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RESUMO GERAL

A biotecnologia reprodutiva aplicada a aquicultura vem sendo incrementada com trabalhos
de criopreservacao seminal, melhoramento genético e producao de bancos de germoplasma.
Durante a crioconservacdo de células espermaticas, podem ser utilizados diferentes
crioprotetores internos e externos, curvas de resfriamento, ou formas de congelamento para
minimizar o efeito deletério desta biotecnologia. O objetivo desta tese foi avaliar o efeito de
diferentes crioprotetores sobre caracteristicas das células espermaticas de tambaqui
Colossoma macropomum observadas in vitro e in vivo. Os experimentos avaliaram
Dimetilsulfoxido (DMSO) (5, 10, 15 e 20%); Dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida
(DMA) e Metilformamida (MF) (todas as amidas em 2, 5, 8 e 11%); Lipoproteina de baixa
densidade (LDL) da gema do ovo de galinha (4, 8, 12 e 16%) assim como Trealose (50,
100, 150 e 200 mM), para crioprotecdo espermatica de tambaqui. Apds o sémen ter sido
congelado e descongelado, foi avaliada sua qualidade quanto as taxas de motilidade
espermatica, fertilizacdo, eclosdo, funcionalidade mitocondrial, integridade da membrana,
integridade do DNA e ao tempo de laténcia. As taxas de fertilizacdo e de eclosdo com 10%
DMSO néo diferiram do sémen fresco. Devido aos resultados obtidos com 10% de DMSO,
este foi comparado com as amidas, LDL e Trealose. As maiores taxas de fertilizagéo e
ecloséo ocorreram quando se utilizou amidas nas concentragdes de 5% DMA, 8% DMF e
8% MF, as quais ndo diferiram entre si. Nesses tratamentos, as taxas de fertilizacdo e
eclosdo foram semelhantes as observadas com sémen fresco. As concentracfes mais
elevadas de LDL asseguraram a manutencdo da integridade de membrana e da mitocondria
e promoveram maior viabilidade celular. Por outro lado, se obsevou que, quanto maiores as
concentragfes de LDL, menores foram o tempo de laténcia, as taxas de motilidade,
fertilizacdo e eclosdo. As taxas de fertilizacdo e eclosdo ndo diferiram entre DMSO e 0s
tratamentos que utilizaram trealose, sendo que a taxa da fertilizagdo com 150 mM de
trealose néo diferiu do tratamento com sémen fresco. Com estes resultados conclui-se que
as amidas (5% DMA, 8% DMF e 8% MF) e 150 mM trealose preservaram de forma

eficiente células espermaticas de Colossoma macropomum.



ABSTRACT

The use of reproductive biotechniques in aquaculture has been incremented in studies
focused on sperm cryopreservation, genetic improvement and germplasm production.
Distinct penetrating and non penetrating cryoprotectants, cooling curves and other freezing
methods can be used to minimize the potential deleterious effects for spermatozoa arising
from the cryopreservation process. The objective of this thesis was to evaluate the effect of
different cryprotectants on in vitro and in vivo characteristics of tambaqui, Colossoma
macropomum, sperm. The experiments evaluated Dimethyl sulfoxide (DMSO) (5, 10, 15
and 20%); Dimethylformamide (DMF), Dimethylacetamide (DMA) and Methylformamide
(MF) (all amides in 2, 5, 8 and 11%); Low density lipoprotein (LDL) from chicken egg
yolk (4, 8, 12 and 16%) for as Trehalose (50, 100, 150 and 200 mM), for tambaqui sperm
cryopreservation. The post-thawing sperm quality evaluations were: sperm motility,
fertilization and hatching rates; mitochondrial functionality, integrity of sperm membrane
and DNA and period of motility. The fertilization and hatching rates with 10% DMSO did
not differ from fresh semen. Therefore, 10% DMSO was used as a control for comparisons
against amides, LDL and Trehalose. The greatest fertilization and hatching rates were
obtained with 5% DMA, 8% DMF and 8% MF, which not only did not differ among
themselves, but were also similar to those observed with fresh sperm. The highest LDL
concentrations ensured maintenance of sperm membrane integrity, mitochondrial
functionality and sperm viability. However, period of motility, sperm motility, fertilization
and hatching rates decreased as LDL concentration increased. Fertilization and hatching
rates were similar for treatments including DMSO and trehalose and the fertilization rate
obtained with 150 mM trehalose was similar to that observed with fresh sperm. In
conclusion, some amides (5% DMA, 8% DMF and 8% MF) and trehalose are efficient

cryoprotectans for Colossoma macropomum sperm.



INTRODUCAO GERAL

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier 1818), uma espécie migradora nativa da
bacia amazoénica, € considerado o segundo maior peixe de escamas dos rios Amazonas -
Solimdes (Goulding & Carvalho 1982) e Madeira, localizado no estado de Rondonia. Neste
rio, estd em fase de implantacdo uma usina hidrelétrica (Lopes et al. 2009), isto podera
dificultar a migracdo dessa espécie, pela mudanca do regime Idtico para o léntico,
ocasionando a formacdo de populacdes com alto grau de parentesco e restringindo o fluxo
genético, o que podera acarretar na reducdo da heterogeneidade genética (Odum 1971,
Braga et al. 2005, Carpio 2006). Nestes casos a preservacdo da heterogeneidade do
patrimdnio genético de espécies nativas torna-se importante para evitar impactos negativos
sobre a ictiofauna (Sirol & Britto 2006).

Em relacdo a aquicultura o C. macropomum € a espécie nativa brasileira mais produzida
comercialmente com mais de 30 mil toneladas (FAO 2008) e apresenta bons resultados em
diferentes tipos de criacdo intensiva (Chellapa et al. 1995, Valenti et al. 2000). Nos
sistemas comerciais de producdo a variabilidade genética é importante, pois possibilita a
melhoria de caracteristicas produtivas (Suquet et al. 2000). Atualmente esta espécie foi
incluida no programa brasileiro de melhoramento genético, em varias instituicdes de
pesquisa, cabendo destacar que somente a Embrapa possui oito unidades desenvolvendo
trabalhos com esta espécie. Além desta, também estdo envolvidas dez universidades
federais, trés estaduais e uma universidade norte-americana (Lopes et al. 2009).

A criopreservacdo seminal, além de servir como forma de manutencdo de estoques de
sémen para reproducbes futuras, colabora também para a reducdo dos custos com a
manutencdo dos machos, além de ser uma o6tima ferramenta para selecdo e difusdo de
material genético, otimizando, desta forma o melhoramento genético (Suquet et al. 2000).
Esta ferramenta possibilita também o atendimento, através de banco de germoplasma, da
conservacdo da variabilidade genética dos animais na natureza (Martinez-Paramo et al.
2009).

Com os protocolos de congelamento de sémen, mediante o uso dos crioprotetores
internos e externos, busca-se a protecdo dos espermatozoides evitando a formacdo de
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cristais de gelo intracelular, que ocasionam danos na membrana espermaética (Bianchi et al.
2008, Hu et al. 2009, Varela Junior et al. 2009), desnaturacdo do DNA (Hu et al. 2008,
Koderle et al. 2009) e lesdo nas mitocondrias e microtibulos (Hammerstedt & Graham
1992). Em peixes deve-se ter uma preocupacdo especial em relagdo a osmolalidade do
diluente, pois este ndo pode ativar as células espermaticas (Chambeyron & Zohar 1990).
Além disto, ressalta-se a necessidade de desenvolver alternativas de solucbes
crioprotetoras, que protejam o material genético, minimizando as perdas na qualidade
seminal apos o descongelamento (Holt 2000).

Atualmente, um composto largamente empregado para a crioprotecdo intracelular no
processo de preservacao de gametas masculinos de vérias espécies é o glicerol (Alvarenga
et al. 2005). Entretanto, este alcool apresenta algumas desvantagens para a manutencdo da
integridade celular, devido ao alto peso molecular, a alta viscosidade e pouca
permeabilidade. Estas caracteristicas alteram a polimerizacdo da proteina tubulina,
modificando a forma dos microtibulos associados, prejudicando a integridade da
membrana plasmatica, comprometendo a estrutura da camada de glicocalix e o balanco
energético (Hammerstedt & Graham 1992). Além disso, também ocorre estresse osmotico,
devido a retirada de &gua intracelular (Gilmore et al. 1995).

Por exemplo, no congelamento de sémen de peixes de agua doce, nativos, o crioprotetor
interno mais utilizado é o dimetil sulfoxido - DMSO (Viveiros & Godinho 2009). Os
crioprotetores internos mais recentemente testados na preservacdo espermatica de
mamiferos sdo as amidas. Sua acdo crioprotetora é atribuida ao baixo peso molecular e a
alta permeabilidade celular, reduzindo a possibilidade de danos a membrana celular (Ball &
Vo 2001). Seu grupo funcional amina associa-se ao hidrogénio da molécula de agua através
de uma unido mais eficiente com a agua, quando comparada a do glicerol, promovendo a
formacéo de micro-cristais de gelo (gel intracelular), que sdo benéficos, pois minimizam as
criofraturas da membrana espermatica (Bianchi et al. 2008). Porém, até o presente
momento, ndo foram realizados estudos para avaliar tanto o efeito direto do DMSO, quanto
o efeito da utilizacdo de amidas, sobre as estruturas celulares de peixes nativos brasileiros,

de &gua doce.



Estudos preliminares, em peixes, comprovaram que a substituicdo do glicerol,
propilenoglicol ou metanol por amida promoveu uma maior manutencdo da motilidade e
fertilizacdo (Richardson et al. 2000, McNiven et al. 1993). Um recente trabalho com
Lutjanus argentimaculatus demonstrou que a toxidez da dimetilacetamida e formamida,
diminuiu a motilidade espermatica, quando exposto durante 10 minutos a 25° C, entretanto
a capacidade crioprotetora de ambos os compostos ndo foi avaliada (Vuthiphandchai et al.
2009)

Segundo o estudo realizado por Menezes et al. (2008) no qual foram utilizados como
crioprotetores etileno glicol, DMSO, propileno glicol, dimetilacetamida e metanol
(concentrages e diluente base ndo descritos), o percentual de motilidade espermatica pds-
descongelamento do tambaqui variou entre 5 e 20%. Farias & Nunes (1999), que utilizaram
como diluidor de congelamento do sémen de tambaqui agua de coco e 5% de glicerol,
observaram uma variagdo na motilidade espermatica pds-descongelamento entre 30 e 80%.
Estes autores atribuiram esta heterogeneidade nos resultados a grande variacdo da
osmolalidade da agua de coco. Porém, ndo foi utilizado nenhum diluente controle, além de
ndo ter sido verificada a acdo sobre as estruturas celulares.

Em espécies como Piaractus mesopotamicus, Prochilodus scrofa, Brycon orbignyanus,
Paralichthys orbignyanus e Morone saxatilis foi avaliada a agdo dos crioprotetores sobre a
integridade da membrana plasmatica (Silveira et al. 1990, Kavamoto et al. 1989, Murgas et
al. 2003, He & Woods 2004, Lanes et al. 2008) ou sobre as mitocéndrias (He & Woods
2004). Entretanto, em células espermaticas descongeladas de peixes nativos de dgua doce
ndo foi avaliado o efeito dos crioprotetores, simultaneamente sobre os componentes
celulares (membranas, DNA e mitocdndrias).

Além da utilizacdo de crioprotetores internos é importante adicionar ao diluidor de
congelamento um crioprotetor externo como, por exemplo, as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). Estas se aderem a membrana espermatica impedindo a saida dos
fosfolipidios da membrana celular (Foulkes 1977, Watson 1981, Graham & Foote 1987,
Bergeron et al. 2004), além de formarem uma pelicula protetora entre a agua e 0s acidos
graxos do espermatozoide (Anton et al. 2003). Varios estudos em mamiferos relatam que a
utilizacdo da LDL promove a protecdo da membrana espermatica durante o processo de
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congelamento (Moussa et al. 2002, Bergeron et al. 2004, Varela Junior et al. 2009), porém
a efetiva protecdo na manutencdo da estrutura celular pos-descongelamento ndo foi
avaliada em espécies de peixes nativos, de agua doce.

Diversos agucares tém sido incluidos nos diluentes para criopreservacao de sémen, por
atuarem como substratos de energia, componentes osmaticos e agentes crioprotetores, em
funcdo de seu alto peso molecular, contribuindo para o equilibrio osmotico (Holt 2000).
Entretanto, com o intuito de reduzir as injdrias causadas pela cristalizacdo de gelo utilizam-
se acucares que atuam na desidratacdo celular (aumento da pressdo osmdtica), reduzindo
assim o volume de &gua passivel de ser congelada no interior da célula (Aisen et al. 2002).
Geralmente, dissacarideos, como sacarose (glicose + frutose) e trealose (glicose + glicose),
sdo mais efetivos na funcdo de estabilizar a bicamada lipidica da membrana espermatica do
que os monossacarideos (De Leeuw et al. 1993). Alguns estudos demonstraram o efeito
benéfico da trealose na protecdo da membrana espermatica de mamiferos (Aisen et al.
2005, Berlinguer et al. 2007).

O efeito crioprotetor da trealose é atribuido ao seu efeito osmdtico, bem como as
interacdes especificas com os fosfolipidios presentes na membrana (Bakds & Disalvo
1991). Neste sentido, a trealose interage com os grupos polares do fosfolipidio, impedindo
o0 espacamento lateral entre os fosfolipidios, prevenindo a fuséo, justaposi¢do e rompimento
das membranas (Crowe et al. 1984, Anchordoguy et al. 1987). Este dissacarideo auxilia
também na contensdo da excessiva desidratacdo celular, reduz a formacdo de cristais de
gelo, reduzindo, assim, as crioinjurias das organelas celulares. Desta forma, confere maior
flexibilidade a membrana espermatica, tornando-a mais resistente aos danos causados pelo
choque térmico (Aisen et al. 2005). Cabe destacar ainda, que a sua acdo como antioxidante
protege a membrana contra o ataque de radicais livres, produzidos pelas rea¢fes oxigénio-
especie especificos (Bucak et al. 2007). O efeito da utilizacdo da trealose sobre as estruturas
dos gametas masculinos de peixes de agua doce criopreservados é desconhecido.

Em decorréncia destes fatos, esta tese teve como objetivo avaliar o efeito do DMSO,
amidas, lipoproteina de baixa densidade e trealose sobre as estruturas (mitocéndrias,

membranas celulares e DNA) e sobre a funcionalidade (motilidade, tempo de laténcia, taxa



de fertilizacdo e taxa de eclosdo) de células espermaticas criopreservadas de tambaqui

Colossoma macropomum.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do diluente com dimetilsulféxido (DMSO)
sobre a estrutura e funcionalidade do espermatozoide de Tambaqui Colossoma
macropomum criopreservado. O sémen foi diluido 1/9 (v/v) em Beltsville Thawing
Solution acrescido de 5, 10, 15 e 20% de DMSO. Apds dois minutos foi congelado em
botijao dry shipper (-76°C/12h), sendo armazenado em botijdo de NL (-196°C) Apds 15
dias o sémen criopreservado foi avaliado quanto as taxas de motilidade, laténcia,
fertilizacdo, eclosdo, integridade de membrana e de DNA, funcionalidade mitocondrial e
viabilidade. As taxas de fertilizacdo e eclosdo com 10% DMSO né&o diferiram (P > 0,05) do
sémen fresco. Os diluentes com 5 e 10% de DMSO foram superiores (P < 0,05), nas
avaliacbes de motilidade, laténcia e integridade de DNA do espermatozdide, as
concentracdes 15 e 20%. Entretanto, a viabilidade celular nas concentracdes 5 e 10% de
DMSO foi inferior (P < 0,05) a obtida com 20% de DMSO, enquanto com 15% de DMSO
néo diferiu (P > 0,05) das demais concentra¢bes. Considerando os resultados in vivo e in
vitro, nas condicBes experimentais relatadas, o DMSO na concentracdo de 10% foi

associado a melhor manutencao da qualidade de sémen criopreservado de Tambaqui.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of an extender including
dimethylsulfoxide (DMSO) on the structure and functionality of frozen sperm of Tambaqui
Colossoma macropomum. Sperm was extended 1/9 (v/v) in Beltsville Thawing Solution
including 5%, 10%, 15% and 20% DMSO. After two minutes, sperm was frozen in dry
shipper (-76 °C/12h) and subsequently stored in liquid nitrogen (-196 °C). After 15 days,
sperm was evaluated according to: motility; latency period; fertilization and hatching rates;
membrane and DNA integrity; mitochondrial functionality; and viability. Fertilization and
hatching rates with 10% DMSO did not differ from those with fresh sperm (P > 0.05).
Extenders including 5% and 10% DMSO presented greater (P < 0.05) sperm motility,
latency period and DNA integrity than extenders including 15% and 20% DMSO.
However, sperm viability with 5% and 10% DMSO was lower (P < 0.05) than with 20%
DMSO, but for the extender with 15% DMSO, sperm viability was similar to that with
other concentrations (P > 0.05). Considering those results, the extender with 10% DMSO

was associated with improved quality of frozen sperm of Tambaqui.
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INTRODUCAO

O Tambaqui Colossoma macropomum € a especie nativa brasileira mais produzida
comercialmente (FAO 2008), sendo um peixe de facil manuseio e rapido crescimento
(Chellapa et al. 1995, Maria et al. 2011). Entretanto, por ser uma espécie reofilica (Froese
& Pauly 2009), sua reproducdo em cativeiro depende de realizacdo de inducdo hormonal e
posterior fertilizacao artificial.

A fertilizacdo artificial pode ser aplicada para aumentar a producgéo, atendendo a grande
demanda e diminuindo a exploracdo dos recursos naturais. A criopreservagdo € uma técnica
valiosa no melhoramento genético em planteis (Suquet et al. 2000), além de proporcionar
um continuo fornecimento de sémen de boa qualidade para a fertilizacdo artificial. Para o
sucesso do congelamento é necessario que os diluentes utilizados na preservacdo seminal
tenham pH e osmolalidade adequados, boa capacidade de tamponamento e protecdo da
lesdo criogénica (Salamon & Maxwell 2000). A composicdo dos diluentes, concentragdo
dos crioprotetores e método de congelamento podem afetar a qualidade final do sémen
(Sansone et al. 2002, DeGraaf & Berlinsky 2004). Os crioprotetores internos minimizam as
perdas da qualidade espermatica, agindo diretamente sobre as organelas e funcionalidades
espermaticas (Holt 2000). As acdes destas substancias crioprotetoras sdo evitar danos na
membrana espermatica (Hu et al. 2009), prevenir a desnaturagdo do DNA (Hu et al. 2008,
Koderle et al. 2009) e evitar lesdes nas mitocondrias e microtibulos (Hammerstedt &
Graham 1992). Varios crioprotetores internos tem sido testados em peixes brasileiros,
sendo o dimetilsulféxido (DMSO), nas concentracbes de 5-15%, o mais efetivo na
crioprotecdo aos espermatozoéides (Viveiros & Godinho 2009).

Segundo Menezes et al. (2008), utilizando os crioprotetores etileno glicol,
dimetilsulfoxido, propilenoglicol, dimetilacetamida e metanol (concentracbes e diluente
base ndo descritos), a motilidade pds-descongelamento do sémen de Tambaqui variou entre
5 e 20%. Farias & Nunes (1999), que utilizaram agua de coco e 5% de glicerol como
diluidores de congelamento do sémen de Tambaqui, observaram uma variacdo na
motilidade espermatica pds-descongelamento entre 30 e 80%. Porém, nesses estudos, ndo

foi verificada a acéo das diferentes concentracbes de um mesmo crioprotetor, nem a acéo
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destes sobre a viabilidade e as estruturas (membrana, mitocondria e DNA) das células
espermaticas descongeladas.

Em decorréncia destes fatos, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito das
diferentes concentragbes de DMSO sobre as estruturas (mitocdndrias, membranas celulares
e DNA) e sobre a funcionalidade (motilidade, tempo de laténcia, viabilidade, taxa de
fertilizacdo e taxa de eclosdo) de células espermaticas criopreservadas de Colossoma

macropomum.

MATERIAL E METODOS

O trabalho de coleta foi realizado no periodo de novembro de 2009 a fevereiro de 2010,
na Piscicultura Boa Esperanca, em Pimenta Bueno, Ronddnia. As analises da qualidade
seminal foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia em Reproducdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e no Laboratério de Histologia da Universidade
Federal de Rio Grande (FURG), Rio Grande do Sul, Brasil. Todas as substancias quimicas

utilizadas sao provenientes da Sigma Chemical Company® (St. Louis, MO — USA).

Peixes
Avaliou-se o efeito do DMSO, durante a criopreservacdo seminal, sobre as células

espermaticas de C. macropomum. Foram utilizados oito machos e quatro fémeas em idade
reprodutiva (3 a 4 anos) no experimento. Os animais foram mantidos em viveiros, sob
condicdes ambientais, sendo alimentados com racdo comercial com 40% de proteina bruta
e 2900 kcal de energia metabolizavel/kg de racdo, com uma frequencia alimentar de trés

vezes na semana, servindo-se 3% do peso vivo por vez.

Coleta e avaliacdo seminal
Os machos foram despescados dos viveiros, sendo imediatamente induzidos com 1,0 mg

de extrato de hipofise de carpa/kg de animal vivo, diluido em 0,5 mL de soro fisioldgico
estéril (0,9% de NaCl), aplicado na regido dorso lateral. Apés, os peixes foram mantidos
em dois tanques (3.000 L) de manipulacdo (no méaximo quatro animais em cada), com

coluna d’4gua de 70 centimetros, em fluxo constante sob temperatura de 28 °C, por no
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maximo 24 h. Apo6s 6 h e 15 min (175 horas-grau) foi realizada massagem abdominal,
coletando-se 0 sémen com tubo cénico de 15 mL (um para cada animal), registrando-se o
volume coletado. Foi evitada a extrusdo simultanea de fezes e/ou urina, a fim de néo ativar
0s espermatozoides nem contaminar as amostras, como recomendado por Billard et al.
(1995).

Antes da criopreservacao, cada amostra seminal foi avaliada, por um Unico observador,
quanto a motilidade e tempo de laténcia, descartando amostras que ndo apresentavam
motilidade acima de 80% em 10 s ap6s a ativacdo com agua destilada. A motilidade
(percentual de células mdveis) foi avaliada colocando-se 1,0 uL de sémen e 99,0 pL de
agua destilada em lamina sob laminula, em microscopio éptico de contraste de fases (Maria
et al. 2011). Para avaliar o tempo de laténcia, foi mensurado o tempo desde a ativacdo até a
parada total da movimentacdo espermatica (segundos). A concentracdo espermatica foi
determinada por meio de cadmara de Neubauer, contando-se em microscopio optico (Maria
et al. 2011).

Criopreservacgao Seminal
A solucdo base para diluicdo foi o Beltsville Thawing Solution (BTS) constituido de

37,00 g de glicose; 6,00 g de citrato de sédio di-hidratado; 1,25 g de bicarbonato de sédio;
1,25 g de etilenodiamino tetracetato e 0,90 g de cloreto de potéassio em 1,00 L de agua
destilada (Pursel & Johnson 1975).

O sémen de cada macho (n = 8) foi diluido 1/9 (v/v) em todos os tratamentos (5, 10, 15 e
20%) de DMSO em solucdo base (BTS). Para cada repeticdo (machos) de cada tratamento
(5, 10, 15 € 20% de DMSO em BTS) foram envasadas 5 palhetas de 250 pL, identificadas,
colocadas em tubos pléasticos e fixadas nas racks, permanecendo por cinco minutos a 24 °C.
Apés, foram alocadas no canister de um botijdo do tipo dry shipper (Taylor-Wharton,
modelo CP 300 dry shipper), com vapor de nitrogénio, sendo congeladas de acordo com
Taitson et al. (2008). As palhetas permaneceram por 12 horas no dry shipper, sendo
finalmente transferidas para o botijdo de nitrogénio liquido (MVE, modelo CP-34), onde

ficaram estocadas por, no minimo, 15 dias a -196 °C.
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Descongelamento seminal e avaliacOes da taxa de fertilizacéo e ecloséo
Para avaliar a taxa de fertilizacdo foram utilizadas quatro fémeas, uma para cada dois

machos, ou seja, na desova de uma fémea eram testados os quatro tratamentos de dois
machos. As fémeas foram induzidas a desova com extrato de hipéfise de carpa (5,0 mg/kg
de peso corpéreo), diluido em 2,0 mL de soro fisiolégico estéril (0,9% de NaCl), sendo
aplicado com seringa de 2,0 mL (2/0,01 mL), na regido dorso lateral. Os évulos foram
extrusados por massagem abdominal e coletados em Becker de 1000 mL, sendo divididos
em seis aliquotas de 2,0 g cada.

Aliquotas de 150 pL de sémen oriundos de cada macho, criopreservada com diferentes
tratamentos foram descongeladas de acordo com Streit Jr et al. (2006), a 45 °C, por 5 s, e
fertilizaram as aliquotas de 6vulos. As outras duas aliquotas de dvulos restantes de cada
fémea foram fertilizadas com 15 pL sémen fresco, coletado de dois machos no momento da
execucao do teste. As aliquotas de ovos fertilizados com sémen fresco serviram de controle
para assegurar a qualidade dos 6vulos, descartando-se as amostras com menos de 80% de
taxa de fertilizacdo. O sémen fresco foi utilizado para fertilizar a primeira e a Ultima
aliquota de dévulos.

Na execucdo dos testes de fertilizacdo, as células espermaticas foram colocadas em
contato com as aliquotas dos évulos em becker de 20 mL. A ativacdo do sémen foi
realizada mediante a adicdo, ao Becker com 2 g de évulos, de 2,0 mL de agua destilada na
temperatura de 28 °C. Ap6s, o material foi homogeneizado suavemente por
aproximadamente 5 s e permaneceu em descanso por 2 minutos. Ao final deste periodo,
foram adicionados 10,0 mL de agua destilada em cada uma das aliquotas, visando hidratar
os ovos fertilizados. Apds foram incubados sob fluxo de agua delicado e constante de 150
mL/min em incubadoras experimentais de 2 L.

O acompanhamento dos estagios de desenvolvimento embrionario foi realizado com uso
de estereomicroscopio. A taxa de fertilizacdo foi avaliada apds 8 horas, sendo considerado
0 numero de ovos fertilizados sobre o total de Ovulos (2 g) e ao final expresso em
percentual. J& a taxa de eclosédo foi avaliada considerando-se o total de embrides eclodidos,

sobre o total de ovos fertilizados, sendo ao final expresso em percentual.
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Funcionalidade mitocondrial, viabilidade, integridade de membrana e DNA
As amostras foram descongeladas a 45 °C durante 5 s (Streit Jr et al. 2006), sendo re-

suspensas em 400 uL de BTS (1:3, v/v), a temperatura de 22 °C, em tubo conico de 1,5 mL,
sendo posteriormente analisada a motilidade espermatica, tempo de laténcia, funcionalidade
mitocondrial, viabilidade celular, integridade de membrana e DNA.

As avaliacbes de motilidade espermética e de tempo de laténcia foram realizadas
conforme descrito para o sémen fresco. A funcionalidade mitocondrial foi avaliada com a
utilizacdo da coloracdo fluorescente rhodamina 123 (He & Woods 2004). A viabilidade
celular foi avaliada com os corantes histoquimicos eosina e nigrosina (Maria et al. 2011). A
integridade de membrana dos espermatozdides foi avaliada com uso de sondas
fluorescentes de diacetato de carboxifluoresceina - CFDA e iodeto de propidio — PI
(Harrison & Vickers 1990). A integridade do DNA foi avaliada por meio da sonda laranja
de acridina (Bencharif et al. 2010). As avaliacdes de funcionalidade mitocondrial,
integridade de membrana e de DNA foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus® BX 51, América INC, Sdo Paulo - Brasil), com 5 pL de solugdo com
espermatozéides em lamina sob laminula (18 x 18 mm), avaliando-se 200 células por
amostra. As taxas foram expressas através do percentual entre células integras/funcionais

sobre o total de células avaliadas.

Analise Estatistica
Foi realizada analise de variancia de Kruskal-Walis para medidas ndo paramétricas, com

posterior comparagdo Post Hoc entre os tratamentos. As diferentes concentracGes de
DMSO foram consideradas variaveis independentes, e as taxas de fertilizacdo e eclosao,
motilidade espermatica, tempo de laténcia, funcionalidade mitocondrial, viabilidade celular,
e integridade de membrana e DNA, foram consideradas variaveis dependentes. Para fins de
interpretacdo, os dados foram expressos em meédia + erro padrdo da média. As correlages,
dentre as variaveis, foram realizadas atraves do teste de Spearman. Todas as anéalises foram

realizadas no software Statistix 9.0 (2008).

RESULTADOS

18



Os machos utilizados no experimento produziram em média 8,6 + 0,4 mL de volume de
sémen fresco coletado (n = 8), com concentracdo de 7,3 + 0,7 x 10° espermatozéides/mL,
motilidade de 91,0 £ 1,7 % e o tempo de laténcia de 86,0 £ 5,7 segundos.

Verificou-se associacdo (P < 0,05) entre as diferentes concentracbes de DMSO e as
varidveis dependentes avaliadas para estimar a qualidade e funcionalidade do
espermatozdide de Tambaqui criopreservado. As taxas de fertilizacdo e de ecloséo
utilizando-se o diluente com 10% DMSO nao diferiram (P > 0,05) das obtidas com sémen
fresco (Tabela 1).

As varidveis motilidade, tempo de laténcia e integridade de DNA dos espermatozdides,
utilizando os diluentes com 5 e 10% de DMSO foram superiores (P < 0,05) aos resultados
obtidos nas concentracdes 15 e 20% de DMSO (Tabelas 2 e 3). Entretanto, a viabilidade
celular dos tratamentos com a adicdo de 5 e 10% de DMSO foi inferior (P < 0,05) a obtida
no tratamento com 20% de DMSO, enquanto no tratamento com 15% de DMSO néo
diferiu (P>0,05) de nenhum outro tratamento (Tabela 2).

Quanto a integridade de membrana, os tratamentos com 10, 15 e 20% de DMSO néo
diferiram (P<0,05) entre si, porém o tratamento com 5% de DMSO foi inferior (P < 0,05) aos
tratamentos com 15 e 20% de DMSO (Tabela 3). Ja para a funcionalidade mitocondrial ndo
houve diferenca (P > 0,05) entre as concentracbes de DMSO utilizadas na criopreservagao
espermatica (Tabela 3). Houve correlacBes significativas (P < 0,05) entre as diferentes
concentracdes do crioprotetor com as variaveis dependentes motilidade espermatica (r = -
0,82), tempo de laténcia (r = - 0,83), integridade de DNA (r = - 0,83), viabilidade celular (r =
0,50), integridade de membrana (r = 0,65) e funcionalidade mitocondrial (r = 0,36).

DISCUSSAO

Em vérias espécies de peixes nativos brasileiros, Brycon amazonicus (Cruz-Casallas
et al. 2004, Velasco-Santamaria et al. 2006), B. orthotaenia (Melo & Godinho 2006),
Leporinus obtusidens (Taitson et al. 2008), Salminus brasiliensis (Coser et al. 1984,
Carolsfeld et al. 2003), Prochilodus lineatus (Carolsfeld et al. 2003, Felizardo et al. 2010), B.

orbignyanus, L. elongatu e Piaractus mesopotamicus (Carolsfeld et al. 2003), 0 DMSO foi
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utilizado com sucesso no congelamento seminal. No presente estudo foram observados
resultados similares, pois na concentracdo de 10% de DMSO obtiveram-se os melhores
resultados nas avaliacbes de motilidade, tempo de laténcia e integridade de DNA dos
espermatozdides, e nas taxas de fertilizacdo e de eclosdo. Deve ser ressaltado que ndo houve
diferenca, nas taxas de fertilizacdo e eclosdo, entre o sémen fresco e 0 sémen criopeservado
com 10% de DMSO.

Observou-se que os espermatozoides perderam qualidade devido a toxidez da solucao
crioprotetora e a exposicdo a baixa temperatura, promovendo a queda da motilidade no
sémen fresco para valores ndo superiores a 20%. Um indicativo desta combinacdo de fatores
pode ser deduzido a partir dos resultados da funcionalidade mitocondrial, integridade de
membrana e DNA, obtidos com as diferentes concentracdes utilizadas de DMSO. As
concentragdes mais baixas mantiveram melhor a integridade de DNA, apresentando
correlagcdo negativa (-0,83) e significativa (P < 0,05) com as concentragcbes deste
crioprotetor, demonstrando sua toxidez em relagdo ao material genético do espermatozdide.
Ja as altas concentra¢fes diminuiram o rompimento das membranas, pois minimizam a
formacdo de cristais de gelo e promovem a desidratacdo espermatica (He & Woods 2004),
melhorando assim a integridade de membrana e mitocondria, e apresentaram correlagdes
positivas (0,66 e 0,36, respectivamente) e significativas (P < 0,05) com a concentracdo do
crioprotetor. Deste modo, a concentracdo de crioprotetor que produziu melhor combinacao
entre menor toxidez e maior protecdo no congelamento do espermatozoOide de C.
macropomum foi de 10%.

Na criopreservagdo de B. amazonicus, Cruz-Casallas et al. (2004) obtiveram, com 10%
de DMSO, as melhores taxas de motilidade (68,8%) e de fertilizacdo, que foram de 31, 51 e
58% para 114.285, 228.571 e 457.142 espermatozoides por ovo (respectivamente), sendo
que os autores utilizaram quantidade de espermatozoides muito superior ao utilizado no
presente trabalho (30.416 espermatozdides por ovo). No estudo com L. obtusidens, a taxa de
fertilizacdo com sémen criopreservado variou também de acordo com o ndmero de
espermatozoéides (mdveis) utilizados, obtendo taxa de fertilizacdo de 74, 58, 37 e 22% com
112.456, 84.343, 56.228 e 28.114 espermatozoides moveis por ovo, respectivamente
(Taitson et al. 2008). Esses resultados comprovam que a fertilizagdo (60,3%) encontrada no

20



presente trabalho, com 10% de DMSO diluido em BTS, esta relativamente alta, considerando
0 baixo numero de espermatozdides moveis utilizados (6.083 espermatozdides moveis por
0vo).

A toxidez do DMSO nas concentragdes de 15 e 20% resultou em motilidade e tempo de
laténcia nulos, entretanto, ocorreu fertilizagdo e eclosdo. Isto pode estar relacionado a
elevada concentracdo espermatica das espécies reofilicas e/ou em razdo do tempo necessario
para preparacdo da lamina (10 s), promovendo assim valores nulos ou proximos de zero
quando o tempo de movimentacdo espermatico € inferior ao intervalo desde a ativacao
espermatica até a visualizacdo dos espermatozoides no microscépio 6tico.

O DMSO é considerado o melhor crioprotetor para peixes de agua doce (Leung 1991)
tendo proporcionado os melhores resultados em varios trabalhos com peixes nativos
brasileiros de 4gua doce (Viveiros & Godinho 2009). No entanto, um estudo que considera o
DMSO ineficiente como crioprotetor para a sémen congelado de Tambaqui (Menezes et al.
(2008), foi baseado no uso de somente um reprodutor, sem descri¢do da concentracdo dos
crioprotetores, da solucdo base utilizada, e do numero de espermatozoides por ovo, 0 que
dificulta a repeticdo de sua metodologia. Além disto, este mesmo estudo ndo avaliou as
variaveis viabilidade celular, integridade da membrana e do DNA espermaético,
funcionalidade mitocondrial, taxa de fertilizacéo e de eclosdo com o DMSO.

O diluente e o protocolo de congelamento testados no presente estudo viabilizam o
emprego desta ferramenta para programas de melhoramento animal ou formacéao de banco de
germoplasma de C. macropomum, pois uma alta produtividade ndo é necessaria nestas
condicBes. Por outro lado, para uso em condi¢cBes comerciais, sdo necessarios trabalhos
futuros avaliando diluentes, crioprotetores e protocolos de congelamento e descongelamento

em sémen de C. macropomum.

CONCLUSAO

Considerando os resultados in vivo e in vitro, nas condi¢des experimentais relatadas,
0o DMSO na concentracdo de 10% foi associado a melhor manutencdo da qualidade de

sémen criopreservado de Tambaqui.
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Tabela 1. Taxas de fertilizacdo e de eclosdo (média * erro padrdo da média) obtidas com
sémen de C. macropomum fresco e descongelado, apds congelamento com diferentes

concentracdes de dimetilsulfoxido (DMSO)

Diluentes Taxa de Fertilizagéo (%) Taxa de Ecloséo (%)
Sémen fresco 86,8 + 2,0° 799+ 17°

5% DMSO 39,8 +3,6™ 374+45
10% DMSO 60,3 +2,2% 47,3 +2,5®
15% DMSO 26,0 +3,8™ 18,5 + 3,4™
20% DMSO 54 +12° 2,4 +14°

*® Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05), de

acordo com o teste de Kruskal-Wallis e comparagcdo com Post Hoc entre os tratamentos.
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Tabela 2. Taxas de motilidade, tempo de laténcia e viabilidade espermatica (média +
erro padrdo da média) obtidas com sémen de C. macropomum descongelado, apds

congelamento com diferentes concentracdes dimetilsulfoxido (DMSO)

) Taxa de Tempo de Viabilidade
Diluentes . o
Motilidade (%) Laténcia (s) Celular (%)
5% DMSO 19,0 £ 2,6° 21,3+2,3° 49,4 +1,9°
10% DMSO 20,0 + 2,5° 29,7+ 2,7° 48,7 + 2,8
15% DMSO 0,0+0,0° 0,0+0,0° 53,4 +3,1%
20% DMSO 0,0+ 0,0° 0,0+0,0° 60,8 + 2,6°

*® Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05), de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis e comparagcdo com Post Hoc entre os tratamentos.
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Tabela 3. Taxas de integridade de membrana, integridade do DNA e funcionalidade da
mitocondria (média + erro padrdo da média) obtidas com sémen de C. macropomum
descongelado, apds congelamento com diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido
(DMSO)

) Integridade de Integridade do Funcionalidade
Diluentes ) )
Membrana (%) DNA (%) da Mitocondria (%)
5% DMSO 19,8 +2,0° 71,8 +4,0° 26,0+2,3°
10% DMSO 239+21% 48,2 +2,8° 29,5+22°
15% DMSO 30,8 +1,4° 19,4+1,9° 36,2+4,1°
20% DMSO 32,1+1,7° 24,1+32" 36,6 +4,3°

*> Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05), de

acordo com o teste de Kruskal-Wallis e comparagdo com Post Hoc entre os tratamentos.
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RESUMO

Foram testadas amidas como crioprotetor interno, em comparacao com 0s crioprotetores
tradicionais Glicerol e dimetilsulfoxido (DMSO), para a preservacao de espermatozdides
do peixe tambaqui (Colossoma macropomum). O sémen foi diluido em Beltsville Thawing
Solution, em seguida congelado com a adigédo de 2%, 5%, 8% ou 11% de 1)
dimetilacetamida (DMA), 2) dimetilformamida (DMF), 3) methylformamide (MF), 5% de
glicerol ou 10% dimetilsulféxido. As amidas, 8% DMF (91,6 + 1,3%), 5% DMF (88,9 £
1,6%) e 8% MF (83,0 + 1,6%), obtiveram taxas de fertilizacdo maior (P <0,001) que as
encontradas com glicerol (51,6 £ 2,4%) e DMSO (61,9 £ 3,1%) e ndo diferiram entre si.
As maiores taxas de eclosdo (P <0,001) ocorreram para 5% e 8% DMF e 8% MF (79,1 +

1Corresponding author: Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Rio
Grande, Campus Carreiros, 96201-900, Rio Grande, RS, Brasil. E-mail:

antoniovarela@furg.br
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3,1;87,6 +1,5e 74,8 £ 3,0%, respectivamente) e também ndo diferiram entre si (P> 0,05).
Nesses tratamentos a taxa de fertilizacdo e de eclosdo foram semelhantes (P> 0,05) aos
observados com sémen fresco (91,7 + 1,4 e 87,4 = 1,4%, respectivamente). A motilidade
espermatica mais alta (pelo menos 55,7%) foi observada entre os diluentes com 5%, 8% e
11% DMF (P <0,001). Os tratamentos citados, juntamente com 11% MF, promoveram o
maior periodo de motilidade, (P <0,001), sendo todos maior que um minuto. As maiores
integridades espermaticas (mais de 54%) foram observadas em 5% e 11% de MF e com
todas as concentracdes de DMA e DMF (P <0,001). As maiores viabilidades espermaticas
(pelo menos 31%) foram em 5%, 8% e 11% DMA, 8% e 11% MF e todas as nas
concentracfes de DMF (P <0,001). As maiores integridades de DNA espermaético (maiores
que 50%) ocorreram com 2%, 5% e 8% MF e para todas as concentracdes DMA e DMF (P
<0,001), enquanto que em 2% DMA, 11% MF, 11% DMF, 5% e 8%, nas trés amidas,
produziram as mais altas funcionalidades mitocondriais (P <0,001), sendo todas maior que
44%. Considerando os parametros avaliados in vivo e in vitro, os crioprotetores associados
com melhor qualidade de sémen de Tambaqui pds-descongelamento foram 8% MF, 5% e
8% de DMF.

Palavras chave: crioprotetores, congelamento, esperma, Colossoma macropomum.

1. INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum; Cuvier, 1818) é uma espécie migradora nativa
da bacia amazénica, sendo considerado o segundo maior peixe de escamas [1]. O C.
macropomum é a espécie nativa brasileira mais produzida comercialmente com mais de
30,6 mil t em 2008 [2], apresentando bons resultados em diferentes tipos de criacdo
intensiva [3] sendo necessario o desenvolvimento de linhagens genéticas para aperfeicoar a
producéo [4]. Dessa forma, a perpetuacdo da variabilidade genética de linhagens de C.
macropomum s8o necessarios para a aquicultura, na reducdo dos custos envolvidos com a

manutencdo de linhagens e na natureza onde as populagdes estdo ameacadas pela
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construcdo de barragens [5]. A preservacdo de material genético de diferentes espécies de
peixes pode ser otimizado por meio de criopreservacao de sémen [6].

Crioprotetores sao incluidos em diluentes de congelamento seminal para previnir a
formacao letal, para as celulas espermaéticas, de cristais de gelo intracelular [7], reduzir o
dano nas membranas e organelas celulares [8, 9] e preservar a integridade de DNA [10-13].

O glicerol é o composto largamente empregado para a crioprotecdo intracelular de
gametas masculinos de diferentes classes e espécies animais [7, 8, 14], entretanto apresenta
algumas desvantagens para a manutencdo da integridade celular, devido ao alto peso
molecular, alta viscosidade e pouca permeabilidade [8]. Além disso, o glicerol pode ter
efeitos contraceptivos em aves [8], estando relacionado a apoptose [15]. Outros
crioprotetores podem ser utilizados na criopreservacdo de sémen de peixe, como etileno
glicol, metanol, dimetilsulfoxido (DMSO) [16], sendo este o crioprotetor interno
comumente utilizado no congelamento de sémen de peixes de agua doce nativos brasileiros
[17]. Entretanto, no congelamento de sémen de Tambaqui, 0 DMSO e glicerol néo
alcancaram resultados satisfatorios, além de ndo ter sido avaliada a a¢do destas substancias
sobre as estruturas das células espermaticas [18, 19]. Amidas, como a dimetilacetamida
(DMA), dimetilformamida (DMF) e metilformamida (MF) tém sido utilizadas como
crioprotetores penetrantes em diluentes para congelamento de ejaculados de garanhdes [20,
21], suinos [22], cdes [23], aves [24] e peixes [26]. O efeito crioprotetor das amidas é
imputavel ao seu baixo peso molecular e viscosidade, que Ihes fornecem grande
permeabilidade da membrana, reduzindo a ocorréncia de dano celular causado por estresse
osmotico [25], j& que quando um crioprotetor penetrante atravessa as membranas celulares
mais lentamente do que a dgua [27], faz com que o volume da célula seja diminuida ou
expandida além de sua capacidade maxima, quando o crioprotetor é adicionado ou
removido, respectivamente [28]. No entanto, até 0 momento as amidas ndo foram testadas
como crioprotetor penetrante no congelamento seminal de C. macropomum.

Devido ao valor comercial do C. macropomum [2, 3], alguns estudos tém abordado a
criopreservacao de espermatozoides [18, 19], mas estes ndo avaliaram detalhadamente a
qualidade do espermaética pos-descongelamento e obteveram resultados desanimadores com
crioprotetores convencionais. Recentemente, Maria et al [29] avaliaram algumas
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caracteristicas seminais de C. macropomum, usando apenas o sémen fresco. O objetivo do
presente estudo foi testar a eficiéncia crioprotetora de DMA, DMF e MF, em concentragdes
distintas sobre a qualidade pds-descongelamento do espermatozoide de C. macropomum,
avaliando a fertilizaco, ecloséo, viabilidade, laténcia, motilidade, funcionalidade
mitocondrial, integridade de membrana e de DNA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e avaliacao espermatica

Foi coletado o semen de quatorze machos de C. macropomum (5,4 £ 0,4 kg) de uma
fazenda comercial localizada em Pimenta Bueno RO Brasil (11 ° 41'46 0,95 "S e 61 ° 13'47
50" O), durante a sua época reprodutiva, a partir de dezembro de 2009 a fevereiro de 2010.
Todos os peixes foram mantidos em viveiros, recebendo uma dieta comercial com proteina
bruta de 40% e 2.900 kcal de energia metabolizavel / kg, o que foi equivalente a 3% do
peso Vivo total de todos os peixes, trés vezes por semana. Depois da despesca, foi
administrado extrato pituitario de carpa na regido dorsal de cada macho (1mg/kg) diluida
em 0,5 mL de soluc¢do salina estéril (0,9% NaCl). Os machos foram mantidos em dois
tanques com uma coluna de agua de 0,7 m (quatro peixes por tanque). Apés 6,5 horas, 0s
machos foram retirados dos tanques e secos com uma toalha de pano, e em seguida a papila
urogenital foi limpa e seca com uma toalha de papel. O sémen foi coletado com um tubo
conico de 15 mL através de massagem abdominal evitando a extrusdo simultanea de fezes e
urina para ndo contaminar o semen e ativar os espermatozéides[30].

A motilidade espermética e periodo de motilidade foram avaliados antes do
congelamento, colocando uma amostra de esperma 1 puL e 100 pL de dgua destilada a 25 °
C, em uma lamina coberta por uma laminula, utilizando um microscopio de contraste de
fase (Olympus BX 41 ®, 400x) com ampliagdo de 200X . O periodo de motilidade
espermatica foi determinada como o tempo de ativacdo até 0 momento em que o
espermatozoéide parou de se mover. Todas as avaliagdes foram feitas pelo mesmo técnico

treinado. Todas as amostras de sémen que apresentaram pelo menos 80% motilidade
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espermatica, 10 s apds a ativagdo. A concentracdo de espermatozdides foi determinado com

uma camara de Neubauer, sendo de 8,7 x 10° espermatozdides/ml.

2.2. Criopreservacao espermatica

O diluente basico foi o Beltsville Thawing Solution (BTS) [31], originalmente utilizado
para 0 sémen suino, mas comumente usado em protocolos de congelamento de
espermatozéides de peixes migratdrios de espécies nativas brasileiras [16]. As amostras de
sémen foram diluidas individualmente 1/9 (v / v), homogeneizadas e divididas em 14
tratamentos, nos diferentes concentracdes e crioprotetores: 5% de glicerol [17], 10%
DMSO [29], e 2 %, 5%, 8% e 11% de DMA, MF e DMF. Para cada macho, 5 repeti¢des
por tratamento foram processados. Assim, o nimero total de amostras foi 980. Todos 0s
produtos quimicos utilizados no experimento foram obtidos da Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, EUA).

Amostras diluidas foram armazenados em palhetas de 250 pL estabilizadas a
temperatura ambiente por 2 min. Posteriormente, as palhetas foram expostas ao vapor de
nitrogénio liquido em um botijdo comercial de vapor de nitrogénio — ““dry-shipper” (Taylor-
Wharton ®, CP 300) [33]. As palhetas permaneceram no dry-shipper por 12 h, sendo
posteriormente armazenadas em nitrogénio liquido por pelo menos 15 dias, até o

descongelamento.

2.3. Avaliacdes do espermatozdide descongelado e fertilizacao

Foram utilizadas quatorze fémeas de C. macropomum (7,9 £ 0,5 kg) mantidas sob as
mesmas condi¢des descritas acima (uma para cada macho). As fémeas foram induzidas a
desova através da administragdo de 5 mg / kg extrato de hipofise de carpa diluido em 2 mL
solucéo salina (0,9% NaCl), na regido dorso lateral. Apds 9 h, os ovos foram extrusados
através de massagem abdominal e recolhidos em um becker de 1 litro, e dezesseis aliquotas

de 2 g cada foram separadas para cada fémea
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Para cada macho, 14 palhetas (uma por tratamento) foram descongeladas em banho-
maria a 45 ° C por 5 s [32]. Para cada aliquota, 150 pL de cada amostra de sémen diluido (n
= 14) foram usados. Ao mesmo tempo, duas outras aliquotas foram fertilizadas com o
mesmo numero de espermatozoides por ovo, com sémen fresco previamente coletados de
outros dois machos, para garantir a qualidade dos ovos (todas as repeticdes com fecundacgao
inferior a 70% foram descartadas). Durante a fertilizacdo, os dvulos e espermatozoides
entraram em contato em um becker de 50 mL, que foi gentilmente homogeneizada por 5 s.
O nlimero média de espermatozdides por ovo foi de 7 x 10*. Os espermatozoides foram
ativados através da adicdo de 2 mL de agua destilada a 29 ° C. Em seguida, o contetdo foi
homogeneizado novamente por 5 s e deixada em repouso por 2 min. Depois disso, 20 mL
de &gua destilada a 29 ° C foram adicionados em cada aliquota, para hidratacdo dos ovos
fertilizados. Posteriormente, o contetido foi incubado sob um suave fluxo de agua,
ascendente e constante (150 mL / min) em incubadoras conicas de 2 L. Os estagios de
desenvolvimento foram monitorados com um estereomicroscopio (Olympus SZX 7). A
taxa de fertilizacdo foi avaliada ap6s 8 h, como o nimero de ovos com a divisao celular em
relacdo ao numero total de ovos (n = 200). A taxa de eclosdo foi calculada como o nimero
de embrides eclodidos sobre todos os embrides avaliados.

Amostras de sémen foram transportadas para o laboratério ReproPel para analises
posteriores. Duas palhetas de cada tratamento foram descongeladas em banho-maria a 45 °
C por 5 s e re-suspensas em 400 uL BTS (1:3, v/ v) a 22 ° C em um tubo de 1,5 mL c6nica,
para minimizar potenciais efeitos toéxicos do do crioprotetor.

Para as avaliagdes de viabilidade espermatica, integridade do DNA e funcionalidade
mitocondrial, foram avaliados 200 espermatozoéides, com um microscépio de
epifluorescéncia a 400 X ampliacdo (Olympus ® BX 51, América INC, Séo Paulo, Brasil).

Para a avaliacdo da viabilidade de espermatozoides, 10 pL da amostra de sémen foi
diluido em uma solucgéo de trabalho de 40 pL de uma solucéo salina isoténica, incluindo:
1,7 mM-formaldeido; 20 mM diacetato carboxifluoresceina (CFDA) e 7,3 mM de iodeto de
propidio (IP) . Espermatozoides com fluorescéncia verde foram consideradas viaveis, uma
vez que sua atividade metabolica permitiu acumular CFDA no seu citoplasma, enquanto
que os espermatozoides apresentando fluorescéncia vermelha ou vermelho e verde foram
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classificados como ndo viavel [34]. A porcentagem de viabilidade espermatica foi
determinada pela proporc¢éo de espermatozoides que emitem fluorescéncia verde em
comparagdo com os espermatozoides total (verde, vermelho ou vermelho e verde
fluorescente).

Integridade do DNA espermatico foi avaliada ap06s a colocacao de 45 pL da amostra de
espermatozdéides em 50 uL TNE (0,01 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 0,001 M EDTA, pH 7,2).
Apbs 30 s, 200 pL de solugdo Triton 1x foi adicionado e, 30 s depois, 50 pL de laranja de
acridina foi adicionado (2 mg / mL em H,O deionizada). A avaliacéo foi feita apds 5 min,
sem ultrapassar 1 min de exposicao das laminas. Espermatozoides que apresentam
fluorescéncia verde foram consideradas como tendo DNA inteiro, enquanto que aqueles
que apresentam fluorescéncia vermelha ou laranja foram consideradas como tendo DNA
desnaturado [35]. A taxa de integridade do DNA foi determinada pela proporcéao de
espermatozéides que emitem fluorescéncia verde em comparacao com o total de
espermatozoides avaliados (verde, vermelho ou laranja fluorescente).

Funcionalidade mitocondrial foi avaliada ap0s incubacdo de uma amostra de sémen de
10 pL com 40 pL de solucéo de rodamina 123 (13uM), a 20 ° C por 10 min.
Espermatozoides apresentando coloragcdo rodamina positivo (fluorescéncia verde) foram
considerados como tendo mitocondrias funcionais. Por outro lado, mitocondrias ndo
funcional foram caracterizadas por coloracdo rodamina negativo (espermatozéides que ndo
apresentam fluorescéncia) [36]. A taxa de funcionalidade mitocondrial determinada pela
proporcao de espermatozoides que emitem fluorescéncia verde em comparagdo com 0s
espermatozéides total (verde ou auséncia de fluorescéncia).

Integridade do espermatozoide foi avaliado pela adicdo de uma amostra de 1 pL de
sémen em uma solucdo de coloragdo de 10 uL, contendo 5 g eosina Y e 10 g nigrosin
homogeneizadas em 100ml de BTS. Depois de 1 min, um esfregaco foi feito e deixado para
secar. Apos a contagem de 200 células de espermaticas utilisando um microscépio de
campo claro com objetiva de imersdo em 6leo (100 X), o percentual de células
espermaticas integras (sem ruptura de membranas) foi avaliado. Espermatozoides foram
considerados integros quando nao coraram, queles que apresentaram coloragéo rosa ou
vermelho foram considerados rompidos [29].
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2.4. Analise estatistica

Todas as varidveis tiveram distribui¢do normal de acordo com o teste de Shapiro-Wilk.
Os efeitos de combinacdes de crioprotetores e concentracfes nas respostas foram testadas
por andlise de variancia, com compara¢oes de médias feitas pelo teste de Tukey.
Associacdes entre as respostas foram determinadas por coeficientes de correlagdo de
Pearson, independentemente dos tratamentos utilizados. As analises foram feitas com
Statistix ® [37].

3. RESULTADOS

Quanto ao sémen coletado, o volume foi de 4,5 + 0,3 mL, concentracdo espermatica de
8,7 + 0,2 x 10%/mL, motilidade espermatica de 95,7 + 2,0% e o periodo de motilidade foi
122,6 £ 5,0 seg.

A maior taxa de fertilizacdo e eclosdo (P <0,001) ocorreram para amostras congeladas
com amidas: 5%, 8% de DMF e 8% de MF (Tabela 1). Essas taxas ndo diferiram entre si e
foram semelhantes aos observados com sémen fresco (P> 0,05).

Como mostra a Tabela 2, as amostras congeladas com 5%, 8% e 11% de DMF proveram
as mais altas taxas de motilidade espermatica e tempo de laténcia (P <0,001), sendo estas
similares, na motilidade, a observada com 11% de MF (P> 0,05). As taxas de integridade
espermatica (a porcentagem de espermatozéides com membranas ndo rompidas) foram
maiores (P < 0,001) nas amostras congeladas com 5% e 11% de MF e em todas as
concentrag0es de DMA e DMF (Tabela 2).

As viabilidades dos espermatozoides (P <0,001) observado foram menores nas amostras
congeladas com glicerol, DMSO, 2% de DMA e MF e 5% MF (Tabela 3). Por outro lado,
as maiores integridades do DNA foram observados para 2%, 5% e 8% de MF e em todas as
concentracgdes testadas de DMA e DMF (P <0,001). Os menores percentuais de
funcionalidade mitocondrial (P <0,001) foram encontrados em amostras congeladas com

glicerol, DMSO, 8% MF, 11% DMA e 2% das trés amidas testadas (Tabela 3).
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Taxas de fertilizacdo e de eclosdo foram fortemente correlacionados (P <0,01) entre si
(Tabela 4). A forte correlacéo positiva também foi observada entre motilidade espermatica
e periodo de motilidade (P <0,01). Motilidade espermatica e periodo de motilidade foram
moderadamente correlacionados com a integridade da membrana espermaética e

funcionalidade mitocondrial (P <0,01).

4. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo sobre o uso de amidas como crioprotetores para
espermatozéides C. macropomum. Nés demostramos que as amidas proporcionaram maior
taxa de fertilizacdo e de eclosdo quando comparado ao glicerol e DMSO. As taxas de
fertilizacdo e eclosdo com amidas foram semelhantes as com sémen fresco, além de
proporcionar altas taxas de viabilidade espermatica, integridade do DNA e funcionalidade
mitocondrial. Nossos melhores protocolos permitirdo o congelamento espermaético de C.
Macropomum, facilitando o transporte do ambiente nativo da espécie, ou de instalacbes de
aquicultura, podendo ser enviado para toda a América Latina ou mantidos indefinidamente
para preservar sua variacao genética [3].

O uso de amidas como crioprotetores tem sido relatado em outras espécies de peixes. A
DMA foi mais eficiente que o glicerol, DMSO, propilenoglicol na preservagao da
viabilidade espermatica e funcionalidade mitocondrial, ap6s descongelamento do sémen
congelado de bagre Europeu (Silurus glanis), [25]. Para esperma de salmao do artico
(Salvelinus alpinus), a DMA obteve taxa de fertilizacdo e de motilidade semelhante ao
DMSO e estes foram maiores do que com glicerol [38]. Apesar do sémen de bagre
Africano (Clarias gariepinus) criopreservado com DMA apresentar maior motilidade
guando comparado ao glicerol, o DMSO foi mais eficiente que 0 DMA na preservacdo da
motilidade e apresentou taxa de eclosdo similar [16]. Em salm&o a motilidade e taxa de
fertilizacdo dos espermatozdides descongelados de Oncorhynchus masou formosanus nao
apresentaram diferencas com DMA ou DMSO, ja para Oncorhynchus masou ishikawae o
DMSO foi mais eficiente do que 0 DMA na preservagdo dos mesmos parametros de

qualidade [39]. Assim, DMA é um crioprotetor eficaz para o congelamento de
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espermatozdides de peixes, mas seu efeito varia entre as espécies e entre peixes do mesmo
género. Entretanto, para os espermatozoéides de Garoupa (Epinephelus septemfasciatus)
[40], Guppy (Poecilia reticulata) e Black molly (P. latipinna) [41] a motilidade pos-
descongelamento dos espermatozoides diluidos com DMF foi semelhante ao observado
com DMSO ou glicerol. Até onde sabemos a MF ainda néo foi testada como crioprotetor
para 0 sémen de outras espécies de peixes além do C. macropomum. No entanto, as trés
amidas testadas no presente estudo tém sido usadas como crioprotetores em diluentes de
sémen congelado de mamiferos. Beneficios para a manutencéo da qualidade dos
espermatozéides descongelados estdo relacionados com a substitui¢do do glicerol e DMSO
por DMA sendo relatado para roedores: coelhos [42, 43]; cangurus [44] e coalas [45]. O
uso da DMF e em alguns casos da DMA, como crioprotetores em substitui¢do ao glicerol
melhorou a qualidade dos espermatozoides descongelados em sémen de suinos [22], galos
[24, 46] e anfibios [47]. Para espermatozoides de garanhdo o DMF e MF obtiveram
motilidade semelhante ao observado com glicerol [21]. Portanto, a resposta de
espermatozdides para as diferentes amidas pode ser influenciada pela diferencas entre as
espécies.

Apesar da DMA, na maioria dos estudos referidos acima, ser geralmente o amida tendo
o efeito crioprotetor mais eficiente, no presente estudo, o uso de 8% DMF rendeu apés o
descongelamento motilidade espermaética, viabilidade, integridade de membrana do DNA e
funcionalidade mitocondrial que foram quase o dobro das observadas com glicerol, além de
apresentar uma taxa de fertilizacdo e eclosdo semelhante ao do esperma fresco. No entanto,
muitos estudos relatam danos em espermatozoides de peixes devido a criopreservacao,
afetando a motilidade, o metabolismo celular, estrutura da membrana plasmatica,
mitocondrias, cauda e cromatina [9,10,13, 19, 25, 36, 39-41]. No presente estudo, a reducédo
na viabilidade espermaética e integridade foi observado, em algumas concentracdes, para
todos os crioprotetores testados, que pode influénciar negativamente a iniciacéo a
motilidade dos espermatozdides, devido ao papel da membrana na sinalizagdo do processo
[48] ou pode levar a uma incapacidade no potencial de despolarizagdo da membrana,
devido perda de ions [49]. Podem ocorrer também efeitos negativos na manutencdo da
motilidade, devido a perdas de ATP intracelular [50], que s6 é produzido quando as
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mitocdndrias sdo funcionais. Além disso, efeitos nocivos podem ser observados na fusdo da
membrana e na capacidade de fusdo nuclear durante o processo de fertilizacéo, dificultando
a producado da primeira célula embrionaria [51]. Pode ocorrer a reducéo da qualidade do
espermatozdéide ap6s descongelamento devido a ampliacéo da producdo de espécies
reativas de oxigénio, com formacdao de perdxidos lipidicos e aldeidos citotdxicos [52],
causando alteracdes na integridade e fluidez da membrana, comprometimento das
interacdes lipidio-proteina e modificacdes do DNA e proteinas [53]. Além disso, 0 aumento
da fragmentacdo do DNA do espermatozoide observada para alguns crioprotetores podem
aumentar a probabilidade de fertilizacdo por um espermatozoide com DNA danificado, que
provavelmente teria impacto negativo sobre as taxas de fertilizag&o e ecloséo, devido ao
comprometimento do desenvolvimento embrionario. No presente estudo, apesar das
limitacBes potenciais mencionadas acima, algumas das concentracdes das amidas testadas
apresentam efeito crioprotetor eficiente.

O efeito crioprotetor destas amidas pode ser atribuido a sua atividade lipofilica e ao seu
baixo peso molecular e viscosidade [26]. Tais caracteristicas proporcionam as amidas
testadas grande permeabilidade da membrana e eficiente ligacdo com as moléculas de agua,
0 que pode reduzir o estresse osmatico e a formacao de cristais de gelo intracelular,
permitindo que estes compostos penetrem a membrana plasmatica de espermatozoides mais
facilmente, diminuindo assim sua toxicidade osmotica em comparacgédo ao glicerol [21]. No
entanto, como a integridade do DNA do esperma descongelado foi geralmente reduzida
quando se utilizou a maior concentragao (11%), estas concentraces ndo pode ser
recomendadas, pois apesar de ter o DNA danificado a célula espermatica pode fertilizar o
odcito, prejudicando o desenvolvimento embrionario subsequente, reduzindo a taxa de
eclosdo, como relatado em sémen de truta arco-iris [13].

As taxas de fertilizacdo e eclosdo foram altamente correlacionados, portanto para
estimar a qualidade espermatica in vivo de C. macropomum apos o descongelamento é
necessario apenas uma destas avaliagdes. Outra correlacdo forte foi observada entre
motilidade espermatica e periodo de motilidade. Apesar de apresentar significancia
estatistica, oito correlagdes foram moderadas e dez foram fracamente relacionadas. A
integridade espermaética foi pouco correlacionada ou néo correlacionada com outros
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parametros de qualidade do sémen, além de ndo ter diferido os distintos crioprotetores.
Apesar da taxa de fertilizacdo ser um importante indicador da qualidade do espermatica, o
uso de concentracdo espermatica excessiva no teste pode mascarar estimativas da qualidade
esprematica, pois as amostras apresentando reducéo percentual de espermatozoides
funcionais podem ser erroneamente considerados altamente férteis [54]. Devido a isto no
presente estudo, o0 niimero médio de espermatozdides por ovo foi de 7 x 10*, o que é
considerado baixo para a espécie, uma vez que tal concentracdo é comumente usado para
sémen fresco. No entanto, mais estudos sdo necessarios para determinar o nimero minimo
de espermatozdides por évulo de C. macropomum que ndo conduza a uma reduzida taxa de
fertilizacdo.

Em concluséo, o uso das amidas testadas para o congelamento de espermatozoides de C.
macropomum sdo uma alternativa de crioprotetores quando comparado ao glicerol e
DMSO. Entre as amidas, as concentracdes que mantiveram a qualidade espermatica ap6s o
descongelamento foram as de 5%, 8% de DMF e 8% de MF e as taxas de fertilizagéo e

eclosdo nao diferenciaram do obtido com sémen fresco.
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Tabela 1: Taxas de fertilizacéo e ecloséo para todos os crioprotetores e concentragdes

com semen fresco e congelado de Colossoma macropomum

Crioprotetor* Concentracéo (%) Fertilizacdo (%) Eclosédo (%)
Sémen fresco 91.7+1.4% 87.4+1.4%
Glicerol 5 51.6 + 2.4% 39.7 +3.8°f
DMSO 10 61.9 + 3.1 46.1 + 3.2%
2 54.8 +3.1“ 44.8 + 4.3%
5 69.3 £ 2.7° 59.7 + 3.7°
DMA o )
8 58.6 + 2.6 49.5 + 3.4%¢
11 50.5 + 2.8% 38.6 +3.1°
2 57.1 + 3.0°“ 43.6 +3.7%
5 88.9+1.6° 79.1+3.1°
DMF
8 91.6+1.3° 87.6 +1.5°
11 68.0 + 3.2 62.4 + 3.9"
2 61.6 + 3.5°“ 45,9 + 2.6%
5 65.4 + 3.3% 52.6 + 3.1
MF
8 83.0+1.6° 74.8 £ 3.0®
11 40.0 £4.1° 30.7+3.2

*DMSO: Dimetilsulfoxido; DMA: dimetilacetamida; DMF: dimetilformamida; MF:
metilformamida.

*IMédias + SEM com diferentes sobrescritos na coluna, diferem pelo menos P < 0.001
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Tabela 2: Motilidade, integridade e laténcia de sémen apds o descongelamento de semen

de Colossoma macropomum, para todos 0s crioprotetores e concentragdes testadas

Crioprotetor*

Concentracdo (%)

Motilidade (%)

Laténcia (s)

Integridade (%)

Glicerol 5 89+1.9° 20.2+3.7" 473+49°
DMSO 10 21.8 + 2.4%f 29.1 + 3.4°f 46.4 +55°
2 17.5 + 2.8%% 33.4+4.1% 58.9 + 3.0%
5 27.5 + 4.0% 39.9 + 4.9% 58.0 + 2.8%
DMA
8 32.9+2.9% 43.6 + 3.8 61.1+1.8%
11 21.8 + 2.8 34.1+2.8 60.4 + 3.1%
2 24.6 + 3.6%f 41.1 + 3.8% 58.2 +4.3%
5 55.7 + 2.4% 62.1 + 6.5% 55.1 + 4.7%
DMF
8 64.3 + 3.0° 77.1+45° 56.9 + 5.0%
11 62.5 +3.1° 64.9 + 2.4 72.6 +2.9°
2 11.4 +2.2% 27.2 +5.3% 43.4+2.9°
5 21.4 + 3,1%0 34.9+4.3% 54.6 + 2.4
MF b bed b
8 44.6 + 4.3 56.4 + 4.9 54.2 + 4.2
11 46.8 +3.6° 58.7 + 4.5 59.3 + 3.9%

*DMSO: Dimetilsulfoxido; DMA: dimetilacetamida; DMF: dimetilformamida; MF:

metilformamida.

*IMédias = SEM com diferentes sobrescritos na coluna, diferem pelo menos P < 0.001
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Tabela 3: Viabilidade espermaética, integridade do DNA, e funcionalidade mitocondrial,

apos o descongelamento de sémen de Colossoma macropomum, para todos 0s crioprotetores

e concentragdes testadas.

Crioprotetor* Concentragao Viabilidade Integridade de DNA Funcionalidade
(%) (%) (%) Mitocondrial (%)
Glicerol 5 15.6 + 3.2° 31.1+41° 37.3+6.8%
DMSO 10 23.0 £+ 5.2 43.3 + 3.0% 35,7 +3.79
2 24.1 + 4.2 53.8 + 6.6%¢ 44.9 + 4.4
OMA 5 35.9 + 5,9%¢ 50.3 + 5.1%¢ 51.4 + 3,2%¢
8 345+ 6.7%¢ 59.5 + 5.7% 55.7 + 3.5%¢
11 38.0 + 5.8%¢ 57.8 +5.1% 42.0 + 5,2
2 31.1+6.3% 62.4 + 4.7% 46.3 + 5.4
- 5 32.5 + 5.4 64.6 + 3.0% 62.4 +5.1%®
8 52.9 +5.4° 73.1+4.2° 66.4 + 3.0°
11 50.6 + 6.6° 53.8 + 6.0%° 63.4 + 4.9%
2 16.1 +4.2° 54.4 + 6.7%¢ 27.3+5.2¢
ME 5 21.7 +3.0" 57.6 + 5.4% 54.9 + 5.5
8 32.1 + 4.9%¢ 63.0 + 5.0% 49.7 + 4,62
11 44.6 + 5.4% 30.4 +5.9° 62.2 +4.8°

*DMSO: Dimetilsulfoxido; DMA: dimetilacetamida; DMF: dimetilformamida; MF:

metilformamida.

*IMédias + SEM com diferentes sobrescritos na coluna, diferem pelo menos P < 0.001
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Tabela 4: Correlagéo entre parametros de qualidade ap6s o descongelamento de semen de Colossoma macropomum.

N o Integridad o
Taxa de Taxa de Motilida o Viabilida Funcionalidad
Parametros . Laténcia e ] ]
Fertilizacéo ecloséo de de e Mitocondrial
de DNA
Taxa de ecloséo 0.87*
Motilidade 0.42* 0.49*
Laténcia 0.41* 0.47* 0.83*
Viabilidade 0.09 0.19* 0.54* 0.51*
Integridade de DNA 0.27* 0.22* 0.26* 0.29* 0.33*
Funcionalidade Mitocondrial 0.26* 0.34* 0.52* 0.50* 0.38* 0.20*
Integridade 0.09 0.07 0.26* 0.18* 0.11 0.02 0.20*

*Coeficientes de correlacdo de Pearson séo estatisticamente significativos sendo pelo menos P < 0.01
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CAPITULO 111

USO DE LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE E TREALOSE NO
CONGELAMENTO DE SEMEN DE TAMBAQUI, Colossoma macropomum.

ARTIGO NAS NORMAS DA REVISTA AQUACULTURE
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RESUMO

Neste trabalho foram testadas, como crioprotetores externos, a lipoproteina de baixa
densidade purificada da gema do ovo (LDL) e a trealose, no congelamento de sémen de
Tambaqui, Colossoma macropomum. O sémen foi diluido 1/9 (v/v) em Beltsville Thawing
Solution (BTS) acrescido de 4, 8, 12 e 16% de LDL no experimento I (Exp. I) e 50, 100,
150 e 200 mM de trealose, no experimento 11 (Exp.Il), sendo o controle BTS com 10 % de
DMSO. Apo6s dois minutos foi congelado em botijdo dry shipper (12 horas), sendo

armazenado em botijdo de nitrogénio liquido. Ap6s um periodo minimo de 15 dias as
52



amostras foram avaliadas quanto ao tempo de laténcia do espermatozdide e as taxas de
fertilizacdo, eclosdo, motilidade espermatica, funcionalidade mitocondrial, viabilidade
celular, integridade da membrana e do DNA. No Exp. I, A LDL acrescentadA ao diluente
permitiu uma melhor (P<0.05) manutencéo da integridade de membrana, da funcionalidade
mitocondrial e da viabilidade celular. Por outro lado, nas concentragcbes mais elevadas de
LDL ndo houve preservacdo das taxas de fertilizacdo e de eclosdo, da motilidade
espermatica e do tempo de laténcia. No Exp. Il observou-se o efeito da trealose, nas
concentragOes utilizadas, em todas as avaliagdes in vivo (P < 0.05) e in vitro (P < 0.05). As
taxas de fertilizagdo e de eclosdo ndo diferiram entre o DMSO e os tratamentos que
utilizaram trealose. Também ndo houve diferenca na taxa de fertilizacdo do tratamento com
150 mM de trealose comparado com as amostras com sémen fresco (P > 0.05). Houve uma
alta correlacdo (r = 0,95, P < 0.001) entre as avaliacdes de fertilizacdo e de ecloséo.
Considerando os parametros avaliados in vivo e in vitro, o crioprotetor externo trealose
(150mM) foi associado a melhoria da qualidade de sémen de Tambaqui pés-

descongelamento, ja a inclusdo de LDL diminuiu a funcionalidade espermatica.

1. INTRODUCAO

O Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) é a espécie nativa brasileira mais produzida
comercialmente, apresentando bons resultados em diferentes tipos de cria¢do intensiva
(Chellapa et al., 1995; Valenti et al., 2000). E um animal de facil manuseio e rapido
crescimento (Maria et al., 2010), sendo a espécie escolhida como base para o programa de
melhoramento de espécies nativas de dgua doce do Brasil.

A criopreservacdo seminal € uma 6tima ferramenta para a difusdo de material genético,
otimizando o desenvolvimento de programas de melhoramento animal (Suquet et al.,
2000). Para o sucesso desta biotécnica é necessario que os diluentes utilizados na
preservacdo seminal tenham pH e osmolalidade adequada, boa capacidade de
tamponamento e reducdo da leséo criogénica (Salamon & Maxwell, 2000). Geralmente 0s
diluentes incluem crioprotetores externos, internos, um tamp&o, um ou mais agucares, sais e

antibioticos (Evans e Maxwell, 1987).
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Os crioprotetores externos podem minimizar as perdas da qualidade espermatica, agindo
diretamente sobre as organelas espermaticas (Holt, 2000). Um bom exemplo ¢é a
lipoproteina de baixa densidade da gema do ovo (LDL) que se incorpora a membrana
celular (Bergeron et al. 2004; Graham & Foote, 1987; Watson, 1981), ou forma uma
pelicula protetora entre a 4gua e os acidos graxos do espermatozdide (Anton et al., 2003).
Este mecanismo produzido pela LDL atua de forma efetiva na protecdo do espermatozdide,
mantendo a motilidade e integridade da membrana (Hu et al., 2008; Varela Junior et al.,
2009).

Outra possibilidade sdo os acucares, substancias presentes na maioria dos diluentes, o0s
quais, dependendo do seu peso molecular, podem atuar como substratos de energia,
componentes osmoticos e/ou agentes crioprotetores (Holt, 2000). Reduzir as injurias
causadas pela cristalizacdo da agua (gelo) pode ser conseguido utilizando dissacarideos que
aumentam a pressao osmotica (desidratacdo celular) (Bakas & Disalvo, 1991) e reduzem o
volume de agua passivel de ser congelada no interior da célula (Aisen et al., 2002). A
trealose, por exemplo, auxilia na desidratacéo celular, reduzindo a formacéo de cristais de
gelo, acarretando na diminuicdo das crioinjurias das organelas celulares (Aisen et al.,
2005).

Outra funcdo dos dissacarideos, como sacarose (glicose + frutose) e trealose (glicose +
glicose), reside na sua funcdo de estabilizar a bicamada lipidica da membrana espermatica
(De Leeuw et al., 1993), promovendo interacdes especificas com os fosfolipidios (Bakas &
Disalvo, 1991). Neste sentido, a trealose interage com 0s grupos polares do fosfolipidio,
impedindo o espacamento lateral entre os fosfolipidios, prevenindo a fusdo, justaposicao e
rompimento das membranas (Anchordoguy et al., 1987; Crowe et al., 1984). Esta
caracteristica, confere maior flexibilidade a membrana espermatica, tornando-a mais
resistente aos danos causados pelo choque térmico (Aisen et al., 2005), além de proteger a
membrana contra o ataque de radicais livres (reagcdes oxigénio-espécie especificas) (Bucak
etal., 2007).

Os relatos, nas diferentes espécies animais, utilizando a trealose como crioprotetor
externo de sémen sdo conflitantes. Este acucar ndo foi util na preservacdo de
espermatozoides de bovinos (Chen et al., 1993; Foote et al., 1992; Tuncer et al., 2011),
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gazela (Garde et al., 2002), equinos (Squires et al., 2004), veados (Fernandez-Santos et al.,
2007), elefante asiatico (Saragusty et al., 2010) e garoupa (Koh et al., 2010), pois a
qualidade dos espermatozdides congelados com tratamentos com trealose néo foi superior
aos demais tratamentos. Em contraste, quando comparado ao tratamento controle, a trealose
demonstrou manter ou melhorar a qualidade espermética em coelhos (Dalimata & Graham,
1997), em duas racas de caes (Yamashiro et al., 2007; Yildiz et al., 2000), camundongos
(Sztein et al., 2001), caprinos (Aboagla & Terada, 2004), ovinos (Aisen et al., 2005; Bucak
et al., 2007; Tonieto et al., 2010), ostra (Acosta-Salmén et al., 2007), suinos (Gutiérres-
Pérez et al., 2009; Malo et al., 2010) e aves (Blanco et al., 2011). Contudo, é
desconhecido, até o momento, o efeito destes crioprotetores sobre espermatozoéides de
peixes de dgua doce.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da LDL e da trealose sobre as
estruturas (mitocondrias, membranas celulares e DNA) e sobre a funcionalidade
(motilidade, tempo de laténcia, taxas de fertilizacdo e de eclosdo) de células espermaticas

criopreservadas de C. macropomum.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no periodo de novembro de 2009 a fevereiro de 2010,
na Piscicultura Boa Esperanca em Pimenta Bueno, Ronddnia; no Laboratorio de
Biotecnologia em Reproducdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e no
Laboratdrio de Histologia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande,
Rio Grande do Sul, Brasil. Todos as substancias quimicas utilizadas nos experimentos

foram de procedéncia da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO — USA).

2.1. Peixes

Dois experimentos foram conduzidos no periodo reprodutivoda espécie, de novembro a
fevereiro, na Piscicultura Boa Esperanca, em Pimenta Bueno, Rondbnia. Primeiramente
avaliou-se o efeito do LDL na criopreservagdo seminal sendo posteriormente avaliada a
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acdo da trealose sobre as células espermaticas de C. macropomum. Foram utilizados 10
machos e 10 fémeas em idade reprodutiva em cada um dos experimentos. Ao longo do ano,
os animais foram mantidos em viveiros, sob condi¢cbes ambientais, sendo alimentados com
racdo comercial com 40% de proteina bruta e 2900 kcal energia metabolizavel/kg de racéo,
com uma taxa de arragoamento de 3% do peso vivo/dia, com frequencia alimentar de trés

VEZES Na Ssemana.

2.2. Coleta e avaliacao seminal

Os machos foram despescados dos viveiros, sendo imediatamente induzidos na regido
dorso lateral, com 1 mg de extrato de hipdfise de carpa/kg de animal vivo, diluido em 0,5
mL de soro fisiologico estéril (0,9% de NaCl). Apoés, os peixes foram mantidos em dois
tanques de manipula¢do (no maximo quatro animais em cada) com coluna d’adgua de 70
centimetros, fluxo constante, a temperatura de 28° C. Apos 6 h e 25 min foi realizada coleta
do sémen através de massagem abdominal, com um tubo cénico de 15 mL (um para cada
animal), registrando-se o volume coletado. Foi evitada a extrusdo simultanea de fezes e/ou
urina, a fim de ndo ativar os espermatozoides nem contaminar as amostras (Billard et al.,
1995).

Ap0s constatar que ndo ocorreu ativacdo dos espermatozéides, a motilidade (percentual
de células madveis) foi avaliada colocando-se 1 uL de sémen e 100 uL de agua destilada em
lamina sob laminula e levando-se ao microscépio Optico de contraste de fases (Maria et al.,
2010). O mesmo técnico treinado avaliou cada amostra seminal quanto a motilidade e
tempo de laténcia. Foram utilizadas para criopreservacdo, somente amostras que
apresentaram motilidade acima de 80%, 10 s ap0s a ativacdo com &gua destilada. Para
avaliar o tempo de laténcia, foi mensurado o tempo desde a ativagdo até a parada total da
movimentacdo espermatica (segundos). A concentracdo espermatica foi determinada

através de camara de Neubauer, em microscopio optico (Maria et al., 2010).
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2.3. Criopreservagdo Seminal

A solucdo base dos diluentes de ambos os experimentos foi o Beltsville Thawing
Solution (BTS) constituido de 37 g de glicose; 6 g de citrato de sédio di-hidratado; 1,25 g
de bicarbonato de sddio; 1,25 g de etilenodiamino tetracetato e 0,9 g de cloreto de potassio
diluidos em 1 L de agua destilada (Pursel & Johnson, 1975).

O sémen foi diluido 1/9 (v/v), sendo que no experimento | (exp. 1) foi utilizado o
tratamento de BTS somente com o crioprotetor interno 10% de DMSO (Streit Jr. et al.,
2006) e BTS com 10% de DMSO adicionado de diferentes concentracdes do crioprotetor
externo (4, 8, 12 ou 16%) LDL. Ja no experimento Il, o sémen foi diluido em BTS+10% de
DMSO, e os demais tratamentos substituiu-se 0 DMSO pela Trealose (50, 100, 150 ou 200
mM).

A LDL utilizada nos tratamentos do exp. | foi purificada a partir de gemas de ovos de
galinha. As gemas foram separadas das claras e colocadas sobre filtro de papel para facilitar
a remocdo manual dos tracos de clara da membrana vitelina. Apds, com o auxilio de uma
seringa de 40 mL, o conteddo da gema foi aspirado, separando a gema de suas membranas,
colocando-se o contetudo em becker resfriado em gelo (= 0° C) (McBee & Cotterill, 1979).
A gema foi diluida duas vezes em solucdo salina isotdnica (0,17 M) de cloreto de sddio,
sendo agitada por uma hora. Posteriormente, a gema foi centrifugada (10.000 x g) por 45
min a 4° C e, em seguida, o sobrenadante foi centrifugado novamente para remocao
completa dos granulos, sendo o plasma resultante misturado com 40% de sulfato de amodnia
por uma hora, mantendo-se o pH em 8,7 e a temperatura em 4° C. O plasma da gema foi
centrifugado (10.000 x g) por 45 min, a 4° C. O sobrenadante foi coletado e dialisado
durante 12 h em &gua destilada, para eliminar o sulfato de aménia. Apos a dialise, o LDL
foi centrifugado (10.000 x g) por 45 min (Moussa et al., 2002).

Para cada repeticdo de cada tratamento nos experimentos | e Il, foram envasadas 5
palhetas de 250 pL, identificadas, colocadas em tubos plasticos e fixadas nas racks
permanecendo por cinco minutos a 24° C. Apo6s, foram alocadas no canister de um botijao
com vapor de nitrogénio do tipo dry shipper, previamente preparado de acordo com as
recomendacdes de Taitson et al. (2008). As palhetas permaneceram por 12 horas no dry
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shipper, sendo finalmente transferidas para o botijdo de nitrogénio liquido (MVE, modelo

CP-34) onde ficaram estocadas por, no minimo, 15 dias a -196°C.

2.4. Descongelamento seminal e avaliagdes da taxa de fertilizacéo e ecloséao

Para avaliar a taxa de fertilizacdo, em cada um dos experimentos, foram utilizadas 10
fémeas, uma para cada macho. As fémeas foram induzidas a desova com extrato de hipofise
de carpa 5 mg/kg de peso corpéreo diluida em 2 mL de soro fisiologico estéril (0,9% de
NaCl), sendo aplicado com seringa de 2 ml (2/0,01 mL) na regido dorso lateral. Nos dois
experimentos os odcitos foram extrusados por massagem abdominal sendo coletadas em
Becker de 1000 mL e posteriormente reservadas em sete aliquotas de 2 g (cada
experimento). Para a obtencdo da taxa de fertilizagdo nos diferentes tratamentos, as
amostras de sémen de um mesmo macho foram descongeladas em banho-maria a 45° C por
5 s (Streit Jr. et al., 2006). As amostras descongeladas de sémen (150uL) fertilizaram sete
aliquotas de évulos, sendo cinco para os tratamentos de cada experimento, e duas aliquotas
fertilizadas com 15 pL sémen fresco, coletado de dois machos no momento da execugéo do
teste (controle com sémen fresco). Essas aliquotas foram utilizadas para fertilizar a primeira
e a Ultima aliquota de odcitos extrusados. As aliquotas de sémen fresco serviram de
controle para assegurar a qualidade dos odcitos. Assim, fémeas com repeti¢des com taxa de
fertilizacdo inferior a 70% foram descartadas, sendo substituidas por outras fémeas.

Para cada combinacdo de d6vulos com sémen congelado e fresco foram testadas 10
repeticdes em cada um dos experimentos, todas em beckers de 50 mL. A ativacdo do sémen
foi realizada adiconando-se 2 mL de agua destilada, homogeneizando-se suavemente por 5
s e, em seguida, permanecendo em descanso por 2 minutos. Ao final deste periodo, foram
adicionados 20 mL de agua destilada em cada um das aliquotas, visando hidratar os 6vulos
fertilizados. Apos, os ovos foram incubados sob fluxo de agua delicado e constante de 150
mL/min, em incubadoras experimentais de 2 L.

O acompanhamento dos estagios de desenvolvimento embrionario foi realizado através

de estereomicroscopio. A taxa de fertilizacdo foi avaliada apés 8 horas, sendo considerado
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namero de embrides viaveis sobre o total de ovos avaliados, expresso em percentual. J& a
taxa de ecloséo foi avaliada considerando-se o total de embrides eclodidos, sobre o total de

ovos fertilizados, expresso em percentual.

2.5. Funcionalidade mitocondrial, viabilidade, integridade de membrana e DNA

As amostras, em ambos os experimentos (I e Il), foram descongeladas a 45° C durante 5
s (Streit Jr. et al., 2006), sendo ressuspensas em 400 pL de BTS (1:3, v/v), temperatura de
22° C, em tubo cbnico de 1,5 mL, analisando-se, em seguida, a motilidade espermatica, o
tempo de laténcia, a funcionalidade mitocondrial, a viabilidade celular, a integridade de
membrana e do DNA.

A funcionalidade mitocondrial foi obtida colocando-se 10 puL de sémen descongelado
em 40 pL de solugdo de trabalho de rhodamina 123 (13uM), incubando-se a 20°C/10 min
(He & Woods, 2004).

Para a obtencdo da integridade de membrana dos espermatozoéides utilizaram-se sondas
fluorescentes de diacetato de carboxifluoresceina - CFDA e iodeto de propidio - PI;
colocando-se 10 pL de sémen descongelado e 40 pL de solugéo de trabalho sendo incubado
a 20°C, por 10 min (Harrison & Vickers, 1990).

A integridade do DNA foi avaliada coletando-se 45 pL de sémen descongelado em 50
uL TNE (0,01 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 0,001 M EDTA,; pH 7,2). Ap6s 30 s adicionou-se
200 uL de Triton solution 1x. Passados 30 s adicionou-se 50 uL de Acridine Orange (2 mg
por mL em H,O deionizada) e, apds 5 min, avaliou-se a integridade do DNA, nao
ultrapassando 1 minuto de exposic¢ao da lamina montada (Bencharif et al., 2010b).

As avaliacdes de funcionalidade da mitocondria, integridade da membrana e do DNA
foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus® BX 51, América INC,
Sdo Paulo - Brasil), realizadas com 1 pL de solugdo com espermatozoides em lamina sob
laminula (18 x 18 mm), avaliando-se 200 células espermaticas por amostra. As taxas foram
expressas através do percentual entre células espermaticas integras/funcionais sobre o total

de células espermaticas avaliadas.
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A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada com os corantes histoquimicos eosina e
nigrosina, adicionando-se 1 pL de sémen diluido em 10 pL de solugdo de coloracdo
realizando-se, apdés um minuto, o esfregaco. Apds a secagem das laminas os
espermatozdéides foram observados em campo claro (BX51 Olympus®) com objetiva de
imersdo em dleo (Maria et al., 2010).

2.6. Analise Estatistica

Em ambos os experimentos foi realizada a analise de normalidade para todas as
variaveis dependentes, pelo teste de Shapiro-Wilk e em seguida, analise de variancia para
medidas ndo paramétricas de Kruskal-Walis. Os diferentes crioprotetores foram
considerados variaveis independentes, e as varidveis motilidade espermaética, tempo de
laténcia, taxa de fertilizacdo e de eclosdo, funcionalidade da mitocondria, viabilidade
celular, integridade da membrana e do DNA foram consideradas variaveis dependentes.
Adicionalmente foi avaliada a correlacdo de Spearman entre as variaveis dependentes de
cada experimento. Todos os dados foram expressos em média + erro padrdo da média

(S.E.M) e as andlises realizadas no software Statistix 9.0 (2008).

3. RESULTADOS

Os machos utilizados no experimento obtiveram média de 4,7 £ 0,2 ¢ 6,0 £ 0,6 mL de
volume de sémen fresco coletado (n = 10), com concentracéo de 8,6 + 0,2 x 10° € 8,2 + 0,5
x 10°, motilidade de 96,0 + 2,2% e 98,0 + 1,3% e 0 tempo de laténcia de 98,0 + 6,0 s e 96,2
* 6,8 s, respectivamente para o experimento I e II.

Os resultados obtidos com LDL acrescentado ao diluente evidenciam uma melhor
(P<0,05) manutencdo da integridade da membrana, da funcionalidade mitocondrial e da
viabilidade celular (Tabela 1). Por outro lado, nas concentragdes mais elevadas de LDL,
ndo houve preservagdo das taxas de fertilizagdo e de ecloséo (Tabela 2), da motilidade

espermatica e do tempo de laténcia (Tabela 3).
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As taxas de fertilizagéo e de ecloséo das amostras criopreservadas com 10% de DMSO
ndo diferiram dos tratamentos que utilizaram trealose (Tabela 4). Porém, a média das
amostras com sémen fresco foi superior a maioria dos tratamentos, ndo diferindo, contudo,
da taxa de fertilizacdo com 150 mM de trealose (P > 0.05). Houve uma alta correlacéo (r =
0,95; P < 0.001) entre as avaliacGes da taxa de fertilizacéo e de ecloséo.

Nas avaliacOes, in vitro, do sémen criopreservado (Tabelas 5 e 6), a utilizacdo da
trealose nas concentragdes de 100 e 150 mM foi mais eficiente, produzindo maiores
(P<0.05) tempo de laténcia, integridade da membrana e do DNA, funcionalidade da
mitocondria e viabilidade celular, ndo diferindo entre si (P>0,05). Os tratamentos com 10%
de DMSO, 50 e 200 mM de trealose também n&o diferiram entre si (P>0,05) nas avalia¢fes
de motilidade, tempo de laténcia, integridade da membrana, da mitocéndria e viabilidade
celular. Entretanto, na integridade de DNA as quatro concentracGes diferentes de trealose
néo diferiram entre si (P>0,05) mas foram superiores (P<0,05) ao tratamento com 10% de
DMSO

4. DISCUSSAO

Em vérias espécies de mamiferos (cdes: Bencharif et al., 2010a e Varela et al., 2009;
suinos: Hu et al., 2008; bovinos: Hu et al., 2011 e Vera-Munoz et al., 2009; ovinos: Tonieto
et al., 2010), a LDL foi eficiente na protecdo aos espermatozéides congelados. No presente
estudo foram encontrados resultados similares, especialmente quanto a viabilidade celular, a
integridade da membrana e a funcionalidade da mitocdndria, com a adi¢éo de LDL. O efeito
deste crioprotetor estd associado a sua capacidade de estabilizacdo da membrana
espermatica, pois previne o efluxo de fosfolipidio (Thérien et al., 1999) e de colesterol
(Bergeron et al., 2004), além de formar uma barreira fisica que protege a membrana do
choque térmico (Manjunath and Thérien, 2002). Quanto a integridade de DNA do
espermatozoide criopreservado de C. macropomum, a LDL ndo foi capaz de promover um
incremento de qualidade reprodutiva quando comparado ao tratamento controle. Todavia, em
suinos, Hu et al. (2008) relatou a manutencdo da qualidade do material genético devido a

adicdo da LDL. De todo modo cabe ressaltar que espermatozdides de peixes e suinos
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apresentam grandes diferencas, como, por exemplo, a presencga de acrossoma no mamifero e
auséncia em peixes da espécie estudada.

Os resultados verificados neste estudo com altas concentracdes de LDL, sdo bastante
curiosos, pois, a0 mesmo tempo em que a funcionalidade mitocondrial e a integridade da
membrana foram melhor preservadas nas altas concentracdes, os resultados de taxa de
fertilizacdo e de eclosdo, que determinam a eficiéncia da solucdo crioprotetora, foram pifios.
Apesar da LDL ser dotada de interessantes propriedades crioprotetoras, as taxas de
fertilizacdo, eclosdo, motilidade espermatica e tempo de laténcia foram prejudicados com o
aumento de sua concentracdo. Isto pode estar relacionado a crescente aglutinacdo celular,
ocorrida apés a adicdo da agua destilada necessaria para a ativacdo espermatica.
Provavelmente este fendbmeno é decorrente da instabilidade da gema de ovo, possivelmente
da LDL, quando utilizada com diluente base BTS (Maria et al. 2006), o que pode ser
contornado com a retirada da LDL antes da ativacdo espermatica. Entretanto, a metodologia
(centrifugacdes sequenciais) para a retirada da LDL inviabilizaria sua utilizagdo em

pisciculturas comerciais, 0 que tornou necessario avaliar outros crioprotetores.

A acdo da trealose ocorre no meio extracelular da célula espermética criopreservada,
diretamente sobre a pressdo osmética. Todavia, esta acdo pode ser positiva ou negativa,
dependendo necessariamente da concentracdo utilizada. Isto foi possivel observar no
presente estudo, em que a acdo positiva da trealose nas concentracdes de 100 e 150 mM
manteve com maior eficiéncia a integridade do DNA, tempo de laténcia e viabilidade celular
das células espermaticas descongeladas de C. macropomum, quando comparadas ao
tratamento controle (somente com 10% de DMSO). Por outro lado, o efeito nocivo da
trealose ficou evidente na concentracdo mais elevada (200 mM), que reduziu a motilidade
espermatica, tempo de laténcia, integridade da membrana, viabilidade celular e
funcionalidade mitocondrial. Estes efeitos nocivos também foram relatados, em
espermatozdides criopreservados de suinos (Hu et al., 2009) e de ovinos (Naing et al., 2010),
nos tratamentos com a maior concentragdo de trealose testada, 200 mM e 264,32mM,

respectivamente.
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A concentragdo com 150 mM de trealose, realmente parece ser a mais apropriada para o
congelamento do sémen do C. macropomum. Pois muito embora ndo tenha ocorrido
diferenca na taxa de fertilizacdo e de eclosdo entre os diferentes tratamentos, o sémen
congelado com 150 mM de trealose ndo foi diferente no percentual de ovos fertilizados
comparando-se ao sémen fresco. Este fato pode ser considerado como incremento promovido
por este dissacarideo e corrobora com a eficiéncia da trealose observada no sémen de
diferentes espécies (Aboagla & Terada 2004; Acosta-Salmon et al., 2007; Aisen et al., 2005;
Blanco et al., 2011; Bucak et al 2007; Dalimata & Graham, 1997; Gutiérres-Pérez et al.,
2009; Malo et al., 2010; Sztein et al., 2001; Tonieto et al., 2010; Yamashiro et al., 2007;
Yildiz et al., 2000).

A observacdo de Aisen et al. (2005) ressalta qualidades de acUcares de alto peso
molecular, como a reducéo da peroxidacéo lipidica e o consumo de glutation, resultando em
uma melhor protecdo da membrana plasmatica do espermatozoOide. Este fato pode ser
observado nos espermatozdides congelados de C. macropomum com trealose, em especial na
concentracdo de 150 mM. De todo modo, a trealose confirma a observacdo classica de
Nagase (1964), que relaciona o aumento da pressdo osmotica dos agucares de alto peso
molecular, que promovem desidratacdo celular, causando uma menor incidéncia de formagéo
de gelo intracelular e aumentando a viabilidade da célula criopreservada. Diferente do que
ocorre com os agUcares de baixo peso molecular, como a glucose presente no BTS, que
podem passar pela membrana plasmatica da célula espermatica, fornecendo energia para o

metabolismo normal e para sua funcionalidade.

5. CONCLUSOES

O aumento da concentracdo de LDL no diluente seminal promoveu o aumento da
manutencdo das estruturas dos espermatozoOides criopreservados de C. macropomum,
entretanto, reduziu sua funcionalidade. A adicdo de 150 mM de trealose no diluente de
congelamento manteve com maior eficiéncia as caracteristicas in vivo e in vitro do

espermatozéide da espécie.
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Tabela 1. Taxas de integridade da membrana e do DNA e funcionalidade da mitocondria

(média * erro padrdo da média) do sémen de tambaqui C. macropomum descongelado, apos

congelamento com diferentes concentracdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL)

] Integridade Funcionalidade
Diluentes o
Membrana (%) DNA (%) da Mitocondria (%)
10% DMSO 332+17° 39,5+7,2% 53,3 +2,6°
10% DMSO + 4% LDL 56,7 +5,6™ 46,7 +8,7° 50,9 + 3,7°
10% DMSO + 8% LDL 64,5+ 5,5% 50,6 + 8,0° 62,4 +5,3%
10% DMSO + 12%LDL 78,5+ 4,3 48,4 +8,2° 83,0 £ 3,0°
10% DMSO + 16%LDL 84,5+ 3,4° 46,9 £ 8,9° 88,4 + 2,8

DMSO: Dimetil sulfoxido: *¢ Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma

coluna, diferem significativamente (P < 0,05).
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Tabela 2. Taxas de fertilizacdo e de eclosdo (média * erro padrdo da média) do sémen de
tambaqui C. macropomum fresco e descongelado, ap6s congelamento com diferentes

concentracdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL)

Diluentes Taxa
Fertilizacdo (%) Eclosédo (%)

Sémen fresco 92,8 +1,4° 90,6 + 2,0°
10% DMSO 58,5 + 4,8% 52,7 +5,4%
10% DMSO + 4% LDL 56,1 + 2,8%° 445 + 4,0%°
10% DMSO + 8% LDL 42,9 +5,1° 36,2 + 4,6
10% DMSO + 12%LDL 19,9 +5,1% 15,3 +2,7%
10% DMSO + 16%LDL 10,3 + 4,5° 8,7 +3,7°

DMSO: Dimetil sulféxido; *® Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma

coluna, diferem significativamente (P < 0,05).
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Tabela 3. Taxas de motilidade, viabilidade espermatica e tempo de laténcia (média + erro
padrdo da média) do sémen de tambaqui C. macropomum descongelado, apds congelamento

com diferentes concentrac6es de lipoproteina de baixa densidade (LDL)

) Taxa de Tempo de Viabilidade

Diluentes . o
Motilidade (%) Laténcia (s) Celular (%)

10% DMSO 35,0 +2,2° 19,6 +1,7° 472+43°
10% DMSO + 4% LDL 11,0 +2,8% 12,1 +2,7% 65,0 + 4,1%
10% DMSO + 8% LDL 8,0+22° 11,4 +2,8%® 66,7 + 4,3
10% DMSO + 12%LDL 50+ 2,0° 6,8+ 2,0° 793+27°
10% DMSO + 16%LDL 30+1,1° 48+17° 79,3 +3,3°

DMSO: Dimetil sulféxido; *® Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma

coluna, diferem significativamente (P < 0,05).
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Tabela 4. Taxas de fertilizacdo e de eclosdo (média * erro padrdo da média) do sémen de
tambaqui C. macropomum fresco e descongelado, ap6s congelamento com diferentes

molaridade de trealose

Diluentes Taxa

Fertilizacdo (%) Eclosédo (%)
Sémen fresco 92,8 +1,4° 84,6 +2,2°
10% DMSO 57,8 +3,7° 49,9 +3,9°
50 mM Trealose 42,2 +8,8 374+738°
100 mM Trealose 61,3+6,3 52,4 + 4,4°
150 mM Trealose 63,2 6,7 54,4 +6,3
200 mM Trealose 60,4 +6,1° 53,4 +54°

DMSO: Dimetil sulféxido; *® Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma

coluna, diferem significativamente (P < 0,05).
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Tabela 5. Taxas de motilidade, tempo de laténcia e viabilidade espermética (média +
erro padrdo da média) do sémen de tambaqui C. macropomum fresco e descongelado, apos

congelamento com diferentes molaridades de trealose

) Taxa de Tempo de Viabilidade

Diluentes . o
Motilidade (%) Laténcia () celular (%)

10% DMSO 14,0 +2,4%® 17,3+2.4° 425+28°
50 mM Trealose 9,0+2,6° 15,7 + 3,6° 50,0 +5,1%
100 mM Trealose 26,5+ 3,2° 38,4+2,6° 62,7 +3,8°
150 mM Trealose 205+1,7° 355+2,1° 66,4 +2,9°
200 mM Trealose 85+17° 12,6 +2,7° 59,8 + 3,6

DMSO: Dimetil sulféxido; *® Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma

coluna, diferem significativamente (P < 0,05).
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Tabela 6. Taxas de integridade da membrana e do DNA e funcionalidade mitocondrial
(média + erro padrdo da média) do sémen de tambaqui C. macropomum fresco e

descongelado, ap6s congelamento com diferentes molaridades de trealose

] Integridade Funcionalidade
Diluentes ) )
Membrana (%) DNA (%) Mitocondrial

10% DMSO 24,2 + 3,3 20,1+4,3° 38,4 +1,6%
50 mM Trealose 24,4 + 4.6 53,4 +5,3° 33,9 + 4,6%®
100 mM Trealose 37,3+6,6° 57,9+5,1° 54,6 +5,7°
150 mM Trealose 315+2,7° 51,9 + 4,4° 44,0 + 3,4°
200 mM Trealose 132 +2,9° 55,0 + 7,0 23,6+3,8°

DMSO: Dimetil sulféxido; *® Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma
coluna, diferem significativamente (P < 0,05).
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DISCUSSAO GERAL

Esta tese € o primeiro estudo sobre o efeito da utilizacdo de dimetilsulfoxido (DMSO),
amidas, Lipoproteina de baixa densidade da gema do ovo (LDL) e trealose como
crioprotetores para espermatozoides de tambaqui, Colossoma macropomum. Nestes
trabalhos ficou evidente que alguns crioprotetores proporcionaram acao efetiva na protecao
dos gametas masculinos, durante o processo de congelamento e descongelamento. A
trealose, dimetilacetamida, dimetilformamida e metilformamida proporcionaram boa
preservacdo da membrana, mitocondria e DNA espermatico, mantendo assim sua
motilidade e laténcia, taxas de fertilizacdo e/ou eclosdo. Os melhores crioprotetores
permitirdo o congelamento espermatico de C. macropomum para facilitar o transporte do
ambiente nativo da espécie ou de viveiros de aquicultura, podendo o sémen ser enviado
para toda a América Latina ou mantidos indefinidamente para preservar sua variabilidade
genética, sem que ocorra prejuizo na funcionalidade espermatica. Isto se confirma pelo fato
de que alguns crioprotetores obtiveram taxas de fertilizacdo e de eclosdo semelhantes as
observadas com sémen fresco.

Inicialmente foi determinada a concentracdo ideal do crioprotetor (DMSO) mais
utilizado para o congelamento de sémen de peixes de &gua doce nativos brasileiros
pertencentes aos Characidae, tais como: Salminus brasiliensis (Coser et al. 1984, Carolsfeld
et al. 2003); Prochilodus lineatus (Carolsfeld et al. 2003, Felizardo et al. 2010); B.
orbignyanus, L. elongatu e Piaractus mesopotamicus (Carolsfeld et al. 2003); Brycon
amazonicus (Cruz-Casallas et al. 2004, Velasco-Santamaria et al. 2006); B. orthotaenia
(Melo & Godinho 2006); e Leporinus obtusidens (Taitson et al. 2008). Observou-se que 0
DMSO, na concentragdo de 10%, foi o que melhor preservou a motilidade e o tempo de
laténcia dos espermatozoides, a integridade do DNA e as taxas de fertilizagéo e de eclosao.
Entretanto, os espermatozéides criopreservados com 10% de DMSO foram sensivelmente
prejudicados quanto a qualidade quando comparados ao sémen fresco. Isto pode ser
decorrente da toxidez da solucdo crioprotetora, pois a integridade de DNA apresentou
correlagdo negativa (r= - 0,83) e significativa (P < 0,05) com as concentragdes desse

crioprotetor, demonstrando sua toxidez em relagdo ao material genético do espermatozoide.
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Com estes resultados tornou-se necessario avaliar o efeito da adicdo de LDL ou da
substituicdo do DMSO por amidas ou trealose durante o congelamento espermatico de
tambaqui C. macropomum.

A adicdo da LDL foi eficaz na prote¢do aos espermatozdides congelados/descongelados
em vérias espécies de mamiferos (suinos: Hu et al. 2008; cées: Varela et al. 2009 e
Bencharif et al. 2010; bovinos: Vera-Munoz et al. 2009 e Hu et al. 2011; ovinos: Tonieto et
al. 2010), ocorrendo resultados similares com o sémen de Tambaqui, especialmente quanto
a viabilidade celular, a integridade da membrana e a funcionalidade da mitocondria com a
adicdo de LDL. O efeito deste crioprotetor esta associado a sua capacidade de estabilizagdo
da membrana espermética, prevenindo o efluxo de fosfolipidio (Thérien et al. 1999) e
colesterol (Bergeron et al. 2004), além de formar uma barreira fisica que protege a
membrana do choque térmico (Manjunath & Thérien 2002).

Em suinos, Hu et al. (2008) relataram a manutencdo da qualidade do material genético
devido a adicdo da LDL, entretanto em espermatozdides criopreservados de tambaqui, C.
macropomum o LDL ndo promoveu a manutencao da qualidade do DNA. Além disto, as
taxas de fertilizacdo e de eclosdo, a motilidade espermatica e o tempo de laténcia foram
prejudicados com o aumento da concentracdo de LDL. Isto pode ser devido a crescente
aglutinacdo celular, ocorrida ap6s a adicdo da agua destilada necesséaria na ativacdo
espermatica. Provavelmente este fendmeno € decorrente da instabilidade da gema de ovo,
possivelmente da LDL, quando utilizada com diluente base BTS (Maria et al. 2006), o que
pode ser contornado com a retirada da LDL antes da ativacdo espermaética. Entretanto, a
metodologia (centrifugagdes sequenciais) para a retirada da LDL inviabilizaria sua
utilizacdo em pisciculturas comerciais, 0 que tornou necessario avaliar outros
crioprotetores.

Uma alternativa € a trealose, que age no meio extracelular da célula espermatica
aumentando a pressdo osmotica, desidratando a célula, diminuindo assim a incidéncia de
formacédo de gelo intracelular, aumentando a viabilidade da célula criopreservada (Nagase
1964). Dependendo da concentracdo de trealose utilizada, esta agdo pode ser benéfica ou
produzir danos durante a criopreservacdo. No presente estudo esta acdo positiva da trealose
nas concentragfes de 100 e 150 mM foi evidente, pois manteve com maior eficiéncia a
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integridade do DNA, o tempo de laténcia e a viabilidade celular das células esperméticas de
tambaqui, C. macropomum descongeladas, quando comparado ao tratamento controle (10%
de DMSO). Por outro lado, o efeito nocivo da trealose também ocorreu na concentracdo
mais elevada (200 mM), onde diminuiu a motilidade espermatica, o tempo de laténcia, a
integridade da membrana, a viabilidade celular e a funcionalidade mitocondrial. Estes
efeitos nocivos também foram relatados em espermatozoides criopreservados de suinos (Hu
et al. 2009) e de ovinos (Naing et al. 2010), nos tratamentos com a maior concentracao de
trealose testada, 200 mM e 264,32 mM, respectivamente.

Dentre as diferentes concentragdes de trealose, 150 mM é a mais apropriada para o
congelamento do sémen do Tambaqui, C. macropomum, pois, muito embora ndo tenha
ocorrido diferenca nas taxas de fertilizacdo e de eclosédo entre os diferentes tratamentos com
trealose, o sémen congelado com 150 mM de trealose ndo apresentou diferenca no
percentual de ovos fertilizados comparando-se ao sémen fresco. Este fato pode ser
considerado como incremento promovido por este dissacarideo e corrobora com a
eficiéncia da trealose observada no sémen de diferentes espécies (Dalimata & Graham
1997, Yildiz et al. 2000, Sztein et al. 2001, Aboagla & Terada 2004, Aisen et al. 2005,
Acosta-Salmon et al. 2007, Bucak et al. 2007, Yamashiro et al. 2007, Gutiérres-Pérez et al.
2009, Malo et al. 2010, Tonieto et al. 2010, Blanco et al. 2011).

Outra alternativa para a criopreservacdo de sémen de tambaqui comprovada nesta tese
foram as amidas. O uso de 8% DMF rendeu, ap6s o descongelamento, motilidade
espermaética, viabilidade, funcionalidade mitocondrial, integridade da membrana e do DNA
que foram aproximadamente o dobro das observadas com glicerol e resultando em taxas de
fertilizacdo e de eclosdo semelhantes as obtidas com sémen fresco.

Estes resultados encontrados corroboram com os relatados de outras espécies de peixes.
Na preservagdo seminal de bagre Europeu, Silurus glanis, o DMA foi mais eficiente que o
glicerol, o DMSO e o propilenoglicol, na viabilidade espermatica e funcionalidade
mitocondrial (Ogier de Baulny et al. 1999). Para sémen de salméo do artico, Salvelinus
alpinus, o DMA também rendeu taxa de fertilizacdo e motilidade semelhantes ao DMSO e
maior do que com glicerol (Richardson et al. 1999). Apesar do sémen de bagre Africano,
Clarias gariepinus congelado com DMA apresentar maior motilidade quando comparado
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ao glicerol, o DMSO foi mais eficiente que a DMA na preservacdo da motilidade e ndo
diferenciou na taxa de eclosdo (Horvath & Urbanyi 2000). Em salmdo, a motilidade e a
taxa de fertilizacdo dos espermatozoides descongelados de Oncorhynchus masou
formosanus ndo apresentou diferenca com DMA ou DMSO, ja para Oncorhynchus masou
ishikawae o DMSO foi mais eficiente do que o DMA na preservacdo dos mesmos
parametros de qualidade (Gwo et al. 1999). Assim, DMA é um crioprotetor eficaz para o
congelamento de espermatozoOides de peixes, mas seu efeito varia entre as espécies e
também entre os peixes do mesmo género. Em sémen de garoupa, Epinephelus
septemfasciatus (Koh et al. 2010), guppy, Poecilia reticulata e black molly, P. latipinna
(Huang et al. 2009) a motilidade p6s-descongelamento, quando diluidos com DMF foi
semelhante ao observado com DMSO ou glicerol. Até onde se sabe, a MF ainda nédo foi
testada como crioprotetor para o sémen de outras espécies de peixes além do tambaqui, C.
macropomum. No entanto, as trés amidas testadas no presente estudo vem sendo utilizadas
como crioprotetores em diluente seminal de congelamento de diferentes mamiferos. Os
beneficios na manutencdo da qualidade dos espermatozoOides descongelados estdo
relacionados com a substituicdo do glicerol e DMSO por DMA em roedores: coelhos
(Hamada et al. 1980, Okuda et al. 2007); cangurus (McClean et al. 2008) e coalas (Zee et
al. 2008). O uso de DMF e, em alguns casos, de DMA em substituicdo ao glicerol
melhorou a qualidade dos espermatozdides descongelados em sémen de galos (Tselutin et
al. 1999), Chalah et al. 1999), suinos (Bianchi et al. 2008), e anfibios (Shishova et al.
2011). Para espermatozoOides de garanhdo o DMF e MF proporcionaram motilidade
semelhante ao observado com glicerol (Squires et al. 2004). Portanto, a resposta de
espermatozdides para as diferentes amidas pode ser influenciada pelas diferencas entre as
espécies.

O efeito crioprotetor destas amidas pode ser atribuido a sua atividade lipofilica e ao seu
baixo peso molecular e viscosidade (Ball & Vo 2001). Tais caracteristicas proporcionam as
amidas testadas grande permeabilidade da membrana e eficiente ligacdo com as moléculas
de &gua, o que pode reduzir o estresse osmotico e a formacdo de cristais de gelo
intracelular, permitindo que estes compostos penetrem a membrana plasmatica dos
espermatozdides mais facilmente, diminuindo assim sua toxicidade osmotica em
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comparacdo ao glicerol (Squires et al. 2004). No entanto, como a integridade do DNA do
esperma descongelado foi geralmente reduzida quando se utilizou a maior concentracao
(11%), esta ndo pode ser recomendada, pois mesmo tendo o DNA danificado a célula
espermatica pode fertilizar o odcito, prejudicando o desenvolvimento embrionério
subseqliente e reduzindo a taxa de eclosdo, como relatado em sémen de truta arco-iris
(Pérez-Cerezales et al. 2010).

Portanto, o conhecimento adquirido durante este estudo demosntra que a trealose (150
mM) e as amidas testadas (5% e 8% DMF e 8% MF) para o congelamento de
espermatozéides de tambaqui, C. macropomum sdo Otimas alternativas de crioprotetores,
pois mantiveram a qualidade espermaética ap6s o descongelamento e obtiveram taxas de

fertilizacdo e de eclosdo semelhantes as obtidas com sémen fresco.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Quando comparadas as concentracfes de 5, 10, 15 e 20% de DMSOQO, a concentragédo
de 10% foi associada a melhor manutencdo da qualidade de sémen criopreservado de
tambaqui.

2. A inclusdo de LDL no diluente seminal promoveu a manutengdo das estruturas dos
espermatozdides criopreservados de C. macropomum, entretanto, diminuiu a
funcionalidade.

3. A adicdo de 150 mM de trealose no diluente de congelamento manteve as
caracteristicas in vivo e in vitro do espermatozéide de Colossoma macropomum.

4. O uso das amidas testadas para o congelamento de sémen de C. macropomum sdo as
melhores alternativas de crioprotetores.

5. Dentre as concentracfes de amidas testadas em sémen de tambaqui, 0s tratamentos
com 5% e 8% DMF e 8% MF foram os que mantiveram melhor a qualidade espermaética
apos o descongelamento e ndo diferenciaram do sémen fresco nas taxas de fertilizacdo e
eclosdo.

6. Em funcdo dos resultados obtidos nesses experimentos recomenda-se a utilizacdo das
amidas DMF (na concentragdo de 5%) ou MF (na concentracdo de 8%) para

criopreservacao de sémen de tambaqui C. macropomum.
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ANEXO |

TRABALHO EM INGLES DO CAPITULO Il ENVIADO PARA A REVISTA
THERIOGENOLOGY.

Use of amides as cryoprotectants in extenders for frozen sperm of Tambaqui,

Colossoma macropomum
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Abstract

Amides were tested as cryoprotectants in comparison to more traditional cryoprotectants
glycerol and DMSO for the recovery of Tambaqui fish (Colossoma macropomum) sperm.
Milt was extended in Beltsville Thawing Solution then frozen with the addition of either
2%; 5%, 8%; and 11% of 1) dimethylacetamide (DMA), 2) dimethylformamide (DMF), 3)
methylformamide (MF), or with 5% glycerol or 10% dimethylsulfoxide, The highest
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fertilization rates (P < 0.001) occurred using amides; 8% DMF (91.6 + 1.3%), 5% DMF
(88.9 £ 1.6%) and 8 % MF (83.0 + 1.6%), which did not significantly differ among
themselves, when compared with glycerol (83.0 £ 1.6%) and DMSO (83.0 £ 1.6%). The
highest hatching rates (P < 0.001) also occurred for 5% DMF, 8% DMF and 8% MF (79.1
+3.1;87.6 £ 1.5 and 74.8 3.0, respectively) and were also similar (P > 0.05). For such
treatments, both fertilization and hatching rates were similar (P > 0.05) to those observed
with fresh sperm (91.7 + 1.4 and 87.4 £ 1.4, respectively). The highest sperm motility
across extenders (at least 55.7%) was observed with 5%, 8% and 11% DMF (P < 0.001).
Those same treatments, along with 11% MF, provided the highest period of motility (P <
0.001) of at least one minute. The highest sperm integrity (more than 54%) was observed
with 5% and 11% MF and with DMA and DMF at all tested concentrations (P < 0.001).
The highest sperm viability (at least 31%) was for 5%, 8% and 11% DMA, 8% and 11%
MF and also for DMF at all tested concentrations (P < 0.001). The highest sperm DNA
integrity (more than 50%) occurred for 2%, 5% and 8% MF and for DMA and DMF at all
concentrations (P < 0.001), whereas 2% DMA, 11% MF, 11%DMF and the three amides at
both 5% and 8% yielded the highest mitochondrial functionality (P < 0.001); at least 44%.
Thus, 8% MF and DMF at both 5% and 8% were the cryoprotectants achieving the most
effective post-thawing quality for C. macropomum sperm.

Key words: cryoprotectants, freezing, sperm, Colossoma macropomum.

1. Introduction

The Tambaqui (Colossoma macropomum; Cuvier, 1818) is the second largest South
American scaled fish and a migratory species [1]. Colossoma macropomum is the native
Brazilian fish with the highest agricultural production of above 30,000 T in 2008 [2], and
provides high production under intensive aquaculture [3] using genetic strains to optimize
production [4]. Therefore, means to perpetuate the genetic variation of strains of C.
macropomum are required in aquaculture, both for security and to reduce costs involved
with maintaining strains, and in nature where populations are threatened by dam building
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[5]. Preservation of genetic material of fish species can be practically optimized through
sperm cryopreservation [6].

Cryoprotectants are included in cryodiluents for freezing sperm to prevent formation of
intracellular ice crystals that are lethal to sperm cells [7], to reduce damage to sperm
membranes and organelles [8, 9], and to preserve the integrity of DNA [10-13]. Glycerol is
the most common penetrating cryoprotectant included in extenders for frozen sperm [7, 8,
14], despite of its high molecular weight and viscosity, which may lead to a cytotoxic effect
[8]. Furthermore, glycerol may have contraceptive effects in poultry [8] and may be related
to apoptosis [15]. Other cryoprotectants can also be used for freezing fish sperm, such as
ethylene glycol, methanol and dimethylsulfoxide (DMSO) [16], which are commonly used
for freezing sperm of Brazilian native freshwater fish species [17]. However, glycerol and
DMSO are not efficient cryoprotectants for freezing sperm of C. macropomum [18, 19].
Amides such as dimethylacetamide (DMA), dimethylformamide (DMF) and
methylformamide (MF) have been used as penetrating cryoprotectants in extenders for
freezing sperm of stallions [20, 21], boars [22], dogs [23], poultry [24] and fish [26]. The
cryoprotectant effect of such amides is attributed to their low molecular weight and
viscosity, which provide them great membrane permeability, reducing the occurrence of
cellular damage due to osmotic stress [25], since when a penetrating cryoprotectant
permeates cell membranes slower than water does [27], the cell’s volume may either
contract or expand beyond its maximal capacity when the cryoprotectant is added or
removed, respectively [28]. Nevertheless, amides have never been tested as penetrating
cryoprotectants for freezing C. macropomum sperm.

Due to the commercial value of C. macropomum [2, 3], some studies have addressed its
sperm cryopreservation [18, 19], but these lacked detailed evaluation of post-thawing
sperm quality and obtained discouraging results with conventional cryoprotectants.
Recently, Maria et al [29] evaluated some sperm characteristics of C. macropomum, using
only fresh sperm. The objective of the present study was to test the cryoprotectant
efficiency of DMA, DMF and MF, in distinct concentrations, on post-thawing quality of C.
macropomum sperm, evaluating hatching and fertilization rates, latency, motility, integrity
of plasma membrane and DNA, and mitochondrial functionality.
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2. Materials and methods

2.1. Sperm collection and evaluation

Fourteen C. macropomum males (5.4 £ 0.4 kg) from a commercial farm located in
Pimenta Bueno RO Brazil (11°41'46.95" S and 61°13'47.50" O) were used to provide milt,
during their reproductive season, from December 2009 to February 2010. All fish were kept
in fish ponds, receiving a commercial diet with 40% crude protein and 2,900 kcal of
metabolizable energy/kg, which was equivalent to 3% of the total live weight of all fish,
three times weekly. After capture, each male was administered carp pituitary extract in its
dorsal region (1mg/kg) diluted in 0.5 mL of sterile saline (0.9% NaCl). The males were
then kept in two tanks with a 0.7 m water column (at most four fish per tank). After 6.5 hrs,
the males were removed from the tanks and dried with a cloth towel, then the urogenital
papilla was cleaned and dried with a paper towel. Sperm was collected with a 15 mL
conical tube through abdominal massage with the simultaneous extrusion of feces and urine
avoided to prevent milt contamination and spermatozoa activation [30].

Sperm motility and motility period were evaluated before freezing, by puttinga 1 uLL
sperm sample and 100 pL distilled water at 25° C in a slide covered with a coverslip, using
a phase contrast microscopy (BX 41 Olympus®, 400x) with 200X magnification. Sperm
motility period was determined as the time from activation up to the moment the sperm
stopped moving. All evaluations were done by the same trained technician. All sperm
samples presented at least 80% sperm motility, 10 s after activation. The sperm

concentration, determined with a Neubauer chamber, was 8.7 x 10° spermatozoa/ml.

2.2. Sperm cryopreservation

The basic extender was the Beltsville Thawing Solution (BTS) [31], originally used to

cool boar sperm, but commonly used in sperm freezing protocols for Brazilian native
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migratory fish species [16]. Individual sperm samples were diluted 1/9 (v/v), homogenized
and split in 14 treatments, combining distinct cryoprotectants and concentrations of: 5%
glycerol [17]; 10% DMSO [29]; and DMA, MF and DMF at 2%, 5%, 8% and 11%. For
each male, 5 repeats per treatment were processed. So, the total number of samples was
980. All chemicals used in the experiment were obtained from Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, USA).

Sperm samples were stored in 250 pL straws and stabilized at room temperature for 2
min. Subsequently, the straws were exposed to liquid nitrogen vapor in a commercial liquid
nitrogen vapor dry-shipper (Taylor-Wharton®, CP 300) [33]. The straws remained in the
dry-shipper for 12 h and were subsequently stored in liquid nitrogen for at least 15 d, until

thawing.

2.3. Fertilization and post-thawing sperm evaluation

Fourteen C. macropomum females (7.9 = 0.5 kg) kept under the same conditions
described above for the males were used (one per male). The females were induced to
spawn through administration of 5 mg/kg carp pituitary extract diluted in 2 mL saline
(0.9% NaCl), in the dorsal lateral region. After 9 h, the eggs were extruded through
abdominal massage and collected in a 1 L Beaker, and sixteen aliquots of 2 g each were
selected for each female.

For each male, 14 straws (one per treatment) were thawed in water bath at 45° C for 5 s
[32]. For each aliquot, 150 pL of each sperm sample (n = 14) were used. At the same time,
two other aliquots were fertilized with the same sperm number per egg, with fresh sperm
previously collected from other two males, to assure the quality of the eggs (all repeats with
fertilization inferior to 70% were discharged). During fertilization, the eggs and sperm were
in contact inside a 50 mL beaker, which was gently homogenized for 5 s. The mean sperm
number per egg was 7 x 10*. Sperm activation was done through the addition of 2 mL
distilled water at 29° C. Then, the content was homogenized again for 5 s and allowed to
rest for 2 min. After that, 20 mL distilled water at 29° C were added to each aliquot, to
hydrate the fertilized eggs. Thereafter, the content was incubated under a gentle, ascending
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and constant water flow (150 mL/min) in conical 2 L incubators. The developmental stages
were monitored with a stereomicroscope (Olympus SZX 7). The fertilization rate was
assessed after 8 h, as the number of eggs with cell division over the total number of eggs (n
= 200). The hatching rate was calculated as the number of hatched embryos over all
evaluated embryos.

Sperm samples were transported to the ReproPel laboratory for further analyses. Two
straws of each treatment were thawed in water bath at 45° C for 5 s and re-suspended in
400 uL BTS (1:3, v/v) at 22° C in a 1.5 mL conical tube, to minimize potential toxic effects
of the cryoprotectant.

For the evaluations of sperm viability, DNA integrity and mitochondrial functionality,
200 sperm cells were counted and evaluated with an epifluorescent microscope at 400 X
magnification (Olympus® BX 51, América INC, Sdo Paulo, Brazil).

For evaluation of sperm viability, a 10 uL sperm sample was diluted in a 40 puL work
solution in an isotonic saline solution, including: 1.7 mM-formaldehyde; 20 uM
Carboxyfluorescein diacetate (CFDA); and 7.3 uM propidium iodide (IP). Spermatozoa
having green fluorescence were considered viable, since their metabolic activity allowed
CFDA to accumulate in their cytoplasm, whereas spermatozoa with heads having either red
or red and green fluorescence were classified as non viable [34]. The percent of sperm
viability was determined by the proportion of spermatozoa emitting green fluorescence
compared to the total spermatozoa (green, red or red and green fluorescence).

Sperm DNA integrity was evaluated after putting a 45 uL sperm sample in 50 uL. TNE
(0.01 M Tris-HCI; 0.15 M NaCl; 0.001 M EDTA; pH 7.2). After 30 s, 200 pL of Triton
solution 1x was added and, 30 s later, 50 uL of acridine orange was added (2 mg/mL in
deionized H,0). The evaluation was done after 5 min, without surpassing 1 min of slide
exposure. Spermatozoa presenting green fluorescence were considered as having integer
DNA, whereas those presenting red or orange fluorescence were considered as having
denatured DNA [35]. The rate of DNA integrity was determined by the proportion of
spermatozoa emitting green fluorescence compared to the total spermatozoa (green, red or

orange fluorescence).
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Mitochondrial functionality was evaluated after incubation of a 10 puL sperm sample
with a 40 pL rhodamine 123 solution (13uM), at 20°C for 10 min. Spermatozoa presenting
positive thodamine staining (green fluorescence) were considered as having functional
mitochondria. Conversely, non functional mitochondria were characterized by negative
rhodamine staining (spermatozoa presenting no fluorescence) [36]. The rate of
mitochondrial functionality determined by the proportion of spermatozoa emitting green
fluorescence compared to the total spermatozoa (green or no fluorescence).

Sperm integrity was evaluated by adding a 1 pL sperm sample to a 10 pL staining
solution including 5 g eosin Y and 10 g nigrosin, homogenized in BTS. After 1 min, a
smear was done and left to dry. After counting 200 sperm cells using a bright field
microscope with an oil immersion objective (100 X), the percent of integer sperm cells
(having non-ruptured membranes) was recorded. Sperm cells were considered integer when
remained unstained whereas those having either pink or red staining were considered non
integer [29].

2.4. Statistical analyses

All variables were normally distributed according to the Shapiro-Wilk test. The effects
of combinations of cryoprotectants and concentrations on the responses were tested by
analysis of variance, with comparisons of means done with the Tukey’s test. Associations
between responses were determined by Pearson’s correlation coefficients, regardless of the

treatments. All analyses were done with Statistix® [37].
3. Results
Before freezing, the volume of collected fresh sperm was 4.5 + 0.3 mL. Sperm

concentration was 8.7 + 0.2 x 10%/mL, sperm motility was 95.7 + 2.0% and the motility

period was 122.6 + 5.0 sec.
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The highest fertilization and hatching rates (P < 0.001) occurred for samples frozen
with amides: 5% DMF; 8% DMF; and 8% MF (Table 1). Such rates did not differ among
themselves and were similar to those observed for fresh sperm (P > 0.05).

As shown in Table 2, samples frozen with DMF at 5%, 8% and 11 % provided the
highest sperm motility and the longest motility period (P < 0.001), although their motility
was similar to that observed with 11% MF (P > 0.05). Sperm integrity (the percent of
sperm cells having non-ruptured membranes) was highest for samples frozen with DMA
and DMF (P < 0.001), both at all concentrations, and with 5% and 11% MF (Table 2).

The lowest sperm viability (P < 0.001) was observed for samples frozen with glycerol,
DMSO, 2% DMA, 2% MF and 5% MF (Table 3). Conversely, the greatest sperm DNA
integrity was observed for 2%, 5% and 8% MF and for both DMA and DMF at all tested
concentrations (P < 0.001). The lowest percentages of mitochondrial functionality (P <
0.001) were found in samples frozen with glycerol, DMSO, 8% MF, 11% DMA and with
all the three tested amides at 2% (Table 3).

Fertilization and hatching rates were strongly correlated (P < 0.01) with each other
(Table 4). A strong positive correlation was also observed between sperm motility and
motility period (P < 0.01). Sperm motility and motility period were moderately correlated
with sperm membrane integrity and mitochondrial functionality (P < 0.01).

4. Discussion

This is the first study of the use of amides as cryoprotectants for C. macropomum
sperm. We showed that amides as cryoprotectants provided higher fertilization and
hatching rates than glycerol and DMSO. The fertilization and hatching rates with amides
were similar to those with fresh sperm, and amides also provided high rates of sperm
viability and DNA integrity, and mitochondrial function. Our best protocols will enable C.
macropomum frozen sperm to be transported from the species’ native environment, or from
aquaculture facilities, over its wide range throughout Latin American, and be kept

indefinitely to perpetuate their unique genetic variation [3].
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The use of amides as cryoprotectants has been reported for other fish species. For
European catfish (Silurus glanis), DMA was more efficient than glycerol, DMSO, and
propylene glycol on preserving post-thawing sperm viability and mitochondrial
functionality [25]. For Arctic salmon (Salvelinus alpinus) sperm, DMA also yielded
fertilization rate and motility similar to that with DMSO and greater than that with glycerol
[38]. However, sperm of African catfish (Clarias gariepinus) frozen with DMA presented
greater motility than with glycerol, but DMSO was more efficient than DMA on preserving
post-thawing sperm motility and presented similar hatching rate [16]. Although post-
thawing motility and fertilization rate for frozen sperm of Salmon heart (Oncorhynchus
masou formosanus) were similar for samples frozen with either DMA or DMSO, for sperm
of Formosan landlocked salmon (Oncorhynchus masou ishikawae), DMSO was more
efficient than DMA on preserving the same parameters of sperm quality [39]. Thus, DMA
is an efficient cryoprotectant for frozen fish sperm, but its effect varies among species and
also among fish from the same genus. Nevertheless, for sperm of Seven-band grouper
(Epinephelus septemfasciatus) [40], Guppy (Poecilia reticulate) and Black molly (P.
latipinna) [41], post-thawing sperm motility with extenders including DMF was similar to
that observed with either DMSO or glycerol. To our knowledge, MF has not yet been tested
as a cryoprotectant for the sperm of other fish sperm besides C. macropomum in the present
study. However, all the three amides tested in the present study have been used as
cryoprotectants in extenders for frozen sperm from other fish species. Benefits for post-
thawing sperm quality related to the replacement of glycerol and DMSO by DMA were
reported for rodents: rabbits [42, 43]; kangaroos [44]; and koalas [45]. The use of DMF,
and in some cases DMA, as cryoprotectants instead of glycerol improved post-thaw sperm
quality with the sperm of boars [22], roosters [24, 46], and amphibians [47]. For stallion
sperm, DMF and MF provided motility similar to that observed with glycerol [21].
Therefore, the response of spermatozoa to different amides used as cryoprotectants may be
influenced by species differences.

Although in most of the previous studies referred to above, DMA was generally the
amide having the most efficient cryoprotectant effect, in the present study, the use of 8%
DMF yielded post-thawing sperm motility, viability and integrity, DNA integrity and
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mitochondrial functionality that were nearly the double of those observed with glycerol,
along with a hatching rate similar to that of fresh sperm. However, many studies reported
damages in fish spermatozoa due to cryopreservation, affecting motility, cell metabolism,
structure of plasma membrane, mitochondria, tail and chromatin [9,10,13, 19, 25, 36, 39-
41]. In the present study, reduction in sperm viability and integrity was observed for all the
tested cryoprotectants, at some concentrations, which may have negative influence on
sperm motility initiation, because of the role of membrane signaling in the process [48] or
may lead to an inability for membrane potential depolarization as a function of ion leakage
[49]. Negative effects may also occur for motility maintenance, due to losses of
intracellular ATP [50], which is only produced when mitochondria are functional.
Furthermore, harmful effects may be observed on membrane fusion and on the ability of
the sperm nucleus to produce the first embryonic cell during the fertilization process [51].
Reduced post-thawing sperm quality may also occur due to amplification of the reactive
oxygen species production, with formation of lipid peroxides and cytotoxic aldehydes [52],
causing changes in membrane fluidity and integrity, impairment of lipid-protein
interactions and modifications of DNA and proteins [53]. Additionally, the increased sperm
DNA fragmentation observed for some cryoprotectants may increase the probability of
fertilization by sperm having damaged DNA, which would likely have negative impact on
fertilization and hatching rates, due to impairment of embryo development. Despite of the
potential limitations mentioned above, in the present study, some of the tested amides
present efficient cryoprotectant effect.

These amides’ cryoprotectant effect may be attributed to their lipophilic activity and
to their low molecular weight and low viscosity [26]. Such characteristics provide the
tested amides with great membrane permeability and efficient binding to water molecules,
which may reduce osmotic stress and the formation of intracellular ice crystals, enabling
these compounds to penetrate the sperm plasma membrane more readily, thereby,
decreasing their osmotic toxicity in comparison to glycerol [21]. However, as the DNA
integrity of thawed sperm was generally decreased when using the highest concentration

(11%) of all tested amides, these concentrations cannot be recommended, because although
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sperm having damaged DNA may fertilize oocytes, subsequent embryo development is
impaired, which leads to reduced hatch rates as reported for rainbow trout sperm [13].

As fertilization and hatching rates were highly correlated, only one of such rates is
necessary to estimate post-thawing quality of C. macropomum sperm. The only other
strong correlation was observed between sperm motility and motility period. Despite
presenting statistical significance, eight other correlations can be considered moderate and
ten others can be considered weak. Nevertheless, post-thaw sperm integrity was not only
uncorrelated or poorly correlated with other parameters of sperm quality, but it also did not
differ across distinct cryoprotectants. Although fertilization rate is an important indicator of
sperm quality, the use of an excessive sperm concentration may mask estimations of post-
thawing sperm quality, because samples presenting reduced percent of functional sperm
cells may be mistakenly considered highly fertile [54]. In the present study, the mean sperm
number per egg was 7 x 10%, which may be considered low for such species, since such
concentration is commonly used for fresh sperm. However, further studies are still
necessary to determine the minimum number of C. macropomum sperm to be used per egg
that would not lead to reduced fertilization and hatching rates.

In conclusion, the use of the tested amides as cryoprotectants for C. macropomum
sperm gave higher recovery than the alternative cryoprotectants, glycerol and DMSO.
Among amides, 5% and 8% DMF and 8% MF provided the highest post-thaw sperm

quality with fertilization and hatching rates similar to those of fresh sperm.
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Table 1: Fertilization and hatching rates for all cryoprotectants and concentrations with

Colossoma macropomum fresh and frozen sperm

Cryoprotectant* Concentration (%) Fertilization (%) Hatching (%)
Fresh sperm 91.7+1.4° 87.4+1.4°
Glycerol 5 51.6 £ 2.4% 39.7 +3.8%
DMSO 10 61.9 + 3.1 46.1 + 3.2%
2 54.8 +3.1“ 44.8 + 4.3%
5 69.3 £ 2.7° 59.7 + 3.7
DMA o )
8 58.6 + 2.6 49.5 + 3.4%¢
11 50.5 + 2.8% 38.6 +3.1°
2 57.1 + 3.0°“ 43.6 +3.7%
5 88.9+1.6° 79.1+3.1°
DMF
8 91.6+1.3° 87.6 +1.5°
11 68.0 + 3.2 62.4 + 3.9"
2 61.6 + 3.5 45.9 + 2.6%
5 65.4 + 3.3% 52.6 + 3.1
MF
8 83.0+1.6° 74.8 £ 3.0®
11 40.0 £4.1° 30.7 3.2

*DMSO: Dimethylsulfoxide; DMA: dimethylacetamide; DMF: dimethylformamide; MF:

methylformamide.

#IMeans + SEM having distinct superscripts differ in the column by at least P < 0.001
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Table 2: Post-thaw motility, integrity and motility period for all cryoprotectants and

concentrations with Colossoma macropomum sperm

Cryoprotectant Concentration N Latency period ] )
Sperm motility (%) Sperm integrity (%)
(%) (s)

Glycerol 5 8.9+ 1.9 20.2+3.7' 473+4.9°

DMSO 10 21.8 +2.4%f 29.1 + 3.4°f 46.4 +5.5°
2 17.5 +2.8°% 33.4+4.1% 58.9 + 3.0%
5 275+ 4.0% 39.9 + 4.9% 58.0 + 2.8%

DMA ) . .
8 329+29° 43.6 + 3.8 61.1+1.8"
11 21.8 + 2.8%M 34.1+2.8" 60.4 + 3.1%
2 24.6 + 3.6%f 41.1 +3.8% 58.2 + 4.3%
5 55.7 + 2.4% 62.1 + 6.5% 55.1 + 4.7%

DMF
8 64.3 + 3.0° 77.1+45° 56.9 + 5.0%
11 62.5 + 3.1° 64.9 + 2.4 72.6 +2.9°
2 11.4 +2.2" 27.2+5.3% 43.4+29°
5 21.4 + 3,197 34,9+ 4.3 54.6 + 2.4%

MF
8 44.6 + 4.3 56.4 + 4.9° 54.2 + 4.2°
11 46.8 + 3.6 58.7 + 4.5 59.3 + 3.9%

*DMSO: Dimethylsulfoxide; DMA: dimethylacetamide; DMF: dimethylformamide; MF:

methylformamide

#IMeans + SEM having distinct superscripts differ in the column by at least P < 0.001
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Tabela 3: Post-thaw sperm viability, DNA integrity, and mitochondrial function, for all

cryoprotectants and concentrations with Colossoma macropomum sperm

Cryoprotectant Concentration Sperm viability DNA integrity Mitochondrial
(%) (%) (%) functionality (%)
Glycerol 5 15.6 + 3.2° 31.1+41° 37.3+6.8%
DMSO 10 23.0+5.2" 43.3 + 3.0% 35,7 +3.79
2 24.1 + 4.2 53.8 + 6.6%° 44.9 + 4,43
5 35.9 + 5.9% 50.3 + 5.1%¢ 51.4 + 3.2%¢
DMA , . .
8 345+ 6.7% 59.5 + 5.7% 55.7 + 3.5
11 38.0 + 5.8%¢ 57.8 +5.1% 42.0 + 5,2
2 31.1+6.3% 62.4 + 4.7% 46.3 + 5.4
5 32.5 + 5.4 64.6 + 3.0% 62.4+5.1%®
DMF
8 52.9 + 5.4° 73.1+4.2° 66.4 + 3.0°
11 50.6 + 6.6° 53.8 + 6.0 63.4 + 4.9
2 16.1 + 4.2° 54.4 + 6.7%¢ 27.3+5.2¢
5 21.7 +3.0" 57.6 + 5.4% 54.9 + 5.5%¢
MF
8 32.1+4.9% 63.0 + 5.0% 49.7 + 4,62
11 44.6 + 5.4 30.4 £5.9° 62.2 + 4.8

*DMSO: Dimethylsulfoxide; DMA: dimethylacetamide; DMF: dimethylformamide; MF:

methylformamide

#IMeans + SEM having distinct superscripts differ in the column by at least P < 0.001
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Table 4: Correlation among parameters of post-thaw quality for Colossoma macropomum sperm

Parameter Fertilizatio Hatchin Sperm Motility Sperm DNA Mitochondri
n rate g rate motility Period viability integrity al functionality

Hatching rate 0.87*

Sperm motility 0.42* 0.49*

Motility period 0.41* 0.47* 0.83*

Sperm viability 0.09 0.19* 0.54* 0.51*

DNA integrity 0.27* 0.22* 0.26* 0.29* 0.33*

Mitochondrial functionality 0.26* 0.34* 0.52* 0.50* 0.38* 0.20*

Sperm integrity 0.09 0.07 0.26* 0.18* 0.11 0.02 0.20*

Pearson’s correlation coefficients are statistically significant by at least P < 0.01
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