, a fim de minimizar estes problema®men é adicionado em
meio contendo diluidor com crioprotetor, evitandmto a ativacdo espermatica quanto
protecao contra as baixas temperaturas (Maria &ébar 2009).

A partir da criopreservacdo € possivel a formagd® bancos de germoplasma,
garantindo a diversidade, preservacao e reposig@sgecies que se encontram suscetiveis
a extincdo. Além de inimeros outros beneficios coimmecer sémen de boa qualidade
para a fertilizacédo artificial (Varelet al. 2012), aumentar a producéo larval (Kopeika &
Kopeika 2008) e evitar problemas como a assincroaienaturidade gonadal (Margal.
2009).

13



Diluidores e crioprotetores

Apesar das diferencas espermaticas entre os pgeea bons resultados dois
componentes sdo necessarios na solucdo, sdo etiisiente que fornece os nutrientes
necessarios para a manutencdo celular e o criobprotgie minimiza os efeitos do
congelamento (Maria & Carneiro 2009; Salmito-Vaieleet al. 2012).

Os diluidores sao solugtes de sais ou carboidesauxiliam na preservacao
durante o resfriamento e no congelamento. Necessitgsotonico, para que nao ocorra a
ativacdo espermatica e ser estavel e estéril aypldo seu armazenamento (Maria 2005).

Em seu trabalho Viveiros & Godinho (2009) citansaducéo salina com 0,9% de
NaCl, a solugcédo de glicose 5%Betsville Thawing Solution (BTS) como bons diluidores
para sémen de peixe. Este Ultimo, o BTS, iniciatemerilizado no descongelamento de
sémen de suinos (Pursel & Johnson 1975), apreBensaresultados na criopreservacgao de
sémen de peixe (Varela Jungral. 2012). Onde sua composicao basica é constituida po
glicose para o fornecimento de energia, bicarbopata controlar o pH, além de pequenas
quantidades de potassio e etilenodiamino-acétibd & (Johnsoret al. 2000).

Outra funcédo importante do diluidor é servir cooasreador do crioprotetor. Em
que, os crioprotetores tem como finalidade evitloraacao de gelo intracelular, reduzir o
estresse osmotico e reduzir o ponto de congelantmtédgua na célula (Medeires al.
2002; Soares & Guerra 2009). Eles necessitam pdsaitia toxicidade e alta solubilidade
em agua, e sao classificados em dois grupos: peeise@ndo-permeaveis (Maria 2005).

Os crioprotetores permeaveis, sdo substanciasicpsirde baixo peso molecular e
alta solubilidade em agua (Nash 1966), tornand@ipekpenetrar nas células e proteger
suas organelas, especialmente a membrana plasif@aibetaet al. 2009). Podemos citar:
metanol, etilenoglicol e glicerol como bons parar@preservacdo de sémen de peixes.
Assim como, o metilglicol que tem apresentado bm@wultados (Marieet al. 2006 b;
Viveiros et al. 2009; Nascimentet al. 2010) e o dimetilsulfoxido (DMSO) sendo 0 mais
utilizado em peixes nativos brasileiros (Varelal. 2012).

Ja os crioprotetores ndo-permeaveis, apresentanpedo molecular (Zhang al.
2007), normalmente nao penetram a membrana duiamiurto intervalo de exposicéo, e
sao responsaveis por reduzir a formacéo de geidaavywromover a desidratacédo da célula

protegendo membrana celular (Niemann 1991; Demmettal. 2000). Sdo representados
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pelos acucares complexos, como a trealose e odirestrissacarideos; lipoproteinas de
baixa densidade (Varekt al. 2009), proteina do leite (Ammann & Pickett 198Tyeitos

& Godinho 2009), além da gema de ovo que pode dieloaada em concentracdes entre
5% a 10% (Mariat al. 2006 a; Viveiros & Godinho 2009).

Na familia Pimelodidae, ordem Siluriformes, asugdés crioprotetoras mais usadas
incluem metanol ou DMSO como representantes d@rotetores permeaveis e lactose e
leite em pd como crioprotetores ndo permeaveiso&ad et al. 2003; Araujo 2011). Ja
para os Characiformes, 0s crioprotetores permeawveis utilizados sdo DMSO ou
metilglicol e como ndo-permeével a gema de ovaniBadVanderleyet al. 2014).

Dessa forma, protecdo do espermatozoide durante tacongelamento quanto o
descongelamento pode ser afetada pela composic&olagéo crioprotetora, pois cada
espécie apresenta um protocolo especifico (Mefrial. 2012; Salmito-Vanderleyt al.
2014) devido as diferencas espermaticas entre leddsres como: taxa de diluicdo, tempo
de contato entre 0os componentes antes do congdlamEmpo e temperatura do

descongelamento entre outros podem afetar a afiai€io protocolo (Tsai & Lin 2009).

Avaliacdo da motilidade espermatica

O esperma dos peixes é constituido pelos esperoidés diluidos em plasma, onde
na maioria das espécies encontram-se imoveis iwasatla no momento da reproducédo a
motilidade € estimulada ap6s a liberacdo dos espemmides (resultando em sua
dispersao/diluicdo) do trato genital do macho eatiacéo ocorrendo devido a diferenca
osmoética do meio externo (Cosson 2004).

A motilidade espermatica total representa a taxaspermatozoides moveis, sendo
0 parametro mais utilizado para avaliar a qualidesfeermatica entre as espécies (A&vi
al. 2008). Seus resultados revelam a aptiddo do anganipara a fertilizacdo. E sua
avaliacdo pode ser feita através de microscopic@or um técnico treinado, onde seu
resultado expressa a porcentagem de espermatonoddess (Mariaet al. 2006 a; Viveiros
et al. 2009).

Outra forma de avaliacdo é através do Sistema wlélisa espermatica
computadorizada (CASA), que é utilizado para avaianotilidade dos espermatozoides

criopreservados. Este equipamento, foi utilizada pemeira vez em 1979, para avaliar as
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células espermaticas de mamiferos (Dott & FostéB)L@ recentemente foi desenvolvido
um software CASA de cédigo aberto (Wilson-Leedy & Ingermanr®20 Estesoftware é
utilizado para visualizar, digitalizar e analisaragens sucessivas dos espermatozoides.
Essa ferramenta tém sido utilizada na criopresé@ovagminal de peixes para avaliar os
efeitos de diferentes crioprotetores (Rurangival. 2001; Liuet al. 2007; Beirdoet al.
2008).

A partir das imagens reveladas por esse sistentkgnpos observar as propriedades
tanto de trajetéria quanto velocidade dessas &¢lal@lisando inUmeros parametros sobre
sua movimentacdo apdés o descongelamento. Segundstelyen et al. (2002), os
parametros avaliados s&o:

Velocidade curvilinea (VCL -um/s): € a velocidade da trajetéria real do
espermatozoide. E sempre a maior das trés vel@sdaderve como elemento de célculo
para a linearidade.

Velocidade linear progressiva (VSLum/s): € a velocidade média em funcdo da
linha reta estabelecida entre o primeiro e o Ultponto da trajetéria do espermatozoide. E
sempre a mais baixa das trés velocidades.

Velocidade média da trajetoria (VARA/S): € a velocidade da trajetéria média do
espermatozoide. Em casos onde a trajetoria da @aspermatica € muito regular e linear
com pouco movimento lateral da cabeca, a VAP éagjaamesma que a VSL, porém com
trajetdrias irregulares, ndo lineares ou onde exish alto grau de movimento lateral, a
VAP sera maior que a VSL.

Amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALHM): € a amplitude do
deslocamento médio da cabeca do espermatozoideaetragtoéria real.

Frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCFl8zp numero de vezes que a
cabeca do espermatozoide cruza a direcao do mowm&BCF pode ser subestimada se
existirem mais batimentos/segundo que imagens/gdegun

Retilinearidade (STR - %): é a relacdo percenardte VSL e VAP. Estima a
proximidade do percurso da célula a uma linha reta.

Linearidade (LIN - %): é a relacdo percentual @MSL e VCL, ou seja, quanto

mais o0 espermatozoide se afasta da velocidadenemreta, menor sera sua linearidade.
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Os valores de velocidade s&o determinados conourger relevante percorrido em
um periodo de tempo e séo representados em pmlsgrean os valores de LIN, e STR séo
determinados como raio dos valores de velocidade(h & Katz 2004).

Nascimentoet al. 2010 e Viveiroset al. 2010, concluem néo existir diferenca
significativa entres os resultados obtidos da rdaiile espermética através de avaliacdo
subjetiva, por um técnico treinado ou utilizandoCASA, possibilitando assim bons

resultados independente do método utilizado duieteecucao do trabalho.

Avaliacdo das fungbes espermaticas

A avaliacao da funcionalidade de organelas ou emtinpentos dos espermatozoides
apos a criopreservacao pode ser realizada atravésodde sondas (corantes fluorescentes),
capazes de identificar alteracdes estruturais dabtkcas no interior da célula (Souaa
al. 2013) devido a sua capacidade de se ligar a egecificas. Possibilitando avaliar a
atividade mitocondrial (Ogier De Baulefal. 1997; Trigoet al. 2015), o contetudo de ATP
(Ogier De Baulnyet al. 1999), a funcionalidade mitocondrial (Lei al. 2007; Liuet al.
2014), a fragmentacdo de DNA (Jenkasl. 2014) e a integridade de membrana (Torres
& Tiersch 2016), entre outros.

As funcionalidades podem ser analisadas atravésaescopia de epifluorescéncia
ou citometria de fluxo. A epifluorescéncia execaitavaliacdo de 200 células espermaticas
por lamina, classificando de acordo com a fluonesieéemitida.

Por outro lado, existe a citometria de fluxo paraliacdo das caracteristicas
celulares, na qual permite avaliar, analisar estflaar as células diluidas em uma solucéo
fisiologica. Esta solucéo, € direcionada a um fllixear, permitindo a passagem individual
das células pelo feixe de luz ou laser (Bergttial. 2014). Esse feixe excita as sondas
associadas as células e capta a frequéncia dquez convertida em sinais elétricos que
serdo quantificados paoftwares especificos (Bergteiet al. 2014). A combinacédo de
vérias sondas fluorescentes na andlise de uma ramnesulta em diversas subpopulacgdes,
correspondendo aos diferentes niveis de funciamddiddas células, visto que, sdo
identificadas com base na fluorescéncia emitida.

Embora ambas as técnicas sejam eficientes, a soap@ de epifluorescéncia

normalmente permite avaliar no maximo 200 células gnalise. J& com a citometria de
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fluxo, normalmente sdo analisados 10.000 célukeenfes espermaticos) em menos de um
minuto, permitindo maior rapidez e exatidao nositados (Soares & Guerra 2009).
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CAPITULO 1

Dimetilsulfoxido, metanol e metilglicol na criopres ervacao espermética do
Suruvi, Steindachneridion scriptum.

“Manuscrito a ser submetido para a revista Aquaculture Research.”
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Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito dos alcoois dimetilsulféxido
(DMSO), metanol e metilglicol nas concentracbes de 5%, 7,5%, 10%, 12,5% e
15% na criopreservacao espermatica do S. scriptum. Os machos (n=15) foram
obtidos na Piscicultura Panama (Paulo Lopes/SC) e tiveram seu esperma
coletado por massagem abdominal e diluido (1:9 v/v) em Betsville Thawing
Solution (BTS) para avaliacdo dos parametros espermaticos. As melhores
médias de motilidade total e progressiva, referem-se ao metilglicol em todas
concentragcdes e de metanol em 7,5 e 10% (P < 0.05), jA o maior periodo de
motilidade ao DMSO 5; 7,5 e 15%, além do metanol 5% e metilglicol em 7,5;
10; 12,5 e 15% (P < 0.05). Além metilglicol em 7,5% (P < 0.05) se destacar nas
demais analises da cinética. J& producdo de ROS diminuiu apenas com
metilglicol 5% comparado ao DMSO 5% (P < 0.05), porém a LPO e a
fragmentacdo do DNA néo diferiram entre si (P > 0.05). O DMSO 5; 7,5 e 10%,
conferiram maior integridade celular comparado ao metilglicol 5% (P < 0.05).
No entanto, o metanol 12,5% possibilitou menor fluidez de membrana
comparado ao DMSO 12,5% (P < 0.05), porém sua funcionalidade foi superior
com DMSO 10 e 12,5% (P < 0.05) comparado ao metanol 10% e metilglicol 5%
(P > 0.05). Por fim, as maiores funcionalidades mitocondriais foram obtidas
com DMSO 12,5 e 15% diferenciando-se apenas do metilglicol 5% (P < 0.05).
O metilglicol 7,5% foi o tratamento mais eficiente na criopreservacao

espermética do S. scriptum.
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Introducao

O Steindachneridion scpritum (Miranda-Ribeiro 1918) € popularmente
conhecido como Suruvi, sendo encontrado no Rio Uruguai e Alto Rio Parana
(Garavello 2005). Essa espécie realiza migracdo reprodutiva com fecundacéo
externa (Britto et al. 2008), além de desova total (Meurer & Zaniboni Filho
2000). Encontra-se em perigo de extincdo devido a sua distribuicdo
fragmentada, ocorréncia de barramentos ao longo de sua area de distribuicao,
além do declinio da &rea de ocupacado e qualidade de habitat (ICMBio 2014).
Dessa forma, se faz necessério a utilizagéo de estratégias que possibilitem sua

preservagao.

Entre as possibilidades de conservacdo, temos a ex situ, que é
considerada uma valiosa ferramenta de preservacdo. A partir dela, é possivel a
criacdo de bancos de germoplasma que utilizam a biotécnica da
criopreservacédo. O uso da criopreservagao permite a protecdo dos recursos
genéticos e conservacao de sua biologia (Figueroa et al. 2014) tornando-se

essencial para evitar o declinio de espécies em risco.

Entretanto, a criopreservacédo ocasiona danos devido ao choque térmico
(Wang et al. 1997; Bucak et al. 2008) e rapido restabelecimento do
metabolismo pela reidratacdo das células espermaticas (Holt 2000). Além de
durante o congelamento, ocorrerem as crioinjurias causados pelos cristais de
gelo tanto internos quanto externos, que causam tanto lesbes mecanicas as
organelas celulares (Cabrita et al. 2005) quanto a perda de motilidade

espermatica (Chatterjee et al. 2001). A fim de minimizar esses danos, 0s
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crioprotetores sao adicionados em solucdes diluidoras para a protecao dos
espermatozoides (Squires et al. 1999). Esses crioprotetores se dividem em
permedaveis, que apresentam baixo peso molecular e alta solubilidade em agua
possibilitando sua rapida penetracdo e em nao permedaveis, que apresentam

alto peso molecular e ndo penetram a célula protegendo-a externamente.

Dentre os varios crioprotetores permeaveis existentes podemos citar 0os
alcoois Dimetilsulfoxido (DMSO), metanol e metilglicol que tem sido testados
em peixes de agua doce brasileiros, com o intuito de reduzir as crioinjarias
oriundas da criopreservacdo. O DMSO é considerado o crioprotetor mais eficaz
nas concentracoes de 5 a 15% nas espécies nativas brasileiras (Viveiros &
Godinho 2009). Porém, estudos ja realizados apresentam o metilglicol
favorecendo maiores motilidades pés-descongelamento quando comparado ao
DMSO nos espermatozoides das espécies testadas (B. nattereri, B.
orbignyanus, L. obtusidens e P. lineatus). J& o metanol 10%, quando testado
em espécie nativa P. corruscans adicionado a leite em pd 15% foi eficaz na
criopreservacao de suas células espermaticas (Carolsfeld et al. 2003).

Dessa forma, a escolha adequada dos crioprotetores se torna essencial
pois depende do modo de acdo, concentracdo, temperatura e periodo de
exposicao (Tsai & Lin 2009) apresentando toxicidade correlacionada as
caracteristicas seminais de cada espécie, sendo o protocolo de congelamento
espécie-especifico. Além disto, até o momento ndo encontramos na literatura
cientifica, uma forma ou protocolo de congelamento do esperma do S.

scriptum.
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Visando o desenvolvimento de um protocolo de congelamento para o
material genético do Suruvi, o objetivo do trabalho foi analisar diferentes
concentracdes (5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15%) de alcoois (DMSO, metanol e

metilglicol) na criopreservagdo espermatica do S. scriptum.

Materiais e métodos

As coletas de espermaticas do S. scriptum juntamente com as analises
iniciais e o0 congelamento foram realizados na Piscicultura Panama
(27°57'37.8'S e 48°45'29.0'W) em Paulo Lopes - SC - Brasil. JA o
descongelamento e as demais analises realizadas na Universidade Federal de
Pelotas - UFPEL em Pelotas - RS - Brasil e na Universidade Federal de Rio
Grande - FURG em Rio Grande - RS - Brasil. O trabalho foi realizado com
autorizacdo da Comissdo De Etica Em Uso Animal (CEUA) da Universidade

Federal de Rio Grande (Ata 005/2016).

Coleta espermatica

Foram utilizados 15 machos selvagens (2,5 + 2,0 kg) sexualmente
maturos, durante o periodo reprodutivo do S. scriptum. Todos foram induzidos
hormonalmente utilizando extrato de hipdéfise de carpa (0,5 mg/kg), na qual os
animais foram mantidos em tanques com agua a 26°C. Apés 12 horas, cada
animal foi retirado do tanque e seco com toalha de papel para a realizagéo da
massagem abdominal. As aliquotas de sémen coletado foram armazenados em

tubos coOnicos de 15 mL e acondicionados refrigerados, ficando entre 5 e 8°C.
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As amostras utilizadas ndo foram contaminadas por agua, fezes, sangue ou

urina.

Avaliacao espermatica in natura

Foi realizada através de microscopio Optico de contraste em 400x (BX
Olympus 41) sendo a ativacado espermatica realizada com 1uL de amostra e

4uL de solucéo de ativacdo (Carneiro et al. 2012) em lamina sob laminula.

Criopreservacgao

Cada amostra de esperma foi exposta a todos os tratamentos do
experimento. Onde o diluente base utilizado foi o Beltsville Thawing Solution
(BTS), constituido por 37 g de glicose, 6 g de citrato de soédio, 1,25 g de
bicarbonato de sodio, 1,25 g de EDTA e 0,8 g de cloreto de potassio, 0,7 g
estreptomicina para 1L de agua destilada (Pursel & Johnson 1975), além da
adicao dos crioprotetores permeaveis dimetilsulfoxido (DMSO), metanol (MET)
e metilglicol (MG) nas concentracdes de 5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15%. Todos
os produtos quimicos utilizados para a realiza¢do do trabalho foram da SIGMA

CHEMICAL COMPANY® (ST. LOUIS, MO, EUA).

Apos a diluicdo as amostras foram homogeneizadas e envasadas em
palhetas de 250ul, fechadas com alcool polivinilico e colocadas em racks de
aluminio, permanecendo por 20 minutos a 20°C para maior contato entre os
componentes. Logo apds foram colocadas em botijdo dry shipper de vapor de
nitrogénio (Taylor-Wharton, modelo CP 300 dry shipper), por 12 horas, e
transferidas para botijao de nitrogénio liquido (MVE™, VOLTA 34, GA, USA) a -

196°C, ficando armazenadas por no minimo 30 dias (Varela Junior et al. 2012).
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Descongelamento

As amostras foram descongeladas em banho-maria a 45°C por 8

segundos e colocadas em microtubos de 1,5 mL (Streit Jr DP et al. 2006).

Sistema de andlise espermatica computadorizada (CASA)

Andlise de cinética espermatica foi realizada através de sua ativagdo
utilizando 1uL de amostra e 4 yL de solucéo de ativacao (Carneiro et al. 2012),
sob lamina e laminula no equipamento Sistema de analise espermatica
computadorizada (CASA) com software Sperm Vision® (Minitube). Seguido da
ativagao foram capturados 10 campos entre 5 e 10 s iniciais, resultando no
minimo de 1000 células. Os parametros avaliados foram motilidade total (%),
motilidade progressiva (%), distdncia média percorrida DAP (um), distancia
curvilinea DCL (um), distancia retilinea DSL (um), velocidade média do
percurso VAP (um/s), velocidade curvilinea VCL (um/s), velocidade retilinea
VSL (um/s), retilinearidade STR (VSL / VAP %), linearidade LIN (VSL / VCL %),
oscilacdo WOB, deslocamento lateral da cabeca ALH (um), frequéncia de
batimento cruzado BCF (Hz) (Dziewulska et al. 2011). O tempo de motilidade
(TMot) foi considerado desde o0 momento da ativagdo dos espermatozoides até

o término do movimento progressivo (Varela Junior et al. 2015).

Citometria de fluxo

Para a citometria de fluxo, foi utilizado o equipamento Attune Acoustic
Focusing ® (Life Technologies), com os lasers azul (Argonio 488 nm) e violeta
(UV 405 nm). Apenas o ultimo foi utilizado para as analises das seguintes

estruturas celulares: fragmentacdo de DNA, fluidez de membrana,



161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

funcionalidade de membrana e mitocéndria, LPO, rompimento celular e ROS.
Os resultados foram obtidos através do software versdo 2.1 (Life
Technologies). Para a deteccdo das populacdes espermaticas, exceto de
fragmentacado de DNA, foi utilizado o corante Hoechst 33342 a 16.2 mM. Para
eliminar os eventos ndo espermaticos foi realizado graficos de dispersdo FSC x
SSC e Hoeschst 33342 negativo. A avaliacdo de todos os tratamentos foi a
partir de células coradas com fluoroforos adicionadas em PBS livre de célcio
(0,2g de KCI, 0,2g de KH,PO,, 1,15g de Na,HPO, e 8g de NaCl para 1L de
agua deionizada, com pH 7,2), usando o total de 10.000 espermatozoides por

analise (excluido os debris).

Funcionalidade de membrana e rompimento celular

A funcionalidade de membrana, foi avaliada utilizando os fluoroforos
iodeto de propidio (PI) e Sybrl4 (MINITUBE, TIEFENBACH, GERMANY). A
aliquota de sémen descongelado foi incubada durante 10 min na sonda
fluorescente contendo 0,25 pM de Sybrl4 e 7,5 uM IP de acordo com as
instrucdes do fabricante - Minitube. Os espermatozoides foram classificados
como nao lesados e com membrana funcional (Sybr + / IP-) e lesados e/ou com
membrana néo funcional (Sybr + / IP +; Sybr- / IP +; Sybr- / IP-) (Figueroa et al.
2015). Ja para verificar o percentual de rompimento celular, as células que
apresentaram IP - foram classificadas como ndo rompidas, as que

apresentaram IP + foram classificadas como rompidas.
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Fluidez de membrana

A fluidez de membrana, foi verificada utilizando 2,7 pM corante
merocianina hidrofébico 540 (M540) e 0,1 puM de YO PRO-1 (Invitrogen -
Eugene, OR, EUA) em 10 pL de amostra incubada durante 10 min. Sendo
avaliadas células de alta fluidez (alta concentracdo de M540) e baixa fluidez
(baixa concentracdo de M540), apenas para 0s espermatozoides integros (YO-
PRO negativo) (Fernandez-Gago et al. 2013). A taxa de fluidez de membrana,
foi calculada através do niamero de espermatozoides com alta fluidez/ nUmero
de espermatozoides com alta fluidez + espermatozoides com baixa fluidez

*100.

Funcionalidade de mitocdndria

A funcionalidade de mitocondria, foi verificada com 3,1 puM de
Rhodamina 123 (fluorescéncia verde), e 7,5 uM de IP em 10 pL de amostra
descongelada ap6s incubados durante 10 min. As células espermaticas foram
classificadas quanto a alta funcionalidade (alta fluorescéncia pela acumulagéo
de Rhodamina) e baixa funcionalidade (baixa fluorescéncia, baixa acumulagéo
de Rhodamina), avaliando apenas os espermatozoides intactos (IP negativo)
(Liu et al. 2015). A taxa de funcionalidade de mitocondria, foi calculada através
do nimero de espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial/
namero de espermatozoides alto potencial de membrana mitocondrial +

espermatozoides com baixo potencial de membrana mitocondrial *100.
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indice de fragmentac&o de DNA

A integridade de DNA, foi avaliada pelo ensaio da estrutura de cromatina
(SCSA). Para verificagdo desse parametro, 10pL de amostra contendo o0s
espermatozoides descongelados foi adicionado a 5uL de TNE (0.01 M Tris-HCI;
0.15 M NacCl; 0.001 M EDTA; pH 7,2), 10uL de Triton 1X (Triton X-100, 1%) (v /
v) com intervalos de 30 segundos. O corante acridine orange foi entdo
adicionado e incubado por 30 s nédo ultrapassando o tempo de 2 min, para
fazer a leitura. Sendo o0s espermatozoides que apresentavam DNA
fragmentado apresentando fluorescéncia vermelha e 0s que apresentavam
DNA integro apresentando fluorescéncia verde. (Evenson & Jost, 2001). A taxa
de fragmentacdo de DNA index (DFI%, %), foi calculada através da

fluorescéncia vermelha / intensidade de fluorescéncia total (vermelho + verde).

Concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A avaliagdo de concentracdo de ROS, foi realizada através de 1.0 uM do
fluoréforo 2'7' diclorofluoresceinadiacetato (H,DCFDA) (emite fluorescéncia
verde quando oxidado) e 7.5uM de IP em 10 yL de amostra descongelada
apos incubados durante 10 min. Foi utilizada a intensidade mediana de
fluorescéncia verde apenas para espermatozoides intactos (IP-) (Dominguez-

Rebolledo et al. 2011).

Peroxidacao lipidica (LPO)
A peroxidacéo lipidica dos espermatozoides foi avaliada imediatamente

apo0s o descongelamento. Foi adicionada a concentracdo final de 1uM de

Bodipy C11 (Hagedorn et al. 2012) em 10 pL de amostra, e incubados por 2

10
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horas a 20°C, sendo analisados apenas espermatozoides vivos. A taxa de
peroxidacdo lipidica foi calculada através da intensidade mediana de
fluorescéncia verde (lipidio peroxidado) / intensidade mediana de fluorescéncia
verde + intensidade mediana de fluorescéncia vermelha (lipidio néo

peroxidado) *100.

Analise estatistica

Todas as varidveis foram analisadas quanto a normalidade pelo teste
Shapiro-Wilk, seguidas por analise de variancia (ANOVA) por teste de Tukey.
Os diferentes crioprotetores e suas concentragbes foram considerados
variaveis independentes, ja os parametros: motilidade total, motilidade
progressiva, tempo de motilidade, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN,
WOB, ALH, BCF, funcionalidade de membrana, funcionalidade de mitocondria,
fluidez de membrana, indice de fragmentacdo de DNA, ROS, LPO e
rompimento celular foram considerados variaveis dependentes. Todas as

analises foram realizadas no software Statistix 2010.

Resultados

A motilidade espermética do sémen fresco foi de 97,6 + 1,8 % e o
periodo de motilidade de 78,4 + 4,2 s.

As melhores médias, no sémen descongelado, de motilidade total e
progressiva, referem-se aos tratamentos com metilglicol, em todas
concentracoes (5; 7,5; 10; 12,5 e 15%), e de metanol em 7,5 e 10% (P < 0.05)

(Tabela 1). Ja o maior periodo de motilidade do sémen descongelado, ocorreu

11
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nos tratamentos com DMSO 5; 7,5 e 15%, além do metanol 5% e metilglicol em
7,5; 10; 12,5 e 15% (P < 0.05) (Tabela 1).

O melhor tratamento entre as diferentes analises da cinética (motilidade
total, motilidade progressiva, tempo de motilidade, distancia média percorrida,
distancia curvilinea, distancia retilinea, velocidade média do percurso,
velocidade curvilinea, velocidade retilinea, retilinearidade, linearidade,
oscilacdo, deslocamento lateral da cabeca, frequéncia de batimento flagelar
cruzado) dos espermatozoides descongelados foi o metilglicol 7,5%,
responsavel por conferir as melhores médias (P < 0.05) (Tabelas 1 e 2).

A producédo de ROS diminuiu no tratamento metilglicol 5%, comparado
ao DMSO 5% (P < 0.05) (Tabela 3). No entanto, a peroxidacao lipidica (LPO) e
o indice de fragmentacdo do DNA os tratamentos nao diferiram entre si (P >
0.05) (Tabela 3).

O DMSO nas concentracbes de 5; 7,5 e 10%, proporcionou melhor
protecdo a integridade celular durante o descongelamento do espermatozoide
quando comparado ao tratamento com 5% metilglicol (P < 0.05) (Tabela 3).

O tratamento metanol 12,5% resultou em uma menor fluidez de
membrana citoplasmatica comparado ao DMSO 12,5%, conservando sua
permeabilidade apds o descongelamento das células espermaticas (P < 0.05)
(Tabela 3). J4, quando avaliado a funcionalidade membrana desses
espermatozoides o DMSO em 10 e 12,5% (P < 0.05) foi superior quando

comparados com o metanol 10% e metilglicol 5% (P > 0.05) (Tabela 3).

12



271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

Por fim, as maiores funcionalidades mitocondriais foram observadas nos
tratamentos com DMSO 12,5 e 15%, se diferenciando apenas do metilglicol 5%

(P < 0.05) (Tabela 3).

Discussao

A motilidade espermatica € o fator mais utilizado para avaliar a qualidade
espermatica apos o descongelamento (Maria et al. 2006). Ela € essencial para
garantir o sucesso reprodutivo (Cabrita et al. 2010), pois € responsavel pela
propulsdo dos espermatozoides a fim de fertilizar o oécito. Durante o
descongelamento das células espermaticas do Suruvi os resultados referentes
ao metilglicol 7,5% nos inUmeros parametros da movimentacdo espermatica
conferem importantes dados, jA que, este € 0 primeiro estudo sobre
criopreservacao espermatica em S. scriptum, espécie nativa brasileira.

Sendo o tempo de duracdo da motilidade outro fator fundamental para
garantir sua reproducéo. Segundo Billard (1986), a duracdo da motilidade varia
normalmente entre 30 e 60 segundos para as espécies de agua doce com
fertilizacdo externa. Dessa forma, os valores encontrados tanto no esperma in
natura (78 segundos) quanto nas amostras descongeladas (entre 30 e 67
segundos) do Suruvi possibilitariam sua reproducéo.

JA 0 uso do DMSO permitiu uma maior protecdo as organelas
membranosas (funcionalidade de membrana, funcionalidade mitocondrial e
integridade celular) aléem de uma menor fluidez de membrana durante o
congelamento. Mesmo a temperatura sendo uma das principais causas da

desestabilizacdo das proteinas e dos lipidios da membrana plasmatica (Hazel

13
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& William 1990), além de causar alteracbes em sua fluidez devido as
modificacdes de interacdes e distribuicbes desses componentes (Van Meer et
al. 2008), esse crioprotetor possibilitou a crioprotecao a essas organelas.

Sabendo que o DMSO possui rapida penetracao, devido seu baixo peso
molecular (Lovelock & Bishop 1959), reduzindo a formacéo dos cristais de gelo
(Thirumala et al. 2006) ele pode ter proporcionado um ambiente celular mais
estavel durante o congelamento. Pois segundo Sojka et al. (1990) o DMSO
possui capacidade de interagir ou combinar com lipideos, proteinas entre
outras, sem alterar irreversivelmente sua organizacdo molecular (Sojka et al.
1990), permitindo assim, seu reestabelecimento pos-descongelamento.

Considerando que a criopreservacao desencadeia o extresse oxidativo,
devido ao aumento na producdo das espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Thomson et al. 2009, Kim et al. 2010; Aitken et al. 2012) além de induzir a
peroxidacdo lipidica (LPO) (Shaliutina et al. 2013), na qual ambos séo
responsaveis por reduzir a qualidade espermatica (Aitken & Curry 2011; Aitken
et al. 2012), se torna essencial uma menor producdo de ROS durante a
criopreservacédo para minimizar os danos celulares. O crioprotetor metilglicol
5% causou uma reducdo nas espécies reativas de oxigénio quando comparado
ao DMSO 5%, porém o estresse oxidativo ndo foi forte o suficiente para
aumentar estatisticamente a LPO n&o ocorrendo diferenga entre os tratamentos
utilizados.

Sendo o metilglicol derivado do metanol (CH30OH) e do éxido de eteno
(CH20CH?2) (Viveiros et al. 2009b), considerado um alcool relativamente néo

toxico (Takagi et al 1993) e recentemente utilizado como crioprotetor seminal

14



319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

de peixes (Maria et al. 2006). Além desse crioprotetor, conferir importantes
resultados sobre os principais parametros da cinética espermatica (motilidade
total e motilidade progressiva) aléem de estar presente entre os melhores
tempos nos espermatozoides descongelados do Suruvi. Maria et al. 2006
também atribuem resultados superiores do metilglicol quando comparado ao
DMSO e metanol durante a avaliacdo da motilidade espermatica no
descongelamento do Piracanjuba (Maria et al. 2006).

Segundo Viveiros et al. (2009a), o crioprotetor metilglicol apresenta
resultados semelhantes e, as vezes, melhores que o0 DMSO no sémen de
espécies nativas. Assim, os resultados encontrados no descongelamento das
células espermaticas do Suruvi apresentam o mesmo padrdo proposto pelo
Viveiros, na qual o metilglicol, por vezes, apresentou melhores resultados
quando comparado ao DMSO.

Por fim o metanol, em suas diferentes concentracdes, nao foi
satisfatorio, possivelmente devido a sua ineficiéncia na desidratacdo e
hidratacdo ocasionadas durante o congelamento das células espermaticas do
Suruvi. Semelhante ao encontrado por Viveiros et al. 2014, onde o metanol foi
responsavel por reduzir a qualidade espermatica pés-descongelamento do
Piracanjuba (Brycon orbignyanus).

Além disso, Viveiros & Godinho (2009) alertam que é possivel a
composicdo do plasma seminal afetar a sensibilidade dos espermatozoides
frente a acdo dos crioprotetores. Lembrando que, o protocolo de

criopreservacdo é espécie-especifico e as concentracdes utilizadas ou até

mesmo o diluente base podem ter comprometido sua eficacia.
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Esse estudo revela que o metilglicol de 7,5 a 10% combinado ao BTS,
manteve a viabilidade celular e os melhores resultados sobre a cinética
espermatica apos o congelamento. Destacando-se como 0s tratamentos mais
eficientes para a criopreservacdo espermatica da espécie, possibilitando a
formacdo do seu banco de germoplasma, jA que encontra-se em perigo de
extincdo. Além deste trabalho identificar a sensibilidade desses
espermatozoides ao metanol, indicando-se assim evitar seu uso.

Assim, concluimos que na criopreservacao espermética do S. scriptum o
melhores resultados tanto na cinética quanto na preservacdo das organelas

espermaticas foram obtidos com o BTS adicionado de 7,5% de metilglicol.
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Tabelas

Tabela 1: Analises da motilidade total, motilidade progressiva, tempo de motilidade, distancia média percorrida, distancia
curvilinea, distancia retilinea, velocidade média do percurso de espermatozoides descongelados do Steindachneridion scpritum

(Miranda-Ribeiro 1918) com os alcoois dimetilsulféxido, metanol e metilglicol em diferentes concentracées (média * erro padrdo).

Andlises de cinética espermatica

Tratamentos (%) MotTot(%) MotProg (%) TMot (s) DAP (um) DCL (%) DSL VAP (um/s)
DMSO 5 29,7 +1,12 °@ 22,4 +1,07 "% 67,8+2,65° 13,4 + 0,33 ™™ 16,5 + 0,34 11,0 + 0,32 "% 29,7 +0,73 ™™
DMSO 7,5 28,7+1,33 % 21,6 +1,21 % 55,1 + 2,81 2 13,2 + 0,38 ©¢ 16,4 + 0,43 ' 10,9 + 0,36 ' 29,2 + 0,84 "%
DMSO 10 31,1 +1,54° 23,2 +1,47 °° 49,1 + 3,73 "¢ 12,1 +0,30 15,0 + 0,34 " 9,8 +0,28 ° 26,5+ 0,70
DMSO 12,5 24,4 +1,25 17,5+1,05° 454 + 288 % 12,2 + 0,26 ¢ 14,9 + 0,32 %" 10,1 + 0,24 ' 26,8 + 0,63 °°
DMSO 15 222+1,33° 156+1,20" 52,4 + 3,00 2 12,0 £ 0,25 14,6 + 0,28 " 9,8+0,23 26,8 + 0,55 °°
MET 5 32,3+1,65 " 23,7 +1,45 °° 59,5 + 2,58 2« 13,4 +0,33 * 16,8 + 0,39 ™ 11,1 +0,31 * 29,6 +0,75 >
MET 7,5 39,0 + 2,08 ° 31,1 +1,97 49,1 + 3,44 °% 14,3 +0,48 ™ 18,0 £ 0,57 ™ 12,0 + 0,46 ™ 31,5+1,09 ™
MET 10 42,1+215% 31,7 + 2,03 48,1 + 3,48 °* 13,8 + 0,52 17,3 +0,59 ©*¢ 11,5 + 0,48 ¢ 30,1 +1,17 °
MET 12,5 26,1+1,34 % 18,6 +1,20 309+283"' 11,8+0,32° 14,3+0,37 " 9,8+0,30 * 259+0,71°
MET 15 26,8 +1,47 19,4+1,28° 34,8+3,54 ¢ 11,4 +0,24 © 14,0 +0,29 ¢ 9,4+0,23" 25,3+0,55 °©
MG 5 445+216° 35,7 +2,05? 47,6 + 4,12 "°° 17,9+0,67 2 22,6+0,69 2 15,4 + 0,63 2 399+1,61°
MG 7,5 44,1+230° 36,5+2,24° 64,5+ 3,93 2 18,6 +0,71° 229+0,72° 16,2 +0,71 2 40,9+1,54°
MG 10 47,3+215°% 37,7+2,04° 60,6 + 2,68 2*° 15,4 + 0,49 *° 19,4 + 0,54 *° 13,2 +0,47 *° 339+1,17 %
MG 12,5 43,2+223° 32,7+2,19 ° 54,5 + 3,24 2% 142 + 0,56 * 18,2 + 0,59 ™ 11,8 + 0,55 "% 31,6 +1,29 *
MG 15 429+1,70° 31,5+1,57 % 49,5 +3,01 %% 125+0,32 % 16,0 + 0,37 ' 10,4 + 0,31 ' 27,3+0,70 °°

Motilidade total (MotTot), motilidade progressiva (MotProg), tempo de motilidade (TMot), distancia média percorrida (DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade média do

percurso (VAP), dimetilsulféxido (DMSO), metanol (MET) e metilglicol (MG). Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica (P < 0.05).



Tabela 2: Andlises de velocidade curvilinea, velocidade retilinea, retilinearidade, linearidade, oscilacdo, deslocamento lateral da

cabeca, frequéncia de batimento flagelar cruzado de espermatozoides descongelados do Steindachneridion scpritum (Miranda-

Ribeiro 1918) com os alcoois dimetilsulfoxido, metanol e metilglicol em diferentes concentracdes (média * erro padrdo).

Andlises de cinética espermatica

Tratamentos (%) VCL (um/s) VSL (um/s) STR LIN WOB ALH BCF
DMSO 5 36,5+ 0,78 ™ 24,2 + 0,70 "% 0,81 + 0,005 ¢ 0,65 + 0,008 0,81 + 0,006 ®** 1,53 +0,05 ? 23,1+ 0,32 *
DMSO 7,5 36,3+1,01 24,0 + 0,79 ° 0,81 +0,006 ™ 0,66 + 0,009 0,80 + 0,007 *** 1,50 +0,07 *° 22,7 +0,44 °'"9
DMSO 10 33,1+0,81 % 21,5+ 0,62 0,80 + 0,005 ¢ 0,65 + 0,009 0,80 + 0,008 *** 1,36 + 0,06 **° 21,5+ 0,38
DMSO 12,5 33,0+0,82 % 22,1+ 0,54 ° 0,82+ 0,005 0,67 +0,001 ®° 0,81 +0,008 ¢ 1,42 +0,07 *° 22,7 +0,53 %"
DMSO 15 32,8+0,67 21,7 + 0,48 ° 0,81 + 0,005 ¢ 0,66 + 0,009 *° 0,81 +0,008*°  1,57+0,06* 21,8 +0,37
MET 5 37,1+0,89 * 24,5+ 0,67 * 0,82 + 0,005 0,66 + 0,009 0,80 + 0,007 ** 1,43 +0,05 *° 23,6 + 0,39 *
MET 7,5 39,5+1,27 " 26,3+1,01 " 0,82 + 0,005 ** 0,66 + 0,009 *° 0,80 + 0,008 * 1,41 +0,06 *° 24,7 +0,58 ©
MET 10 37,9+1,35 % 25,1+ 1,07 0,82+ 0,005 0,66 + 0,009 0,79 + 0,008 *** 126 +0,04 ™ 23,8+0,53 %
MET 12,5 31,3+0,84° 21,5+0,65° 0,82 +0,005 " 0,68 +0,009 ? 0,83 + 0,007 ® 1,26 +0,05 © 21,0+0,47 "
MET 15 30,9+0,69 ° 20,6 +0,50 ' 0,82 + 0,005 ¢ 0,67 + 0,009 0,82 + 0,007 ® 1,34 + 0,06 *° 21,0+0,44 ¢
MG 5 50,3+ 1,66 2 34,2+1,50° 0,84 + 0,006 * 0,66 +0,011 % 0,78+0,010°®  1,55+0,07 *° 28,7+0,50
MG 7,5 50,5+ 1,56 2 356+1,53° 0,85 + 0,006 * 0,68 +0,011 0,80 + 0,008 *** 1,55+0,06 * 30,8+0,57 °
MG 10 426+1,27 % 28,9+1,10 0,84 + 0,004 * 0,68 + 0,008 0,79 + 0,008 1,34 +0,05 *° 26,7 +0,49 *°
MG 12,5 40,5+1,36 ™ 26,1 + 1,23 "% 0,81 +0,007 ™ 0,63+0,011° 0,77 + 0,009 ¢ 1,48 + 0,07 *° 24,3 +0,52 °°
MG 15 35,0 + 0,82 °*° 22,5+ 0,66 0,82 + 0,005 0,64 + 0,009 0,78 + 0,008 1,28 + 0,05 *° 22,9+ 0,44 °"9

Velocidade curvilinea (VCL), velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilagdo (WOB), deslocamento lateral da cabega (ALH), frequéncia de batimento flagelar cruzado

(BCF), dimetilsulféxido (DMSO), metanol (MET) e metilglicol (MG). Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica (P < 0.05).
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Tabela 3: Analises das organelas espermaticas (funcionalidade mitocondrial, funcionalidade de membrana, integridade

celular, fluidez de membrana, fragmentacdo de DNA) e da bioquimica (espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica) dos

espermatozoides descongelados do Steindachneridion scpritum (Miranda-Ribeiro 1918) com os alcoois dimetilsulféxido, metanol e

metilglicol (média + erro padréo).

Andlises das organelas celulares e da bioquimica espermatica

Tratamentos (%) FMit (%) FMe (%) IC (%) FM (%) DNA (%) ROS (%) LPO (%)
DMSO 5 476+24 405+5,0® 51,8+4,4°% 46,7+1,9 0,042 £+0,003% 9723,6+3553,7% 544+6,4°
DMSO 7,5 445+25% 435+50% 482 +45°* 43,1+2,22° 0,044 £0,003% 18225+728,7* 53,7+59°?
DMSO 10 491+238% 50,4+4,9°? 52,8+4,8°% 48,9 +24 0,051 +0,005% 6838,8+2696,4% 545+6,3%
DMSO 12,5 51,0+3,12 53,0+5,0°? 48,6 +6,7 % 50,8+1,6°2 0,042 £0,002 % 4197,2+24694% 453+6,3%
DMSO 15 51,9+32°2 48,0+5,0% 427+33% 50,4+23% 0,056 +0,011% 983,0+275,9 2 445+6,3°
MET 5 424+27% 33,047 46,7+35% 46,3+1,5° 0,046 £ 0,003 % 4960,8 +2350,2% 51,4+58°%
MET 7,5 40,8+2,6 30,4+59% 38,4+35% 458 +2 32 0,046 £0,004 % 1757,6+717,4%® 478+58"%
MET 10 422+27% 259+50°" 41,7+28% 42,0+2,1° 0,039 +0,002% 655,3+196,9 %" 550+6,12
MET 12,5 46,3+3,6 328+56 % 446 +35% 386+15° 0,043 +0,003% 3764,8+1638,7% 492+6,7%
MET 15 41,4+31°% 30,6 +4,7% 40,9+35% 43,9+23° 0,051 +0,007* 1594,3+5954%*  46,8+5,8°?
MG 5 351+26°" 225+38°" 275+4,72° 40,2+15" 0,038 +0,001% 3459+87,7° 485+57%
MG 7,5 376+28% 282+4,0% 33,8+4,3% 41,9+22 2 0,036 £ 0,001 * 4298,9+19198% 488+6,7%
MG 10 39,7+2,7% 36,2+4,4% 32,3+42% 43,7+1,9 2 0,043 +0,003% 1064,0+338,1%* 457+6,3%
MG 12,5 41,6+3,0% 335+4,4% 38,4+43% 40,4 +1,9 2° 0,038 +0,001% 1639,8+696,7* 33,1+55°?
MG 15 448+29% 348+4,6 % 41,7+43% 44,7 +2,0° 0,047 £0,005% 10450+2712%* 446+6,2°

Funcionalidade mitocondrial (FMit), funcionalidade de membrana (FMe), integridade celular (IC), fluidez de membrana (FM), fragmentacdo de DNA (DNA), espécies reativas de oxigénio (ROS) e
peroxidagao lipidica (LPO), dimetilsulféxido (DMSO), metanol (MET) e metilglicol (MG). Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica (P < 0,05).
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