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RESUMO

OLIVEIRA, Alexmiliano Vogel de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2015. Avaliagédo de técnicas de conservacdo de sémenRtechilodus vimboides e
Prochilodus lineatus. Orientador: Eduardo Arruda Teixeira Lanna. Coorientadores:
Jorge Abdala Dergam dos Santos e Juarez Lopes Donzele.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologia de conservacdo de sémen de
Prochilodus vimboides Prochilodus lineatusda bacia do rio Paraiba do Sul, a curto e a
longo prazo. Os experimentos foram realizados na estagcédo de piscicultura do Projeto
Piabanha/PESAGRO-RJ e no Campo Experimental EPAMIG de Leopoldina, durante as
piracemas de 2013/2014 e 2014/2015. Exemplares de GrBneatiilodus vimboides
CurimbaProchilodus lineatugoram induzidos com extrato bruto de hipé6fise de Carpa.
Posteriormente, o sémen foi coletado e suas caracteristicas seminais avaliadas. No
experimento de resfriamento o sémen foi diluido na proporcéo 1:9 (v/v, sémen: diluidor)
em solu¢cdes compostas por NaCl 0,9%, NaCl 1,2%, glicose 5%, BTS 5% ou MIll 6%.
Uma aliquota do sémen foi mantida sem diluicdo (controle). A motlieagdermatica

foi ativada como solucéo de NaCl 0,29% e subjetivamente avaliada apés 0, 1, 2, 3,4 e 5
dias de armazenamento a 4-6°C. Na criopreservacdo do sémen, foram utilizados os
mesmos diluidores testados no resfriamento, porém combinados com trés crioprotetores
(dimetilsulféxido-DMSO,  Metilglicol e  Etilglicol), na proporcdo 1:8:1
(sémen:diluidor:crioprotetor). As amostras seminais diluidas foram envasadas em
palhetas de 0,5 mL, congeladas em botijao de vapor de nitrogénio liquido e
posteriormente armazenadas em nitrogénio liquido. Apés o descongelamento em banho-
maria a 60°C por 8 segundos, a motilidade espermaética foi subjetivamente estimada em
percentagem. Além disso, avaliou-se o estresse oxidativo ocorrido nessas amostras. A
concentracdo espermatica observada gravimboidesfoi de 27,1+15,8 x 10
espermatozoides/mL e o volume seminal de 1,4+0,7 mL.RPdmaeatusfoi observado
concentracdo espermatica de 20,4 * 6,4%e$permatozoides/mL e volume seminal de

2,0 £ 0,4 mL. No resfriamento, amostras diluidas em BTS preservaram a motilidade
espermatica acima de 30% por até 2 dias em temperaturas de 4-6PC\pantaoidese

até 5 dias parR. lineatus sendo este diluidor o melhor entre os testados (P<0,05). No
congelamento, amostras seminais diluidas nas criosolu¢cdes compostas por glicose
5%-+Metilglicol, apresentaram as maiores motilidades espermaticas (60% = 11,8%;
P<0,05) paraP. vimboides pOs-descongelamento. Também foi observado nessas

amostras menores atividades de catalase e peroxidacdo lipidica (MDA; P<0,05) nas

vii



células espermaticas. Ja &nlineatusas amostras seminais diluidas nas criosolugbes
compostas por glicose 5%+DMSO (dimetilsuféxido) foram as que proporcionaram as
maiores motilidades espermaticas (66,1%z4,0%; P<0,05) e menores atividades de SOD,
catalase (CAT) e peroxidacao lipidica (MDA; P<0,05). Portanto, o séntervieboides

pode ser resfriado por até 48 horas em solucado diluidora de BTS 5% e criopreservado em
criosolugcdo composta por glicose 5% + Metilglicol. E o sémeR.dmeatuspode ser
resfriado por até 5 dias em solu¢ao de BTS 5% e criopreservado em criosolugdo composta
por glicose 5% + DMSO, com sucesso.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Alexmiliano Vogel de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2015. Evaluation of techniques of semen conservation éfrochilodus vimboides e
Prochilodus lineatus. Adviser: Eduardo Arruda Teixeira Lanna. Co-advisers: Jorge
Abdala Dergam dos Santos and Juarez Lopes Donzele.

The objective in this work was to develop a methodology of semen conservation of
Prochilodus vimboideandProchilodus lineatusfrom Paraiba do Sul river basin, at short

and long period. The experiments were realized in the station of fish culture of the project
Piabanha/PESAGRO-RJ and in the experimental field EPAMIG from Leopoldina during
the “piracemas” from 2013/2014 and 2014/2015. Specimes of Grupnathilodus
vimboidesand Curimbd&rochilodus lineatusvere induced by pituitary extract from carp.
After the semen was collected and their seminal characteristics were evaluated. In the
cooling experiment, the semen was diluted in the proportion 1:9 (v/v, semen, diluting) in
saline solutions of NaCl 0,9%, NaCl 1,2%, glucose 5%, BTS B6% dl 6%. One

semen aliquot was kept undiluted and was used as control. The sperm motility was
activated with solution of NaCl 0,29% and subjectively evaluated after O, 1, 2, 3,4 and 5
days of storage at 4-6°C. In the semen cryopreservation, were used the sader€xte
tested in the cooling, however combined with three cryoprotectants (dimethyl sulphoxide
— DMSO, methylglycol and ethylglycol), in the proportion of 1:8:1 (semen, extender,
cryoprotectant). The seminal samples diluted were potted in containers of 0,5 mL, frozen
in nitrogen liquid vapor container and then stored in liquid nitrogen. Sperm motility was
subjectively evaluated after thawing at 60°C-water bath for 8 s. Beside this, was evaluated
the oxidative stress in these samples. The spermatic concentration obseri?ed for
vimboideswvas of 27,1+15,8 x PG&perm/mL and the seminal volume of 1,4+0,7 mL. For

P. lineatuswas observed spermatic concentration of 20,4 + 6,4 sd€m/mL and the
seminal volume of 2,0 + 0,4 mL. In cooling, samples diluted in BTS maintained the
spermatic motility above 30 % for as long as 2 days at 4-6%. famboidesnd as long

as 5 days foP. lineatus being this extender the better between those tested (P<0,05). In
freezing, seminal samples diluted in the cryosolutions composed by glucose 5%+
Methylglycol, presented higher spermatic motility (60% + 11,8%; P<0,05) for P.
vimboides post-thaw. Was also observed in these samples low activity of catalase and
lipid peroxidatiom (MDA; P<0,05) in the spermatic cells. Rn lineatusthe seminal
samples diluted in cryosolutions composed by glucose 5%+DMSO (dimethyl sulphoxide)
were those that provided the higher spermatic motility (66,1%z+4,0%; P<0,05) and lower
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activity of SOD, catalase (CAT) and lipid peroxidation (MDA; P<0,05). However, the
semen oP. vimboidesan be cooled for up to 48 hours in extender solution of BTS 5%
and cryopreserved in cryosolution composed by glucose 5% + Methylglycol. The semen
of P. lineatuscan be cooled for up to 5 days in solution of BTS 5% and cryopreserved in
cryosolution composed by glucose 5% +DMSO, with success.



INTRODUCAO GERAL

7

A atividade reprodutiva em peixes teleGsteos é controlada tanto por fatores
endogenos (hormonais), quanto por fatores exdégenos (aaib)e Para a maioria das
espécies tropicais, a chegada do periodo das chuvas associado ao aumento da temperatur:
desencadeiam alteragdes hormonais que sao interpretado pelos peixes adultos como o
inicio do periodo reprodutivo. Inicia-se assim, a migragédo estes para os locais de desovas,
fendbmeno conhecido como piracema. A maioria das espécies importantes para a pesca,
dentre eles o DouradSalminus maxillosusCurimbaProchilodus lineatusGrumata
Prochilodus vimboides,Piau Leporinus friderici, Piapara Leporinus elongatus,
PiracanjubaBrycon orbignyanuse PiabanhaBrycon insignis,realizam migracdes
reprodutivas (BITTENCOURT e COX-FERNANDES, 1990; VIVEIROS e GODINHO;
2009).

O Brasil apresenta um relevo muito diversificado ao longo de todo seu territério,
como planicies, chapadas e cadeias de montanhas. Além disso, possui uma rica rede
hidrica, amplamente distribuida. Estas caracteristicas permitram ao pais o
desenvolvimento da atual matriz energética com base nas hidrelétricas. Com o
crescimento e desenvolvimento humano, vérias hidrelétricas foram e ainda estdo sendo
construidas nos rios brasileiros.

Muitas vezes, esses empreendimentos foram construidos sem um estudo adequado
dos impactos ambientais, principalmente, no que diz respeito ao estudo da ictiofauna
diretamente afetada. As construgdes de hidrelétricas também podem causar a divisdo de
rios em compartimentos menores, causando inevitaveis alteragbes nas caracteristicas
ecoldgicas dos segmentos da bacia hidrografica. As barragens construidas para a
formacdo do reservatério imp&em um obstaculo fisico, efeito barreira, pode alterar
habitat, diminuir a vaz&do original, alterar a qualidade da agua e aumentar a
vulnerabilidade das comunidades ictiolégicas a fenbmenos de predacgéo e acdo de agentes
patogénicos. Limitam também a livre movimentacao de espécies nativas migratérias para
montante ou jusante do obstaculo, reduzindo ou impedindo 0 seu acesso a areas
fundamentais para o seu ciclo de vida, fragmentando as populagcbes. Essa fragmentacao
populacional causa desequilibrio na estrutura das populagdes, prejudica os recrutamentos
de individuos jovens através da dificuldade de se transpor o obstaculo e em médio prazo
provoca o desaparecimento de espeécies migratorias destes segmentos (ARAUJO e
NUNAN, 2005). Alem dessas alteragcdes anteriormente mencionadas, soma-se ainda a

sobrepesca, a urbanizagéo e a poluicéo.
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A bacia do Rio Paraiba do Sul também foi compartimentada. Foram construidas,
apenas na calha principal do rio, as usinas hidroelétricas de energia (UHE) de Paraibuna,
Santa Branca, Funil, Santa Cecilia e Ilha dos Pombos. Ha ainda outras hidrelétricas ja
construidas e outras em construgdo em toda a bacia do rio Paraiba do Sul.

Baseado nos fatos expostos acima se torna indispensavel e urgente a adocao de
praticas de conservacao genética. A constituicdo de bancos de germoplasma de peixes
ameacados tem sido uma medida de conservacao eficiente adotada em varios paises. Isto
se deve a sua relativa simplicidade e ao baixo custo de implantacdo e de manutencdo. Sua
eventual utilizacdo na restauracao da variabilidade genética de estoques debilitados e sob
ameaca de extingdo iminente, faz desta tecnologia uma poderosa ferramenta de
conservacgao de recursos genéticos de peixes.

A criopreservagdo do sémen € uma técnica que exige criosolu¢des adequadas e
taxas de congelamento e descongelamento 6timas (VIVEIROS, 2005). As criosolucdes
séo compostas pela associacdo de um diluidor combinado com um crioprotetor, com a
funcdo de prevenir as crio injurias dos espermatozoides durante os procedimentos de
congelamento e de descongelamento.

Os diluidores sdo solucdes que ajudam a manter a viabilidade das células
esperméticas durante a estocagem (TANFERMIN et al., 1999). Elas sao utilizadas no
processo de resfriamento, pois a diluicdo diminui a competicdo entre espermatozoides por
oxigénio e espaco, além de estabilizar as condi¢des fisico-quimicas durante a estocagem
do sémen e prolongar a viabilidade dos espermatozoides (CAROLSFELD et al., 2003).
Os diluidores podem ser constituidos por solu¢cdes simples a base de NaCl ou de glicose
ou solugdes mais complexas numa combinacéo de varios sais e acgucares, como o diluidor
Beltsville Thawing solution (BTY e a 4gua de coco (VIVEIROS e GODINHO, 2009).

J& os crioprotetores sdo substancias que devem ser adicionadas ao meio diluidor
para que haja protecdo do espermatozoide durante o congelamento (SQUIRES et al.,
1999). Estes podem ser classificados em intracelulares e extracelulares. Os crioprotetores
intracelulares sdo substancias quimicas que retiram a agua da célula espermatica e
reduzem a temperatura na qual a mesma € congelada, interferindo na formacao de cristais
de gelo (CHAO et al., 1992). Os crioprotetores extracelulares, por outro lado, recobrem
a superficie celular e estabilizam a membrana, ajudando a minimizar e reparar 0S
possiveis danos celulares causados pelo processo de congelamento (CAROLSFELD et
al., 2003). Entre os crioprotetores mais utilizados por proporcionar bons resultados em
espécies nativas, o dimetilsulféxido (DMSO) possui lugar de destaque. O metilglicol

também foi testado em algumas espécies como crioprotetopergionou resultados
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semelhantes e, as vezes, até superiores ao DMSO em sémen de Pira@anjuba,
orbignyanus(MARIA et al., 2006), Pirapiting®. nattereri(OLIVEIRA et al., 2007) e
CurimbaP. lineatus(VIVEIROS et al., 2009b).

Diversas metodologias de criopreservacdo de sémen de peixe tem sido testadas
em varias espécies, embora o grau de sucesso seja muito variavel. A qualidade
espermatica tem sido avaliada frequentemente, apenas em termos de motilidade apos o
descongelamento. Entretanto, o processo de criopreservacdo é conhecido por causar
consideraveis danos a célula espermatica, por ocasionar excessiva producao de espécies
restivas de oxigénio (EROs) (LAHNSTEINER e MANSOUR, 2010; CABRITA et al.,
2014). Os EROs sdo metabdlitos de oxigénio que apresentam nimero impar de elétrons,
0S quais sao, portanto, altamente energéticas e instaveis. Eles representam uma categoria
de moléculas que se referem aos radicais livres (ion hidroxil, superoxido, 6xido nitrico,
peroxil, etc.), aos ndo radicais (0z6nio, oxigénio singlete, peroxidases lipidicas, peroxido
de hidrogénio) e aos derivados do oxigénio (AGARWAL et al.,, 2003). Podem ser
formados pela acéo direta de alguma fonte de energia externa (luz, calor e radia¢do), ou
interna (proprio metabolismo) de reagles catalisadas por metais (ferro e cobre) ou
enzimas (BORGES et al.,, 2011). (AGARWAL et al., 2003)Todos esses radicais podem
causar injuria oxidativa em membranas lipidicas, proteinas transmembrana e
carboidratos, danificando &cidos nucleicos e despolimerizando &cidos hialurénicos
(OCHSENDORF, 1999; MOSLEMI e TAVANBAKHSH, 2011). O excesso de sua
producdo parece estar envolvido com os danos causados a membrana plasméatica e ao
DNA dos espermatozoides (OCHSENDORF, 1999; MOSLEMI e TAVANBAKHSH,
2011), resultando em perda da motilidade espermética devido a peroxidagéo lipidica
(SHARMA e AGARWAL, 1996; BUCAK et al., 2010). Apos a peroxidacgdo lipidica, a
membrana plasmatica perde fluidez requerida para participacdo nos eventos que
envolvem fusdo de membranas associadas a posterior fecundagdo e integridade de
membrana (HAGEDORN et al., 2012), levando a baixas taxas de fecundidade dessas
células espermaticas.

No Brasil, a diversidade de espécies de peixes é enorme e poucos Sao 0S grupos
de pesquisa que se dedicam ao assunto. J& foram descritos trabalhos experimentais
envolvendo criopreservacdo de sémen de peixes nativos, em HMRamactus
mesopotamicus(CAROLSFELD et al.,, 2003; BEDORE, 1999), PiracanjuBa
orbignyanugVIVEIROS e MARIA, 2008; MARIA et al., 2006; MURGAS et al., 2003;
BEDORE, 1999), PiabanhB. insignis (SHIMODA, 2004), ParpitingaB. natereri

(OLIVEIRA et al., 2007), Dourad8. maxillosugVIVEIROS et al., 2009a) e até mesmo
3



CurimbaP. lineatus,(MILIORINI, 2006; VIVEIROS et al., 2009b), da bacia do rio
Grande. Entretanto, para a GrumBtavimboides a para CurimbR. lineatusda bacia

do Paraiba do Sutstas técnicas ainda ndo foram avaliadas ou pouco se tem avangado no
desenvolvimento de metodologia para o resfriamento e a criopreservacao do sémen destas

espécies.
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CAPITULO 1 — PRESERVACAO DO SEMEN DE GRUMATA POR MEIO DO
RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologia de preservacdo de
sémen de Grumatrochilodus vimboidegor meio do resfriamento e do congelamento.

O trabalho foi realizado nas estac¢des de piscicultura do Projeto Piabanha/PESAGRO-RJ
e no Campo Experimental EPAMIG de Leopoldina, durante a piracema de 2013/2014,
bacia do Rio Paraiba do Sul. Os experimentos foram realizados em delineamento em
blocos casualizados, com 6 repeticdes. O sémen de cada peixe representou um bloco e
cada bloco representou uma repeticdo. Para os experimentos, 12 machos com peso médio
367+186 g foram induzidos com extrato bruto de hipofise de carpa e seus sémens
coletados. No experimento 1 (resfriamento) o sémen foi diluido 1:9 (v/v sémen:
diluidores), em solu¢des compostas por NaCl 0,9%, NaCl 1,2%, glicose 5%, BTS 5% ou
MIIl 6%. Uma aliquota do sémen foi avaliada sem diluicdo (tratamento controle). A
motilidade esperméatica foi subjetivamente avaliada apdés 0, 24, 48 e 72 horas de
resfriamento a 4-6°C por um mesmo observador e a ativagdo da motilidade do sémen foi
realizada com adi¢éo de solugéo de NaCl 0,29%. No experimento 2 (congelamento) o
sémen foi diluido na proporcdo 1:8:1 (sémen:diluidor:crioprotetor), em criosolugéo
compostas pelos os mesmos diluidores mencionados anteriormerimanton com trés
crioprotetores (dimetilsulféxido-DMSO, Metilglicol e Etilglicol). Apos diluicdo as
amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL e congeladas em botijao de vapor de
nitrogénio liquido por 24 horas. Posteriormente, foram transferidas e armazenadas em
nitrogénio liquido. O descongelamento procedeu-se em banho-maria a 60°C por 8
segundos e a motilidade espermatica avaliada apds ativagéo. O estresse oxidativo também
foi avaliado nas amostras descongeladas. As amostras seminais de P. vimboides
apresentaram coloracdo branca leitosa, ligeiramente amarelada e com média viscosidade.
A concentracdo espermatica observada foi de 27,1+15,1 asp@rmatozoides/mL e o
volume seminal foi de 1,3+0,7 mL. No experimento 1, amoddilasdas em BTS
preservaram a motilidade espermatica acima de 40% por até 48 horas de resfriamento.
Entretanto, as 72 horas de resfriamento, ndo foram mais observadas motilidades
espermaticas em nenhuma das amostras. No experimento 2, amostras seminais diluidas
nas criosolu¢cées compostas por glicose 5% e metilglicol apresentaram as maiores
motilidades espermaticas (60% + 11,8%; P<0,05) pés-descongelamento. Também foi
observado nessas mesmas amostras, menores atividades de catalase e peroxidacac
lipidica (MDA)(P<0,05). Em relacdo a atividade da SOD, ndo observou diferenca
significativa. Portanto, o sémen Bevimboidegode ser resfriado por até 48 horas em
solucao diluidora de BTS e criopreservado em criosolugdo composta por glicose 5% e
metilglicol.

Palavras-chave:Prochilodus vimboidessémen, resfriamento, criopreservacéo, estresse
oxidativo.



CHAPTER 1 - PRESERVATION OF GRUMATA SEMEN THROUGH
COOLING AND FREEZING METHODS.

ABSTRACT - The objective in this work was to develop a methodology of semen
conservation ofProchilodus vimboides(Grumata), through cooling and freezing
methods. The experiments were realized in the station of fish culture of the project
Piabanha/PESAGRO-RJ and in the experimental field EPAMIG from Leopoldina during
the “piracemas” from 2013/2014 and 2014/2015, Paraiba do Sul river basin. The
experiments were conducted in a randomized block design, with 6 repetitions. The semen
of each fish represented a block and each block represented a repetition. For the
experiments, 12 males with average weight of 367+186 g were induced with extract of
pituitary from carp and their semen was collected. In the experiment 1 (cooling) the semen
was diluted 1:9 (v/v, semen, diluting) in saline solutions of NaCl 0,9%, NaCl 1,2%,
glucose 5%, BTS 5% or M Ill 6%. One semen aliquot was kept undiluted and was used
as control. The sperm motility was subjectively evaluated after 0, 24, 48 and 72 hours of
cooling at 4-6°C by the same observer and the activation of the semen motility was
realized with the addition of saline solution of NaCl 0,29%. In the experiment 2rifygez

the semen was diluted in the proportion 1:8:1 (semen, extender, cryoprotectant), in
cryosolution composed by the same extenders mentioned previously, combined with
three cryoprotectants (dimethyl sulphoxide — DMSO, methylglycol and ethylglycol).
After the dilution the samples were potted in containers of 0,5 mL and frozen in nitrogen
liquid vapor container for 24 hours and then stored in liquid nitrogen. Sperm motility was
subjectively evaluated after thawing at 60°C-water bath for 8 s. Beside this, was evaluated
the oxidative stress in the thawed samples. The seminal samplesroboidepresented

milky white coloration slightly with yellow coloration and with mediwmscosity. The
spermatic concentration observed was of 27,1+15,1%sg€&m/mL. In the experiment

1, samples diluted in BTS maintained the spermatic motility above 40 % for as long as
48 hours of cooling. However, the 72 hours of cooling, was not more observed spermatic
motility in any samples. In the experiment 2, seminal samples diluted in cryosolutions
composed by glucose 5% and methylglycol presented the higher spermatic motilities
(60% + 11,8%; P<0,05) post-thaw. Was also observed in these samples, lower activity of
catalase and lipid peroxidation (MDA)(P<0,05). Related to the activity of SOD, was not
observed significant difference. However, the semen of P. vimboides can be cooled for
up to 48 hours in extender solution of BTS and cryopreserved in cryosolution composed
by glucose 5% + Methylglycol.

Keywords: Prochilodus vimboidesemen, cooling, cryopreservation, oxidative stress.



INTRODUCAO

A bacia do Rio Paraiba do Sul exibe expressiva alteracdo, principalmente devido
as construcdes de hidrelétricas e o crescimento das cidades. Essa transformagédo de
grandes rios de aguas limpidas em sistemas com altas cargas de sedimentos em suspensa
€ um processo com rebatimento em diversos grupos da fauna aquéatica, sendo apontado
como a causa de extincdo de diversas espécies de peixes na regido (SHIMODA, 2004). A
Grumata Prochilodus vimboidgsé uma espécie de peixe nativa do Brasil, reofilica e
iliofaga. Ela € uma das 13 espécies que compde o gemechilodus género muito
importante uma vez que estdo distribuidos nas principais bacias da América do Sul
(SANTOS, 2014). Além disso, estes peixes sao importantissimos para a pesca comercial
e servem de alimento basico para as populagdes ribeirinhas e carentes. Entretanto, suas
populacdes vem sendo reduzidas devido as mudangas ja& mencionada anteriormente,
somado a sobrepesca, urbanizacdo e poluicdo. A Grumata foi considerada ameacada de
extingdo no estado de Séo Paulo, conforme o artigo 3° dot@e€ré0.133, de 7 de
fevereiro de 2014. Ha ainda relatos de pescadores que indicam sua situacdo como
gravissima no Rio de Janeiro e sensivel, em Minas GeraisitdES@anto (SANTOS,

2014). Toda essa situagdo aliada a falta de conhecimentos sobre essa espécie, apontarn
para o risco dessa espécie desaparecer dos rios brasileiros.

Baseado nos fatos expostos acima, torna-se indispensavel e urgente a adogao de
praticas de conservacao genética. A constituicdo de bancos de germoplasma de peixes
ameacados de extin¢do tem sido uma medida de conservagéo eficiente adotada em varios
paises. Isto se deve a sua relativa simplicidade e ao baixo custo de implantacédo e de
manutencdo (ORFAO, 2006). A técnica de criopreservacdo do sémen exige solucio
crioprotetoras adequadas e taxas de congelamento e de descongelamento Otimas
(VIVEIROS, 2005). As solucdes crioprotetoras sdo compostas por um diluidor e um
crioprotetor intracelular, com a funcdo de prevenir as crioinjurias dos espermatozoides
durante os procedimentos de congelamento e de descongelamento. Os diluidores podem
ser solugcbes simples a base de NaCl ou de glicose, ou solugBes mais complexas numa
combinacgao de varios sais e agucares, como o diluidor Beltsville Thawing Solution (BTS,
Minitub®) e a agua de coco (VIVEIROS e GODINHO, 2009). O crioprotetor intracelular
mais utilizado e que tem proporcionado bons resultados em espécies nativas € o
dimetilsulfoxido (DMSO). Mais recentemente, o metilglicol foi utilizado em algumas
espécies como crioprotetor e proporcionou resultados semelhantes e, as vezes, até

superiores ao DMSO em sémen de piracanphaon orbignyanugMARIA et al.,
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2006), pirapitingaBrycon nattereri(OLIVEIRA et al., 2007) e curimb®&rochilodus
lineatus (VIVEIROS et al., 2009). Entretanto, ndo ha relatos de trabalhos de
criopreservacéo utilizando grumd&éochilodus vimboides

No Brasil, a diversidade de espécies de peixes é enorme e poucos Sao 0S grupos
de pesquisa que se dedicam ao assunto. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
diluidores e crioprotetores na conservacao do sémedn denboidesda bacia do rio

Paraiba do Sul.
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MATERIAL E METODOS

Coleta do sémen

A coleta do sémen foi realizada na estacdo de piscicultura do Projeto
Piabanha/PESAGRO-RJ, situada na bacia do rio Paraiba do Sul, durante o periodo de
piracema de dezembro de 2013 a janeiro de 2014.

Os experimentos foram realizados em delineamento em blocos casualizados. O
sémen de cada reprodutor representou um bloco e cada bloco, uma repeticdo. Para a
realizagdo do trabalho foram utilizados sémen de 12 reprodutores de Grumata, sendo o
sémen de seis reprodutores utilizados no experimentofigimento) e outros seis, no
experimento 2 (congelamento).

No manejo dos reprodutores, os mesmos foram capturados com rede de arrasto,
selecionados e levados para o laboratério de reproducdo. Apds serem identificados e
pesados, os reprodutores receberam indugdo hormonal de extrato bruto de hipdfise de
carpa, intraperitoneal, abaixo da nadadeira peitoral, em dosagem Unica de 2 mg/kg de
peso vivo. Apés seis a oito horas, o sémen de cada reprodutmidtado em tubos
eppendorfs de 2 ml, evitando contaminagdes com urina, fezes ou sangue, e armazenados
a 4-6 °C, protegidos da incidéncia direta da luz do sol até posterior manipulacao.

Todos os métodos que envolveram o manejo dos animais foatirades em
conformidade com os regulamentos aprovados pela comisséo de ética no uso de animais
(CEUA — UFV).

Avaliagao seminal

Apds a coleta do sémen foram verificadas as caracteristicas seminais de volume,
concentragcdo espermatica (estimada em cadmara hematimétrica Newbauer “Improved”) e
motilidade espermatica. Ativacdo do sémen foi realizada misturando uma parte de sémen
para 5 partes de solugdo de NaCl 0,29% (MARIA et al., 200&tefmrmente, a
motilidade espermatica foi estimada subjetivamente por uma mesma pessoa, em
microscopio optico sob aumento de 400X, em porcentagem de espermatozoides moveis

em relacao ao total observado.
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Experimento 1 (resfriamento)

No experimento de resfriamento do sémen foram avaliadesratamentos. O
tratamento controle, composto por amostra de sémen “in natura” sem diluicdo, e outros
cinco tratamentos, os quais as amostras de sémen foram diluidas 1:9 (sémen: diluidor) em
cinco solugdes diluidoras diferentes. Duas delas a base de sal: NaCl 0,9% ou NaCl 1,2%
(MARIA et al., 2006). E trés delas a base de glicose: solucdo d& BTS(glicose
monohidratada 80%; citrato de sédio 12,7%; EDTA 2,6%; sulfato de gentamicina 0,5%;
NaHCO3 2,6%; KCI 1,6%); solucdo de Mil6% (glicose monohidratada 89%; citrato
de sadio 3,0%; EDTA 3,0%; sulfato de gentamicina 0,5%; NadHC2%)(MARIA et
al., 2006) ou glicose 5% (CAROLSFELD et al., 2003). Todas solu¢des diluidoras tiveram
o pH ajustado para 7,6, com solucdes de 0,1M de HCl ou 0,1M de NaOH, 24 horas apos
seu preparo. Posteriormente, amostras de 100 uL de sémen foram adicionados a 900 pL
de solucéo diluidora em eppendorf de 2 mL, fechados, homogeneizados e armazenados
abertos em temperaturas de 4-6 °C até o momento de avaliacdo. A cada 24 horas, esses
eppendorfs foram fechados, homogeneizados, abertos, e trés aliquotas de cada eppendorf
foram analisadas, em microscopio Optico, quanto a motilidade espermatica. O

delineamento utilizado nesse experimento foi DBC com parcelas subdividas no tempo.

Experimento 2 (congelamento)

O experimento de congelamento foi realizado em esquema fatorial 5 x 3, sendo
cada tratamento compostos pela combinagéo de cinco solugdes diluidoras (as mesmas
utilizadas no experimento 1) com trés solugdes crioprotetores (DMSO - dimetilsulféxido,
metilglicol ou etilglicol), totalizando 15 tratamentos. O delineamento utilizado neste
experimento foi em blocos casualizados, sendo o sémen de cada reprodutor considerado
um bloco e cada bloco um repeticdo. Foram utilizados o sémen de seis reprodutores.

ApOs a coleta do sémen, amostras foram adicionadas aos tratamentos formando
uma criosolucdo composta por 100 pL de sémen: 800 pL de diluidor: 100 pL de
crioprotetor. Essas criosolugdes foram entdo, envasadas em palhetas de 0,5 mL (n = 2
palhetas/criosolucao/ reprodutor), congeladas e armazenadas em botijao de vapor de
nitrogénio. Entdo o sémen criopreservado foi transportado 100 km de carro para o
laboratério de Reproducéo de Peixes da EPAMIG, campo experimental de Leopoldina e
apos 24 horas de seu congelamento, o mesmo foi transferido para botijao de nitrogénio
liquido.

O descongelamento das amostras procederam em banho-maria a 60 °C por 8

segundos, e as motilidades espermaticas avaliadas, conforme descrito anteriormente.
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Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da superodxido dismutase (SOD) foi mensurada segundo Dieterich et
al. (2000), em leitor de microplacds£ 570nm), baseado na capacidade desta enzima
em catalisar a reacdo do superoxido e do peroxido de hidrogénio e, assim, diminuir a
razdo de auto-oxidagdo do pirogalol. Brevemente, 30 pL de sémen dos peixes foram
acrescentados a 99uL de tampdéo fosfato de potassio 0.2 M (pH 7.0), 6puL d8MTT
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) e 15 pL de
pirogalol 1,25mM . Em seguida a, as amostras foram aquecidas a 37°C por 5 min. e a
reacdo foi paralisada com 150 pL de dimetilsulféxido (DMSQy resultados foram
expressos U SOD mg protefha

A atividade da catalase (CAT) foi mensurada segundo Aebi et al., (1984). A
enzima foi determinada pela taxa de queda da absorbancia de 10uL de amostras em 60
segundos do perdxido de hidrogénie@) (10 mM) em 1 mL de tampéao fosfato de
potassio 0.2 M (pH 7.0) e lido em espectrofotdmetro=(240nm). Foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar do perdxido de hidrogénio €240 = 36Lmah e os
resultados foram expressos em U CAT / mg protéina

Peroxidacao lipidica - Determina¢éo do malondialdeido

A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi estimada conforme descrito por
Buege e Aust (1978Brevemente, 200 pL de cada tratamento descongelado foi pipetado
para eppendorf de 1,5 mL e acrescido ded0fe uma solucdo de acido tricloroacético
(15%) / acido tiobarbitarico (0,375%) / acido cloridrico (0,25 M), aquecido por 15 min.
em agua fervente (90°C) e resfriado. Posteriormente, a fase superior foi utilizada para
guantificar a concentracdo de MDA em leitor de microplakcas532nm). Foi utilizado
o coeficiente de extingdo molar 340 =1,56 ¥M8cm. Os resultados foram expressos
em MDA nanomoles/mg proteina.

A concentracdo de proteina total das amostras foi mensurada de acordo com
Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina do soro bovino como curva padréo.

Andlises estatisticas

As analises estatistica foram conduzidas utilizando SISVAR (FERREIRA, 2011).
Motilidade espermatica foi testada para a distribuicdo normal usando o procedimento
univariado. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, foram transformados
usando arc seNX. Os dados foram submetidos & anlise de variancia e assmédia

comparadas pelo teste t student, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Caracteristicas seminais de Grumata

O sémen de GrumatdP.( vimboideps apresentou coloracdo branca leitosa,
ligeiramente amarelada e viscosa. O volume seminal observado foi de 1,3+0,7mL. A
concentracdo espermatica encontrada foi de 27,1+15 3esiérmatozoides/ mL, apds
hipofisacdo. Todas as amostras de sémen “in natura” recém coletadas, proporcionaram

motilidades espermaticas acima de 90 %.

Experimento 1 (resfriamento)

A motilidade espermatica nas amostras armazenadas a 4-6 °C, reduziram com o
tempo de armazenamento. Imediatamente apés diluicdo (0 horas), observamos motilidade
espermatica, antes do processo de ativacdo da motilidade, nas amostras seminais diluidas
em NaCl 0,9%. Este diluidor ndo foi capaz de diluir o sémen sem que o mesmo fosse
ativado, sendo considerado inadequado para essa finalidade. Nos demais tratamentos,
somente apods a ativacdo que observamos motilidades espermaticas e estas foram acima
de 90% (Tabela 1).

Passadas 24 horas de armazenamento, ap0s ativagcdo do sémen, as maiores
(P<0,05) motilidades espermaticas foram observadas nas amostras do controle (sem
diluicdo e “in natura”). As motilidades observadas nas amostras diluidas em glicose 5%
ou BTS foram inferiores aquelas observadas no tratamento controle, porém superiores
aquelas diluidas em NaCl 1,2% ou MIll. As motilidades observadas nas amostras diluidas
em MIll foram superiores aquelas diluidas em NaCl 1,2%. E nas amostras diluidas em
NaCl 0,9% ja ndo haviam mais motilidade espermatica.

Em sequéncia, apés 48 horas de armazenamento, observamos as mais altas
(P<0,05) motilidades esperméticas nas amostras diluidas em BTS. Estas motilidades
foram inferiores aquelas observadas no periodo de armazenamento de 24 horas, porém,
ainda viaveis para serem utilizadas na reproducao artificial de peixes (acima de 30% de
motilidade).

Apébs esse periodo, ndo foram observadas motilidades espermaticas viaveis em

guaisquer dos tratamentos.
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TABELA 1: Motilidade espermatica (expressa em %; Média avide padrdo, n=6
reprodutores) do sémen &e vimboidesarmazenado a 4-6°C e em diferentes solugbes
diluidoras.

Armazenamento (horas)

Diluidores 0 7 48 =5
NacCl 0,9%* 0+0 0+0 e 0+0 c 0+0
NaCl 1,2% 98 +5 40+ 17d 0+0 c 0+0
Glicose 5% 100+0 62+19b 2+4 c 0+0
BTS 1000 669 b 44+6 a 16 +11
MilI 100+0 54 +25¢c 18+ 13 Db 10+ 17
Controle 96+ 6 82+5 a 15+14b 0+0

*Ativou a motilidade logo apos a diluicdo; Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem entre
si pelo teste de t student (P<0,05).

Experimento 2 (congelamento do sémen)

O processo de congelamento reduziu a motilidade espermaticas nas amostras
seminais deP. vimboides Entretanto, foi observada interacédo significativa (P<0,001)
entre diluidores e crioprotetores.

Nas criosolugbes contendo o crioprotetor DMSO, nao houve diferenca
significativa (P>0,05) entre as motilidades esperméticas observadas nas amostras
descongeladas. Em todas elas foi observado motilidades esperméaticas abaixo de 30%
(Figura 1).

Nas criosolugdes contendo metilglicol (METIL), a maior (P<0,05) motilidade
espermética foi observada nas amostras diluidas em glicose 5%. Nas demais amostras ndo
foram observadas diferenga significativa entre as motilidades e nem motilidades
espermaticas acima de 20%.

E nas criosolu¢cdes contendo etilglicol (ETIL), também ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre as motilidades espermaticas observadas e essas também

estavam abaixo de 30%, ou seja, inviaveis.
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Figura 1: Motilidade espermatica das amostras seminais descongel&iasndeoides
congeladas em diferentes criosolugdes. Teste de t student, P<0,05. Valores sao dados em
média de porcentagem de motilidade * desvio padréo, n=6.

Avaliacdo do estresse oxidativo no sémen d€. vimboides submetidos a
criopreservacao

Nas amostras seminais descongelada®.deimboidesndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) entre as atividades de SOD (atividade antioxidante)

entre as diferentes criosolucdes testadas no congelamento (Figura 2).
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Figura 2: Atividade de superoxido dismutase (SOD), apés o descongelamento, nas
amostras de sémen de vimboidescongeladas em diferentes criosolucdes. Teste t
student, P<0,05. Valores sdo dados em média + desvio padrdo. n = 6.
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Para a atividade da enzima catalase (CAT) nas amostras descongeladas, podemos
observar interacao significativa (P<0,05) entre diluidor e crioprotetor (figura 3). Nas
criosolu¢des contendo o crioprotetor DMSO, observamos que as amostras diluidas em
NaCl 0,9% apresentaram atividade de CAT inferior (P<0,05) aquelas observadas nas
amostras diluidas em glicose 5% e MIll, entretanto, semelhantes aquelas diluidas em
NaCl 1,2% e BTS.

Nas criosolu¢des contendo metilglicol, somente as amostras diluidas em glicose
5% apresentaram atividades de CAT significativamente inferior as demais.

J& nas criosolucdes contendo etilglicol, ndo foi observada diferencas em relacéo

aos valores de atividade da CAT nas amostras descongeladas.
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Figura 3: Atividade da catalase (CAT), ap0s o descongelamento, nas amostras de sémen
de P. vimboidesongeladas em diferentes criosolugdes. Teste t student, P<0,05. Valores
sdo dados em média * desvio padréo. N = 6.

Nos resultados da peroxidacdo lipidica (MDA), interacbes (P<0,05) entre
diluidores e crioprotetores, também foram observadas. Neste caso, nas amostras diluidas
nas criosolugbes contendo DMSO e NaCl 0,9% ou BTS proporcionaram valores de
peroxidacao lipidica inferiores (P<0,05) aquelas diluidas em MIll, porém, semelhantes
aguelas diluidas em NaCl 1,2% ou Glicose 5%.

Em meio contendo metilglicol, as amostras diluidas em glicose 5%apresentaram
menores valores de peroxidacao lipidicas (P<0,05) do que aquelas diluidas em NaCl
0,9%, NaCl 1,2% ou MIll. Entretanto, esses valores foram semelhantes aos valores

observados para as amostras diluidas em BTS.
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Figura 4: Concentracdo de malondialdeido (MDA), apés o descongelamento, nas
amostras de sémen d® vimboidescongeladas em diferentes criosolu¢des. Teste t
student, P<0,05. Valores sdo dados em média + desvio padrdo. N = 6.

19



DISCUSSAO

Entre as caracteristicas seminais, 0 volume e a concentracdo espermatica tem
grande importancia para as biotecnologias aplicadas a reproducao de peixes. O volume
do sémen e a concentracdo espermatica encontrados nas diferentes espécies de peixes sé
bastante variaveis. E importante o conhecimento desses valores para que se possa avaliar
a qualidade do sémen coletado e, com isso, otimizar sua utilizagdo no processo de
fertilizacao artificial (VIVEIROS, 2005). No presente trabalho, observamos volumes
seminais e concentragdo esperméaticaPdevimboides(1,4+0,7mL e 27,1+15,8 x
10°sptz/mL) condizentes com os valores observados em outras espécies de Prochilodus,
comoP. argenteugom volume de 0,41 + 0,27 mL e concentracdo espermatica de 25,7
1,7 x 1@sptz/mL (SHIMODA et al., 1997), e®. lineatus com volumes de 1,1-2,4 mL
e concentragcdes espermaticas de 14,4-34,2%ptmL (VIVEIROS e GODINHO,

2009). Tem sido caracteristico deste género as espécies produzirem reduzidos volumes
seminais e concentragfes espermaticas mais elevadas, mesmo apdés indugdo hormonal.

Os espermatozoides de peixes sao imoveis no plasma seminal. Essa caracteristica
favorece sua preservacao atraves de técnicas de resfriamento, a curto prazo, pois ndo ha
requerimento de energia para locomoc¢éo. Entretanto, uma solucéo diluidora deve ser
utilizada no processo de resfriamento, uma vez que a diluicdo diminui a competicdo dos
espermatozoides por oxigénio e espaco (CAROLSFELD e HARVEY, 1999). Além disso,
os diluidores podem estabilizar as condi¢cfes fisico-quimicas durante a estocagem do
sémen, prolongando a viabilidade dos espermatozoides. No resfriamento do sBmen de
vimboides(Experimento 1), observamos motilidades espermaticas viaveis até 48 horas,
quando diluidas em BTS (44% = 5,5%). O diluidor BTS foi originalmente desenvolvido
para o resfriamento do sémen suino e tem sido usado comosnoesssfriamento do
sémen de peixes tropicais (MILIORINI, 2006; ORFAQ, 2006; OLIVEIRA et al., 2007;).

Em termos préticos, amostras de sémen mantidas resfriadas e com motilidade, de pelo
menos 30%, poderiam ser utilizadas com sucesso em procedimentos de desova induzida
em laboratério (MARQUES, 2001). Entretanto no resfriamento por até 24 horas, o sémen
sem diluicdo (tratamento controle) proporcionou as maiores taxas de motilidades
espermédticas (82% +* 4,5%). Ela foi superior até das amostras diluidas em BTS.
Possivelmente, a demanda de oxigénio dos espermatozoides no sémen “in natura” foi
atendida durante o resfriamento por 24 horas, mas ndo até 48 horas, refletindo a redugéo
da motilidade espermética observada nesses dois intervalos. Ja quando diluido em BTS,

provavelmente este meio foi capaz de estabilizar as condi¢des fisico-quimicas durante a
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estocagem do sémen, refletindo no prolongamento da viabilidade desses
espermatozoides. Resultados semelhantes foram observadoP.plaraatus outra
espécies do género Prochilodus, utilizando o mesmo diluidor (VIVEIROS et al., 2009).
Neste caso, motilidades esperméticas de 52% + 16% foram observadas nas amostras
resfriadas a 4-6°C apdés 5 dias.

No processo de criopreservacdo, o sémen antes de ser congelado, necessita de
prévia diluicdo em meio contendo, no minimo, um diluidor e um crioprotetor interno.
Esta combinacdo é formulada para prevenir a iniciacdo da motilidade e posteriormente,
crioinjurias aos espermatozoides durante o congelamento e descongelamento. Em alguns
casos € comum o uso de um crioprotetor externo, juntamente com o crioprotetor interno.
Entre os crioprotetores extracelulares utilizados, podemos citar 0os agucares (sacarose,
glicose), os polimeros (dextran) e as proteinas (gema de ovo e leite desnatado), que atuam
recobrindo a superficie da célula, estabilizando a membrana, protegendo-a e reparando
0s possiveis danos causados pela criopreservacdo (CAROLSFELD e HARVEY, 1999).

No presente trabalho, varias combinagdes entre diluidores e crioprotetores foram
avaliadas no congelamento do sémenPRdevimboides Dentre elas, a criosolu¢céo
composta por glicose 5% e metilglicol foi 0 meio mais eficiente em proteger as células
esperméaticas contra os danos causados pela criopreservacdo. Esses resultados Sac
baseados nas motilidades espermaticas superiores observadas nas amostras
descongeladas em comparacdo as demais combinagdes. O diluidor glicose ja tem sido
usado na criopreservacdo do sémen de varias espécies de peixes de dgua doce do Brasil
Viveiros e Godinho (2009) listaram a utilizacdo desse diluidor na criopreservacao do
sémen deBrycon amazbnicgsBrycon insignis Brycon orbignyanus Leporinus
macrocephalud._eporinus obtusiden®iaractus mesopotamicuBrochilodus argenteus
e Prochilodus lineatusPossivelmente, embora neste trabalho a glicose 5% tenha sido
usada como um diluidor de sémen, ela também pode ter contribuido na protecdo dos
espermatozoides atuando como um crioprotetor externo.

O crioprotetor interno metilglicol é derivado do metanol §OH) e do éxido de
eteno (CHOCH,), tendo se mostrado menos téxico para as células espermaticas de peixes
submetidas a criopreservacdo (VIVEIROS e GODINHO, 2009). Os crioprotetores
intracelulares sdo muito importantes no desenvolvimento de um protocolo de
criopreservacdo do sémen, por protegerem o0s espermatozoides dos efeitos do
congelamento. Eles agem reduzindo a temperatura na qual o interior da célula é
congelado, permitindo parcial desidratagéo celular adiante a fase de cristalizagédo. A agua

guando congelada, se dilata aumentando seu volume (SILVA e ALBERTONI, 2013). As
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moléculas de kD tém um formato angular e, quando as resfriamos, elas coraegam
agrupar em um formato muito especial, devido a geometria e a atracdo entre as moléculas,
formando cristais que ocupam mais espago do que as mesmas moléculas ocupariam se
estivessem soltas (SILVA e ALBERTONI, 2013). Portanto, para que a célula espermatica
nao se romperem no processo de congelamento o uso do crioprotetor interno é
fundamental. o crioprotetor metilglicol ja foi utilizado com sucesso na criopreservagao
do sémen de MARIA et al, 2006,.nattererOLIVEIRA et al.,2007 eP. lineatus
(VIVEIROS et al.,2008).

O estresse oxidativo tem sido um dos principais fatores que contribuem para a
baixa qualidade espermatica. Em nossos estudos, nas amostras que observamos as
maiores motilidades espermaticas também foi observado as menores taxas de peroxidagao
lipidica e atividade de catalase. Resultados semelhantes foram observados em estudos
com congelamento de sémen de ZebrafBlan{o rerio), onde as amostras que
apresentavam as maiores motilidades espermaticas também apresentaram as menores
taxas de peroxidacéo lipidica e estresse oxidativos (HAGEDORN et al., 2012). Em outro
trabalho também foi observado comportamento semelhante. No caso, Chen et al.(2010)
avaliando a qualidade do sémen criopreservado de Red seaBagms(majoy em
relacdo ao tempo de armazenamento, associaram a baixa motilidade espermatica com a
alta peroxidacéo lipidica e altas motilidades espermaticas com baixa peroxidagéo lipidica
e 0 estresse oxidativo. Isso pode ser explicado, uma vez que 0s espermatozoides sao
particularmente suscetiveis a peroxidacdo lipidica, por conter altas concentragbes de
acidos graxos insaturados (JONES et al., 1979; HAGEDORN et al., 2012). Além disso,
eles ao final de sua diferenciacdo celular perdem grande parte de seu citoplasma,
limitando seus mecanismos de reparacdo (HAGEDORN et al, 2012). Como
consequéncia da peroxidacdo lipidica, a membrana plasmatica perde sua fluidez e a
integridade requerida para sua participagcdo nos eventos que envolvem fusdo de
membranas (STOREY, 1997; HAGEDORN et al.,, 2012), reduzindo sua qualidade
espermatica.

As produgdes das espécies reativas de oxigénios (EROs) apos o descongelamento,
afetam principalmente a estrutura das membranas espermaticas, desestabilizando-as
(BORGES et al, 2011; CABRITA et al, 2014) e permitindo que o contetudo
citoplasmatico saia para 0 meio externo. Apesar das células espermaticas produzirem
naturalmente compostos antioxidantes em condigcdes normais de metabolismo, com
funcdo de sinalizagdo molecular, a producado de EROs acima de um determinado limite

pode afetar de forma intensa a qualidade do sémen (BORGES et al., 2011; CABRITA et
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al., 2014). Além das membranas, os EROs também afetam a estrutura do nacleo, o DNA
celular, o que pode reduzir a taxa de fertilidade. Para contornar estes problemas os
mecanismos antioxidantes agem de forma a eliminar estes EROs em excesso (CABRITA
et al., 2014). Em nossos resultados a agcao da SOD nao foi crucial entre os tratamentos
para minimizar a producdo dessas moléculas. Nao houve diferenga entre os tratamentos
avaliados e a atividade desta enzima, que age desmutando o superdxido e transformando-
0 em oxigénio e agua. No entanto, nas amostras diluidas em glicose 5% e metilglicol, foi
observada a menor atividade de CAT e menor concentragdes de malondialdeido (MDA).

A enzima antioxidante CAT age degradando moléculas@e ém HO e Q. O HO»
atravessa facilmente as membranas celulares e neste processo causa diversos danos. A:
concentracbes de MDA estdo relacionadas a peroxidacdo lipidica das células
espermaticas. Quanto maior a concentracdo de malondialdeido, maior € a peroxidagao
lipidica e consequentemente, maior sdo os danos na membrana dessa célula.
Possivelmente, a menor atividade de CAT e a menor concentracao de MDA, nas amostras
gue apresentaram as maiores motilidades espermaticas, sdo consequéncias de uma maiol
protecdo do meio composto por glicose 5% e metilglicol aos danos causados pelo
congelamento e descongelamento do sémeR.demboides Em decorréncia desse

menor estresse oxidativo, houve menor danos nas membranas espermaticas, ou seja,
menor peroxidacdo de lipidica, requerendo menor atividade da CAT para neutralizacao

do HO», refletindo na maior motilidade e viabilidade dessa amostra de sémen.
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CONCLUSAO

Portanto, o sémen de grumak ¢imboidel pode ser criopreservado com sucesso, em
criosolugcdo composta de glicose 5% e metilglicol, proporcionando menores danos de

estresse oxidativos e peroxidacéo lipidica apds seu descongelamento.
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CAPITULO 2

PRESERVACAO DO SEMEN DE CURIMBA POR MEIO DO
RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO.
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CAPITULO 2 — PRESERVACAO DO SEMEN DE CURIMBA POR MEIO DO
RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologia de preservacdo de
sémen de Curimbrochilodus lineatuspor meio do resfriamento e do congelamento. O
trabalho foi realizado na estacgfes de piscicultura do Campo Experimental EPAMIG de
Leopoldina, durante a piracema de 2014/2015, bacia do Rio Paraiba do Sul. Os
experimentos foram realizados em delineamento em blocos casualizados, com 6
repeticbes. O sémen de cada peixe representou um bloco e cada bloco representou uma
repeticdo. Para os experimentos, 12 machos com peso meédio 1,29+0,32 kg foram
induzidos com extrato bruto de hipofise de carpa e seus sémens coletados. No
experimento 1 (resfriamento) o sémen foi diluido 1:9 (v/v sémen: diluidor), em solugbes
compostas por NaCl 0,9%, NaCl 1,2%, glicose 5%, BTS 5% ou MIll 6%. Uma aliquota
do sémen foi avaliada sem diluicdo (tratamento controle). A motilidade espermatica foi
subjetivamente avaliada ap6s 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias de resfriamento a 4-6°C por um mesmo
observador e a ativagdo da motilidade do sémen foi realizada com adi¢do de solucdo de
NaCl 0,29%. No experimento 2 (congelamento) o sémen foi diluido na proporcédo 1:8:1
(sémen:diluidor:crioprotetor), em criosolucdo compostas pelos os mesmos diluidores
mencionados anteriormente, combinados com trés crioprotetores (dimetilsulféxido-
DMSO, Metilglicol e Etilglicol). Apds diluicdo as amostras foram envasadas em palhetas
de 0,5 mL e congeladas em botijdo de vapor de nitrogénio liquido por 24 horas.
Posteriormente, foram transferidas e armazenadas em nitrogénio liquido. O
descongelamento procedeu-se em banho-maria a 60°C por 8 segundos e a motilidade
espermatica avaliada apos ativacdo. O estresse oxidativo também foi avaliado nas
amostras descongeladas. A concentracdo espermatica observada foig28,40
espermatozoides/mL apds hipofisagdo e o volume seminal de 2,8 mL. No
resfriamento, amostras diluidas em BTS preservaram a motilidade espermatica acima de
30% por até 5 dias, quando armazenadas em temperaturas de 4-6°C. No congelamento,
amostras seminais diluidas nas criosolugcbes compostas por glicose 5% e DMSO,
apresentaram as maiores motilidades espermaticas (66,1%+4,0%; P<0,05) pos-
descongelamento. Também foi observado nessas mesmas amostras menores atividades
de SOD, e baixas atividades de catalase e peroxidac¢ao lipidica (MDA)(P<0,05). Portanto,
o0 sémen d@. lineatuspode ser resfriado por até 5 dias em solugéo diluidora de BTS 5%

e criopreservado em criosolugéo composta por glicose 5% e DMSO com sucesso.

Palavras-chave:Prochilodus lineatussémen, resfriamento, criopreservagao, estresse

oxidativo

28



CHAPTER 2 - PRESERVATION OF CURIMBA SEMEN THROUGH COOLING
AND FREEZING METHODS.

ABSTRAT - The objective in this work was to develop a methoglplof semen
conservation oProchilodus lineatugCurimba), through cooling and freezing methods.
The experiments were realized in the station of fish culture of the project
Piabanha/PESAGRO-RJ and in the experimental field EPAMIG from Leopoldina during
the “piracemas” from 2013/2014 and 2014/2015, Paraiba do Sul river basin. The
experiments were conducted in a randomized block design, with 6 repetitions. The semen
of each fish represented a block and each block represented a repetition.

For the experiments, 12 males with average weight of 1,29+0,32 kg were induced with
extract of pituitary from carp and their semen was collected. In the experiment 1 (cooling)
the semen was diluted 1:9 (v/v, semen, diluting) in saline solutions of NaCl 0,9%, NacCl
1,2%, glucose 5%, BTS 5% or M Il 6%. One semen aliquot was kept undiluted and was
used as control. The sperm motility was subjectively evaluated after 0, 24, 48 and 72
hours of cooling at 4-6°C by the same observer and the activation of the semeg motilit
was realized with the addition of saline solution of NaCB%2 In the experiment 2
(freezing) the semen was diluted in the proportion 1:8:1 (semen, extender,
cryoprotectant), in cryosolution composed by the same extenders mentioned previously,
combined with three cryoprotectants (dimethyl sulphoxide — DMSO, methylglycol and
ethylglycol). After the dilution the samples were potted in containers of 0,5 mL and frozen
in nitrogen liquid vapor container for 24 hours and then stored in liquid nitrogen. Sperm
motility was subjectively evaluated after thawing at 60°C-water bath for 8 s. Beside this,
was evaluated the oxidative stress in the thawed samples. The spermatic concentration
observed was of 20,4 + 6,4 x 109 sperm/mL after hypophysation and the seminal volume
was of 2,0 £ 0,4 mL. In cooling, samples diluted in BTS preserved the spermatic motility
above 30% for as long as 5 days, when stored at temperatures of 4-6°C. In freezing,
seminal samples diluted in cryosolutions composed by glucose 5% and DMSO, presented
the higher spermatic motilities (66,1%+4,0%; P<0,05) post-thaw. Was also observed in
these samples, lower activity of SOD and lower activity of catalase and lipid peroxidation
(MDA)(P<0,05). However, the semen Bf lineatuscan be cooled for up to 5 days in
extender solution of BTS 5% and cryopreserved in cryosolution composed by glucose
5% + DMSO with success.

Keywords: Prochilodus lineatussemen, cooling, cryopreservation, oxidative stress.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de técnicas cada vez mais apuradas de resfriamento e
criopreservacao de espermatozoides de peixes de espécies nativas vao ao encontro com
guestdes econdbmicas e ecoldgicas cada vez mais atuais. A bacia do Rio Paraiba do Sul
exibe expressiva alteracéo, principalmente devido as constru¢des de grandes barragens e
hidrelétricas. Estas construcdes transformam grandes rios de 4guas limpidas em sistemas
com altas cargas de sedimentos em suspenséo, e este, € um processo com rebatimento er
diversos grupos da fauna aquatica, sendo apontado como a causa de extingdo de diversas
espécies de peixes na regido (SHIMODA, 2004). A curibachilodus lineatusesta
distribuida nas principais bacias da América do Sul (SANTOS, 2014). Muitas vezes estes
peixes, servem de alimento basico para as populacdesntibsire carentes, além de
apresentar grande importancia para os centros de reprodugao de peixes. Suas larvas sac
muito bem utilizadas como alimento para espécies carnivoras na fase larval, servem como
espécie-modelo no desenvolvimento de pesquisas em biotecnologia reprodutiva, dadas
sua elevada prolificidade e facilidade de manejo.

A criopreservacéao tem sido uma ferramenta de grande utilidade para a aquicultura,
sendo fundamental na rotina de reproducéo artificial. O crescente desenvolvimento do
setor aquicola, associado com a necessidade de preservagdo das espécies ameacadas (
extingdo, tem impulsionado cada vez mais o desenvolvimento de técnicas apuradas de
criopreservacao (CARVALHO, 2012). Esta técnica exige solucao crioprotetora adequada
e taxas de congelamento e de descongelamento 6timas (VIVEIROS, 2005). As solucdes
crioprotetoras sdo compostas por diluidores e crioprotetores, com a fungao de prevenir as
crioinjurias dos espermatozoides durante os procedimentos de congelamento e de
descongelamento. Véarias espécies nativas de peixes ja tiveram seus espermatozoides
criopreservado com sucesso: Do génBrgcon o Brycon amazonicugNINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006; VELASCO-SANTAMARIA et al., 2006), . insignis
(SHIMODA, 2004), oB. orbignyanus(BEDORE, 1999; MURGAS et al.,, 2003;
VIVEIROS et al., 2007) 8. orthotaenia(MELO e GODINHO, 2006). Para o género
Leporinus foram oLeporinus macrocephaluRIBEIRO e GODINHO, 2003) e b.
obtusides (TAITSON et al, 2007). Para o géneRiaractus foi para Piaractus
mesopotamicuEDORE, 1999; CAROLSFELD et al., 2003). Para o géSalminus
foi 0 Salminus brasiliensiéVIVEIROS et al, 2009). E para o géndétmchilodus foram
Prochilodus argenteu@COSER et al, 1992) . lineatus(CAROLSFELD et al., 2003;
VIVEIROS et al., 2008; CARVALHO, 2012), mesma espécie usada no presente estudo.
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Entretanto, nenhum destes trabalhos utilizaram exemplafeslideatuspertencentes a

bacia do Rio Paraiba do Sul. Adicionalmente, pouca atencdo foi dada a producdo das
espécies reativas de oxigénios (EROs), que alteram suas concentracdes em consequéncia
do processo de criopreservacao, afetando o metabolismo celular.

A criopreservacdo €& um processo conhecido por causar consideraveis
modificacdes na membrana espermética do espermatozoide, consequéncia do estresse
oxidativo (CABRITA et al., 2014). O estresse oxidativo tem sido um dos principais
fatores que contribuem para a baixa qualidade espermatica, devido as alteracdes
metabodlicas e estrutural que provocam. Os espermatozoides sao particularmente
suscetiveis a peroxidacao lipidica, pois eles contém altas concentrages de &cidos graxos
insaturados nas membranas plasmaticas (JONES et al., 1979; HAGEDORN et al., 2012).
Dentre as alteracdes podem ser citadas, diminuicdo do potencial de fertilizacdo da célula
associado com a menor motilidade e viabilidade espermatica, integridade de membrana,
quantidade de antioxidante e funcdes espermaticas (BORGES et al., 2011; CABRITA et
al., 2014).

O objetivo deste estudo foi desenvolver metodologia de criopreservacéo de sémen
de curimbarochilodus lineatupertencentes a bacia do Rio Paraiba do Sul, com foco no

estresse oxidativo causado pela criopreservacéo.
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MATERIAL E METODOS

Coleta do sémen

A coleta do sémen foi realizada na estagéo de piscicultura do Campo Experimental
EPAMIG de Leopoldina, situada na bacia do rio Paraiba do Sul, durante o periodo de
piracema de dezembro de 2014 a janeiro de 2015.

Os experimentos foram realizados em delineamento em blocos casualizados. O
sémen de cada reprodutor representou um bloco e cada bloco, uma repeticdo. Para a
realizag&o do trabalho foram utilizados sémen de 12 reprodutores de CRrrimeatus
sendo o sémen de seis reprodutores utilizados no experimento 1 (resfriamento) e outros
seis, no experimento 2 (congelamento).

No manejo dos reprodutores, os mesmos foram capturados com rede de arrasto,
selecionados e levados para o laboratério de reproducdo. Apds serem identificados e
pesados, os reprodutores receberam indugdo hormonal de extrato bruto de hipdfise de
carpa, intraperitoneal, abaixo da nadadeira peitoral, em dosagem Unica de 2 mg/kg de
peso vivo. Apés seis a oito horas, 0 sémen de cada reprodutmidtado em tubos
eppendorfs de 2 ml, evitando contaminagdes com urina, fezes ou sangue, e armazenados
a 4-6 °C, protegidos da incidéncia direta da luz do sol até posterior manipulacao.

Todos os métodos que envolveram o manejo dos animais foatirades em
conformidade com os regulamentos aprovados pela comisséo de ética no uso de animais
(CEUA — UFV).

Avaliagao seminal

Apds a coleta do sémen foram verificadas as caracteristicas seminais de volume,
concentragcdo espermatica (estimada em cadmara hematimétrica Newbauer “Improved”) e
motilidade espermatica. Ativacdo do sémen foi realizada misturando uma parte de sémen
para 5 partes de solugdo de NaCl 0,29% (MARIA et al., 200&tefmrmente, a
motilidade espermatica foi estimada subjetivamente por uma mesma pessoa, em
microscopio optico sob aumento de 400X, em porcentagem de espermatozoides moveis

em relacao ao total observado.

Experimento 1 (resfriamento)
No experimento de resfriamento do sémen foram avaliadetragamentos. O
tratamento controle, composto por amostra de sémen “in natura” sem diluicdo, e outros

cinco tratamentos, os quais as amostras de sémen foram diluidas 1:9 (sémen: diluidor) em
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cinco solugdes diluidoras diferentes. Duas delas a base de sal: NaCl 0,9% ou NaCl 1,2%
(MARIA et al., 2006). E trés delas a base de glicose: solucdo d& BTS(glicose
monohidratada 80%; citrato de sédio 12,7%; EDTA 2,6%; sulfato de gentamicina 0,5%;
NaHCO3 2,6%; KCI 1,6%); solucdo de Mil6% (glicose monohidratada 89%; citrato

de sadio 3,0%; EDTA 3,0%; sulfato de gentamicina 0,5%; NadHC2%)(MARIA et

al., 2006) ou glicose 5% (CAROLSFELD et al., 2003). Todas solu¢des diluidoras tiveram

o pH ajustado para 7,6, com solu¢des de 0,1M de HCl ou 0,1M de NaOH, 24 horas apos
seu preparo. Posteriormente, amostras de 100 uL de sémen foram adicionados a 900 pL
de solucéo diluidora em eppendorf de 2 mL, fechados, homogeneizados e armazenados
abertos em temperaturas de 4-6 °C até o momento de avaliacdo. A cada 24 horas, esses
eppendorfs foram fechados, homogeneizados, abertos, e trés aliquotas de cada eppendorf
foram analisadas, em microscopio Optico, quanto a motilidade espermatica. O
delineamento utilizado nesse experimento foi DBC com parcelas subdividas no tempo.

Experimento 2 (congelamento)

O experimento de congelamento foi realizado em esquema fatorial 5 x 3, sendo
cada tratamento compostos pela combinagéo de cinco solugdes diluidoras (as mesmas
utilizadas no experimento 1) com trés solugdes crioprotetores (DMSO - dimetilsulféxido,
metilglicol ou etilglicol), totalizando 15 tratamentos. O delineamento utilizado neste
experimento foi em blocos casualizados, sendo o sémen de cada reprodutor considerado
um bloco e cada bloco um repetigcdo. Foram utilizados o sémen de seis reprodutores.

ApOs a coleta do sémen, amostras foram adicionadas aos tratamentos formando
uma criosolu¢cdo composta por 100 pL de sémen: 800 pL de diluidor: 100 pL de
crioprotetor. Essas criosolugdes foram entdo, envasadas em palhetas de 0,5 mL (n = 2
palhetas/criosolucao/ reprodutor), congeladas e armazenadas em botijao de vapor de
nitrogénio por 24 horas. Posteriormente, o mesmo foi transferido para botijao de
nitrogénio liquido.

O descongelamento das amostras procederam em banho-maria a 60 °C por 8

segundos, e as motilidades espermaticas avaliadas, conforme descrito anteriormente.

Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da superodxido dismutase (SOD) foi mensurada segundo Dieterich et
al. (2000), em leitor de microplacds£ 570nm), baseado na capacidade desta enzima
em catalisar a reacdo do superoxido e do peroxido de hidrogénio e, assim, diminuir a

razdo de auto-oxidacdo do pirogalol. Brevemente, 30 pL de sémen dos peixes foram
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acrescentados a 99uL de tampdo fosfato de potassio 0.2 M (pH 7.0), 6puL d8MTT
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) e 15 pL de
pirogalol 1,25mM . Em seguida a, as amostras foram aquecidas a 37°C por 5 min. e a
reacdo foi paralisada com 150 pL de dimetilsulféxido (DMSQy resultados foram
expressos U SOD mg protefha

A atividade da catalase (CAT) foi mensurada segundo Aebi et al., (1984). A
enzima foi determinada pela taxa de queda da absorbancia de 10uL de amostras em 60
segundos do perdxido de hidrogénio@) (10 mM) em 1 mL de tampéao fosfato de
potassio 0.2 M (pH 7.0) e lido em espectrofotdmelrc= (240nm). Foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar do perdxido de hidrogénio €240 = 36Lmah! e os

resultados foram expressos em U CAT / mg protéina

Peroxidacao lipidica - Determinagdo do malondialdeido

A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi estimada conforme descrito por
Buege e Aust (1978Brevemente, 200 pL de cada tratamento descongelado foi pipetado
para eppendorf de 1,5 mL e acrescido depd0fe uma solucdo de acido tricloroacético
(15%) / acido tiobarbitarico (0,375%) / acido cloridrico (0,25 M), aquecido por 15 min.
em agua fervente (90°C) e resfriado. Posteriormente, a fase superior foi utilizada para
guantificar a concentragdo de MDA em leitor de microplaktas532nm). Foi utilizado
o coeficiente de extingdo molar €340 =1,56 ¥M8cm. Os resultados foram expressos
em MDA nanomoles/mg proteina.

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

Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina do soro bovino como curva padréo.

Andlises estatisticas

As analises estatistica foram conduzidas utilizando SISVAR (FERREIRA, 2011).
Motilidade espermatica foi testada para a distribuicdo normal usando o procedimento
univariado. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, foram transformados
usando arc seNX. Os dados foram submetidos & analise de varidncia e assmédia
comparadas pelo teste t student, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Caracteristicas seminais

As amostras de sémen de curimPa l(neatu3 apresentaram coloracdo branca
leitosa, ligeiramente amarelada e viscoa. O volume seminal observado foi de 2,0+0,4 mL.
A concentragdo espermatica encontrada foi de 20,4 + 6 4esfpi®rmatozoides/mL, apds
hipofizacdo. Todas as amostras de sémen “in natura” recém coletadas, proporcionaram

motilidades espermaticas acima de 90 %.

Experimento 1 (resfriamento)

A motilidade espermatica nas amostras armazenadas a 4-6 °C, reduziram com o
tempo de armazenamento (Tabela 2). Imediatamente apos a diluicdo, as amostras diluidas
em glicose 5% proporcionaram as maiores motilidades espermaticas (P<0,05%) em
relagdo as demais amostras diluidas. No sénmendturd foi observado motilidades
espermaticas semelhante ao sémen diluido em glicose 5% e, portanto, superas a out
amostras.

Ap6s um dia de resfriamento a 4-6°C, as maiores motilidades espermaticas
(P<0,05) foram observadas nas amostras diluidas em solugéo de BTS ou MIll, sendo estas
semelhantes estatisticamente. A amostras diluidas em glicose 5%, proporcionaram
motilidades inferiores (P<0,05) aquelas diluidas em BTS ou MIll, porém superiores
aquelas diluidas em NaCl 0,9%, NaCl 1,2% ou no sénmendturd. E 0 sémen “in
natura” proporcionou motilidades espermaticas superiores somente as amostras diluidas
em NaCl 0,9% ou NaCl 1,2%.

A partir do 2° dia ndo foram observadas motilidades espermaticas ou estas eram
proximas de zero, nas amostras diluidas em NaCl 0,9%, NaCl 1,2%, glicose 5% ou no
sémen in naturd. Nas amostras diluidas em BTS foram observadas as maiores
motilidades (P<0,05), deste dia até o final do resfriamento. As amostras diluidas em Milll,
proporcionaram motilidades inferiores (P<0.05) aquelas diluidas em BTS, porém foram
superiores as demais. Esse comportamento pode ser observado a partir do 2° dia até o 4°
dia de resfriamento. Entretanto, o MIll proporcionou motilidades espermatica viaveis
(acima de 30%) no sémen resfriado, por até o 3° dia.

Ja no 5° dia de resfriamento, somente nas amostras dilufd&T$8 foram
observadas motilidades espermaticas acima de 30 %, ou seja, ainda viaveis para serem
utilizadas na reproducéo dessa espécie. A partir do 6° dias em diante, nenhuma motilidade

espermatica foi observada em qualquer uma das amostras resfriadas.
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TABELA 2: Motilidade espermatica (expressa em %; media + desvio padrdo, n=6 reprodutores) do sémen de.dunmgahmsarmazenado a 4-6°C,
em diferentes solucdes diluidoras.

Armazenamento (dias)

Diluidores 0 1 2 3 4 5

NaCl 0,9 73,3+ 133 b 150 + 6,3 d 02 + 04 c 00 + 00 ¢ 00 + 00 ¢ 00 + 00 b
NaCl 1,2 625+ 141 c¢ 16,7 * 6,1 d 0,0 + 0,0 c 00 + 00 ¢ 00 + 00 ¢ 00 + 00 b
Glicose 5% 98,3+ 2,6 a 51,7 + 75 b 1,1 + 2,0 c 0,0 £+ 0,0 ¢ 00 + 00 ¢ 00 + 00 b
BTS 792+ 74 b 71,7 + 6,8 a 69,2 + 8,6 a 592 +86 a 475 + 52 a 342 + 49 a
MIII 525+ 129 d 658 + 11,6 a 425 + 6,9 b 30,0 + 114 b 26,7 + 103 b 23+ 39 b
Controle 100,0+ 0,0 a 28,3 + 98 c 02 + 04 c 00 + 00 ¢ 00 + 00 ¢ 00 + 00 b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste de t student (P<0,05).
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Experimento 2 (congelamento do sémen)

O processo de criopreservacédo reduziu a motilidade espermatica nas amostras de
P. lineatusem relacdo aquela observada no sémen “in natura”. Além disso, foi observado
interacéo significativa (P<0,001) entre diluidores e crioprotetores.

Nas criosolugdes contendo o crioprotetor DMSO, a maior motilidade espermatica
(P<0,05) foi observada nas amostras combinadas com glicose 5% (66,1%z4,0%). Nas
demais amostras, apés o descongelamento, ndo foram observadas diferenca significativa
(P>0,05) e nem motilidades espermaticas viaveis, ou seja, acima de 30% (Figura 5).

J& nas criosolugbes contendo o crioprotetor metilglicol (METIL) ou etilglicol
(ETIL), ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre as motilidades espermaticas das
amostras combinadas aos diferentes diluidores. Em todos esses tratamentos, ndo foram

observadas motilidades espermaticas viaveis, apds seu descongelamento.
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Figura 5: Motilidade espermatica das amostras seminais descongeldelakngatus
congeladas em diferentes criosolugdes. Teste de t student, P<0,05. Valores sdo dados em
média de porcentagem de motilidade * desvio padréo, n=6.

Avaliacdo do estresse oxidativo no sémen d@. lineatus submetidos a
criopreservacgao

Observamos interacdo (P<0,001) entre diluidor e crioprotetor, na atividade da
superoxido dismutase (SOD) das amostras descongeladas. Nas criosolugdes contendo o

crioprotetor DMSO, observamos que as amostras diluidas em glicose 5% apresentaram
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atividade de SOD inferior (P<0,05) aquelas observadas nas amostras diluidas em NacCl
1,2%, BTS ou MIIl, entretanto, semelhantes aquelas diluidas em NaCl 0,9% (Figura 6).
Nas criosolugbes contendo metilglicol como crioprotetor, somente as amostras
diluidas em BTS apresentaram atividades de SOD inferior (P<0,05) as demais.
E nas criosolugdes contendo etilglicol, as amostras diluidas em glicose 5%, BTS
ou MIIl apresentaram valores de atividade de SOD inferiores (P<0,05) aquelas diluidas
em NaCl 0,9% ou NaCl 1,2%.
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80,0 1
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o b b p
%50,0 1 ab 2 a ® ONadl 1,2%
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Crioprotetores

Figura 6: Atividade de superéxido dismutase (SOD), apdés o descongelamento, nas
amostras de sémen Belineatuscongeladas em diferentes criosolugdes. Teste t student,
P<0,05. Valores sdo dados em média + desvio padréo. n = 6.

Em relacdo a atividade da catalase (CAT), também houve interacdo (P<0,001)
entre diluidor e crioprotetor. Nas criosolu¢cdes contendo o crioprotetor DMSO,
observamos que as amostras diluidas em NaCl 0,9%, NaCl 1,2% ou glicose 5%, 0s
valores da atividade de catalase foram inferiores (P<0,05) aos valores observados nas
amostras diluidas em BTS ou MillI (Figura 7).

Ao utilizarmos criosolu¢cdes contendo metilglicol, observamos nas amostras
diluidas em NaCl 0,9% ou MIlll, valores de atividade de catalase inferiores (P<0,05) aos
valores observados nas amostras diluidas em BTS. Entretanto, a atividade de CAT
observadas nas amostras diluidas em NaCl 1,2% ou glicose 5% foram semelhantes
(P>0,05) tanto aos valores observados nas amostras diluidas em NaCl 0,9% ou MiIll,
guanto aquelas diluidas em BTS.

Nas criosolugcdes contendo etilglicol, ndo observamos diferenca (P>0,05) entre os

valores de atividade de catalase, nas amostras diluidas nas diferentes solugdes.
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Figura 7: Atividade da catalase (CAT), apés o descongelamento, nas amostras de sémen
deP. lineatuscongeladas em diferentes criosolugdes. Teste t student, P<0,05. Valores sa
dados em média * desvio padréo. n = 6.

Nos resultados da peroxidacdo lipidica (MDA), interagbes (P<0,001) entre
diluidores e crioprotetores, também foram observadas. Neste caso, as amostras diluidas
em criosolugdes contendo DMSO e NaCl 0,9% ou glicose 5% proporcionaram valores de
peroxidacao lipidica inferiores (P<0,05) aquelas diluidas em NaCl 1,2% ou Milll, porém,
semelhantes aquelas diluidas em BTS.

Em meio contendo metilglicol, as amostras diluidas em MIIl apresentaram o0s
menores valores de peroxidagédo lipidicas (P<0,05) do que aquelas diluidas em NaCl 1,2%
ou glicose 5%. As amostras diluidas em NaCl 0,9% ou BTS,esppaeam valores de
peroxidacao lipidicas semelhantes tanto a das amostras diluidas em MIll, quanto nas
amostras diluidas em NaCl 1,2% ou BTS.

E no meio contendo etilglicol, as amostras diluidas em BTS apresentaram 0s
menores valores de peroxidacéo lipidica (P<0,05) em relagdo aquelas diluidas em NaCl
1,2%. E, as amostras diluidas em NaCl 0,9%, glicose 5% ou MIll, afpesearvalores
de peroxidacgdo lipidicas semelhantes tanto a das amostras diluidas em BTS, quanto em
NaCl 1,2%.

39



w
o1
J

3,0 b
g b
z - -
5 25 - b Diluidores
5 ab
o 2 b ab b ab ONaCl 0,9%
£ 2,0 A ab =
> ari a 2 b ONad 1,2%
S 15 A a .
g B Glicose 5%
c
S 1,0 OBTS
<D( oMl
S 05

0,0 T T 1

DM SO METIL ETIL

Crioprotetores
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40



DISCUSSAO

As caracteristicas seminais como, volume e a concentracdo espermatica tem
grande relevancia quando biotecnologias sdo aplicadas a reproducdo animal. Em
reproducao artificial de peixes, relagdes ideais de espermatozoides/ovocitos, sado cada vez
mais estudadas visando otimizar a utilizacdo do sémen, reduzindo o numero de
reprodutores e gastos demandados para manutencio destes (SHIMODA et al., 2007). E
importante o conhecimento desses valores para que se possa avaliar a qualidade do sémer
coletado e, com isso, otimizar sua utilizacdo no processo de fertilizagdo artificial
(VIVEIROS, 2005). No presente estudo, os volumes seminads e€oncentracao
espermatica observadas pRrineatusforam condizentes aos valores observados para o
géneroProchilodus Em trabalho cor®. argenteugoram observados volumes seminais
de 0,41 + 0,27 mL e concentracdo espermatica de 25,7 + 1%8ptZAML (SHIMODA
et al., 1997). Em uma reviséo realizada por Viveiros e Godinho (2009), Paliaeatus
mesma espécie em estudo, porém de bacias diferentes, foram encontrados variagées nos
volumes seminais coletados (1,1-2,4 mL) e nas concentracdes espermaticas (14,4-34,2 x
10°sptz/mL). Ja Carvalho (2012), também trabalhando @nlineatus observou
volumes seminais ligeiramente superior ao observados no presente estudo (2,3+4,4 mL),
porém concentracdes espermaticas ligeiramente inferiores (0,41+0,fOspta/nL).

Ainda segundo esse mesmo autor, variacdes nas concentragdes espermaticas podem
ocorrer devidos a fatores como a fase reprodutiva que se encontrava a espécie nativa no
momento da coletada e o tipo de horménio ministrado.

O resfriamento é uma biotecnologia de preserva¢do do sémen a curto prazo, que
consiste na manutencdo dos gametas em baixas temperaturas, porém acima da
temperatura de congelagéo (3 a 5°C) (ZANIBONI-FILHO e BALDISSEROTTO, 2015).
Segundo estes mesmos autores, ela permite que o sémen esteja disponivel por intervalo
de tempo de poucas horas até varios dias. Isso s6 acontece por que 0s espermatozoides d
peixes sdo imAveis no plasma seminal. Essa caracteristica favorece sua preservacéo
através do resfriamento, pois ndo ha requerimento de energia para locomocao
(CAROLSFELD et al., 2003). Entretanto, uma soluc¢do diluidora deve ser utilizada no
processo de resfriamento, para diminuir a competicdo dos espermatozoides por oxigénio
e espaco (CAROLSFELD et al., 2003). No resfriamento do sénifenideatus da bacia
do Rio Paraiba do Sul foi observado motilidades espermaticas viaveis por até 5 dias,
guando as amostras foram diluidas em BTS e motilidades viaveis por até 3 dias, quando

diluidas em MIIl. Em termos praticos, amostras de sémen mantidas resfriadas e com
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motilidade, de pelo menos 30%, poderiam ser utilizadas em procedimentos de desova
induzida em laboratérios (MARQUES, 2001). Além disso, resultados semelhantes foram
observado por Orfdo (2006) em resfriamento de sémédh teeatusda bacia do Rio
Grande, quando diluido em BTS. Ja para o diluidor MllI, este autor observou motilidades
viaveis por até 5 dias de resfriamento, diferentemente do que foi observado no presente
trabalho, no qual amostras diluidas em MIll ficaram vidveis por apenas 3 dias.
Possivelmente, o que poderia explicar essa diferenca deogamento das amostras,
seria a composicao seminal para essas duas populacdes. Outra possivel explicacdo para
as maiores viabilidades das amostras diluidas em BTS ou MIll em relagdo aos demais
seriam, a sua composicédo de glicose (80% e 89,2% respectivamente) e a presenca de
sulfato de gentamicina, que diminui o crescimento bacteriano durante o armazenamento
(ORFAO, 2006).

A criopreservacdo do sémen € uma biotecnologia de preservagéo a longa prazo.
No presente trabalho, observamos que os crioprotetores metilglicol e etilglicol, ndo foram
eficientes em preservar a motilidades espermaticas, apos o descongelamento. Dentro das
criosolugcdes compostas pelo crioprotetor DMSO, somente aquela combinada com a
solucdo diluidora glicose 5%, foi capaz de preservar a motilidade espermatica nas
amostras descongeladas Be lineatus O DMSO, como 0s demais crioprotetores
internos, protegem os espermatozoides dos efeitos do congelamento. Ele age diminuindo
a temperatura na qual o interior da célula € congelado, permitindo parcial desidratacéo
celular e melhor rearranjo interno das moléculas de agua adiante sua fase de cristalizacédo
e expansdao molecular. Ja a solucdo de glicose 5%, funcionaria como um crioprotetor
externo, recobrindo a superficie celular, estabilizandmeanbrana e ajudando a
minimizar os possiveis danos celulares causados pelo processo de criopreservacao
(CAROLSFELD et al., 2003). Essa criosolucéo, acrescida de gema de ovo, vem sendo
testadas com sucesso na criopreservagdo de sémen de varias espécies de peixes nativos
para o génerBrycon ja foram relatados sucesso na criopreservagéo de sérBeycde
amazonicugNINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; VELASCO-SANTAMARIA et al.,
2006),B. insignis(SHIMODA, 2004),B. orbignyanugBEDORE, 1999; MURGAS et
al., 2003) 8. orthotaenig MELO e GODINHO, 2006); para o géndreporinus foram
as espéciekeporinus macrocephalu@RIBEIRO e GODINHO, 2003) &. obtusides
(TAITSON et al.,, 2007); para o géneRiaractus foi paraPiaractus mesopotamicus
(BEDORE, 1999; CAROLSFELD et al., 2003); e para o géReochilodus género da
mesma espécie em estudo, foram criopreservado o séneroddlodus argenteys

porém sem gema de ovo (COSER et al., 1992), e o sénienlideatus,com gema de
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ovo (CAROLSFELD et al., 2003) e sem adicdo de gema de ovo (ORFAO, 2006).
Contudo, existem problemas ao se tentar definir protocolos especificos de
criopreservacdo do sémen para cada espécie, ja que as mesmas espécies que coabitar
nossas diferentes bacias hidrograficas, tendem a apresentar diferentes sensibilidades de
seus espermatozoides a redugdo na temperatura e ao contato com solugdes crioprotetoras
(MILIORINI, 2006), como pudemos observar no presente trabalho.

O processo de criopreservagdo é conhecido por causar consideraveis danos a
célula espermética, por ocasionar excessiva producdo de espécies restivas de oxigénio
(EROs). O estresse oxidativo € um dos principais fatoresanutebuem para a baixa
gualidade espermatica. Os espermatozoides sao particularmente suscetiveis a
peroxidacao lipidica, pois eles contém altas concentrac6es de &cidos graxos insaturados
nas membranas plasmatica (JONES et al., 1979; HAGEDORN et al., 2012). Somado a
isso, durante a diferenciacgao final do espermatozoide, ocorre perda de grande parte de seu
citoplasma, limitando seus mecanismos de reparacdo (HAGEDORN et al.,, 2012). No
sémen descongelado Be lineatus observamos baixa atividade de SOD nas amostras
com altas motilidades espermatica. A SOD atua removendo o radical superdxjdo (O
convertendo-o em oxigénio e peréxido de hidrogénieOfH Possivelmente, a
criosolucao utilizada nestas amostras foram capazes de prevenir a formacao dessa espécie
reativa de oxigénio durante o processo de congelamento e descongelamento, refletindo
também na menor producdo dg ©consequentemente, menor conversdes destes radicais
em HO,. Conjuntamente, observamos para essas mesmas amostras baixa atividade de
catalase (CAT), reforcando a confiabilidade dos resultados. A catalase atua destruindo o
peréxido de hidrogénio (#D.), transformando-o0 emJd e Q. O perdxido de hidrogénio
sdo danosos por atravessarem com facilidade as membranas biolégicas e formarem
radicais de hidrogénio altamente toxicos (OH-). Este radical livre causa sérios danos ao
DNA, perda do potencial fertilizante dos espermatozoides através de peroxidacao lipidica
da membrana e perda da adenosina trifosfato do axonemadia (B8DRGES et al.,

2011). Apds a peroxidacao lipidica, a membrana plasmética perde fluidez requerida para
participacdo nos eventos que envolvem fusdo de membranas associadas a posterior
fecundacéo e integridade de membrana (STOREY, 1997; HAGEDORN et al., 2012).

No caso das membranas das mitocondrias a acdo dos EROs afetam o fornecimento
de energia responsavel pelo movimento do flagelo, ou seja, da motilidade espermatica
(CABRITA et al., 2014). Isso pode ser verificado no trabalho de Liu et al., (2015),
trabalhando com adi¢cdo de antioxidantes na criopreservacdo de sémen Red seabream

(Pagrus majoy. Neste caso, foi observado que a diminuicdo da motilidade espermatica
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do sémen descongelado estava fortemente associada com a reducao da integridade de
membrana e com a redugédo da fungdo mitocondrial. Em outro trabalho avaliando o
estresse oxidativo em sémen de Zebraf3dn{o rerio) foi observado que amostras que
apresentavam as maiores motilidades espermaticas também apresentaram menores taxas
de peroxidagdo lipidica e estresse oxidativos (HAGEDORN et al., 2012). Chen et al.
(2010) avaliando a qualidade do sémen criopreservado de Red sedtmgam (najoy,

em relacdo ao tempo de armazenamento, associaram a baixa motilidade espermatica com
a alta peroxidacao lipidica. Esses mesmos autores ainda observaram que nas amostras
com motilidades espermaticas mais altas, a peroxidacao lipidica e o estresse oxidativo
eram mais baixos. Comportamento semelhante foi observados nas amostras diluidas em
glicose 5% e DMSO, onde observamos as maiores motilidades esperméticas e as mais
baixas peroxidacao lipidicas nas células espermaticas.
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CONCLUSAO

O sémen de curimbBrochilodus lineatusla bacia do Rio paraiba do Sul, pode ser
resfriado por até 5 dias em solugéo diluidora de BTS e criopreservado em criosolucao

composta por glicose 5% e DMSO com sucesso.

45



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AEBI, H. Catalase in vitro. Methods in Enzymology. v. 105, p. 121-126, 1984.

BEDORE, A. G. Caracteristica e conservagdo do sémen de Pacu-Caranha(Piaractus
mesopotamicus) e de Piracanjuba (Brycon orbignyanus). 1999. 53. p. Dissertacéo
(Mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, BeloHorizonte.

BORGES, J. C. et al. Membrana plasmatica de espermatomdéss: efeito de
metabdlitos do oxigénio, antioxidantes e criopreservacdo. Revista Brasileira de
Reproducdo Animal, v. 35, n. 3, p. 303-314, 2011.

BUEGE, J. A. E; AUST, S. D. Microsomal lipid peroxidation. Methods in Enzymology.
v. 52, p. 302-310, 1978.

CABRITA, E. et al. Factors enhancing fish sperm quality and emerging tools for sperm
analysis. Aquaculture, v. 432, p. 389-401, 2014.

CAROLSFELD, J. et al. Cryopreservation of sperm in Brazilian migratory fish
conservation. Journal of Fish Biology, v. 63, n. 2, p. 472-489, 2003.

CARVALHO, A. F. S. Criopreservacdo do sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus) e
curimba (Prochilodus lineatus): predicédo de potencial de congelabilidade e uso da
cafeina na solucéo ativadora. 2012, 97 p. Tese (Doutorado) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.

CHEN, Y. K. et al. Effect of long-term cryopreservation on physiological characteristics,
antioxidant activities and lipid peroxidation of red seabream (Pagrus major) sperm.
Cryobiology, v. 61, n. 2, p. 189-193, 2010.

COSER, A. M. L.; GODINHO, H. P.; SATO, Y.; CARDOSO, E. L. Capacidade de
fertilizacdo do sémen de Prochilodus marggravii (curimbata-pacu) congelado sob
forma de “pellets”. In: Godinho HP (ed) Proceedings of the 10th annual aquaculture
meeting, Belo Horizonte, MG, Brazil, p. 56-59, 1992.

DIETERICH, S.; BIELIGK; U.; BEULICH, K.; HASENFUSS, G. E.; PRESTLE, J. Gene
expression of antioxidative enzymes in the human heart: increased expression of
catalase in the end-stage failing heart. Circulation . v.101, n. 1, p. 33-39, 2000.

FERREIRA, D. F. SISVAR A Computer statistical analysis system. Ciencia e
Agrotecnologia, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, 2011.

HAGEDORN, M. et al. Oxidative Stress in Zebrafish (DanisojeBperm. PLoS ONE,
V. 7, n. 6, p. e39397, 2012.

JONES, R.; HAMILTON, D.W.; FAWCETT, D.W. Morphology of the epithelium of the
extratesticular rete testis, ductuli efferentes and ductus epididymidis of the adult male
rabbit. Am Journal Anatomic, v. 156, n. 3, p. 373-400, 1979.

LIU, Q.; WANG, X.; WANG, W.; ZHANG, X.; XU, S.; MA, D.; XIAO, Z.; XIAO, Y.;
LI, J. Effect of the addition of six antioxidants on sperm motily, mamabrane integrity
and mitochondrial function in red seabrem (Pagrus majos) sperm cryopreservation.
Fish Physiology Biochemisc. 41:413-422, 2015.

46



LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J. (1951) Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 193:265-75

MARIA, A. N. et al. Extenders and cryoprotectants for cooling and freezing of
piracanjuba (Brycon orbignyanus) semen, an endangered Brazilian teleost fish.
Aquaculture, v. 260, n. 1-4, p. 298-306, 2006.

MARQUES, S. Preservacédo a curto prazo do sémen de teledsteos neotropicais de dgua
doce. 2001. 83 p. Dissertagcédo (Mestrado) — Pontificia Universidade Catolica de Minas
Gerais, Belo Horizonte.

MELO, F. C. S. A; GODINHO, H. P. A protocol for cryopreservation of spermatozoa of
the fish Brycon orthotaenia. Animal reproduction science, v. 3, p. 380-385, 2006.

MILLIORINI, A. B. Ativadores e concentracbes de metanol mealilsulfoxido na
gualidade do sémen criopreservado de Curimba (Prochilodus lineatus). 2006. 99 p.
Dissertacdo (Mestrado em Veterinaria)-Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2006.

MORAES, G. F. Resfriamento e congelamento do sémen de piau-acu (Leporinus
macrocephalus). 2004. 68 p. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

MURGAS L. S. D.; FRANCISCATTO, R. T.; SANTOS, A. G. O. Avaliacédo espéoaa
pos-descongelamento em piracanjuba (Brycon orbignyanus, Vallenciennes, 1849).
Revista Brasileira de Zootecnia. v.32, p. 1810-1814, 2003.

NINHAUS-SILVEIRA, A.; VERISSIMO-SILVEIRA, R.; SENHORINI, J. A;
ALEXANDRE, J. S.; CHAGURI, M. P. Fertilidade do sémen de maé (Brycon
amazonicus) criopreservado em nitrogénio liquido. Boletim Técnico CEPTA. v.19, p.
1-8, 2006.

ORFAO, L. H. Resfriamento e criopreservacdo de sémen de curimba Prochilodus lineatus
(VALENCIENNES, 1836). 2006. 86p. Dissertacdao (Mestrado em Zootecnia).
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2006.

RIBEIRO, R. I. M. A; GODINHO, H. P. Criopreservacao do sémen testicular do teledsteo
piau-acu Leporinus macrocephalus. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, v. 55, p.75-79, 2003

SANTOS, L. C. Crescimento de juvenis de curimba (Prochilodus vimboides,Kner, 1859)
no inverno, em diferentes densidades de estocagem. 2014. 40 p. Dissertagao
(Mestrado) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

SHIMODA, E.; ANDRADE, D. R.; VIDAL JUNIOR, M. V.; GODINHO, H. P.; YASUI,
G. S. Determinacdo da razdo 6tima de espermatozoidespor ovécitos de piabanha
Brycon insignis (pisces - characidae). Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.4, p.877-
882, 2007.

SHIMODA, E. Andlise e criopreservacdo do sémen da piabanha Brycon insignis
Steindachner, 1877 (Pisces, Characidae). 2004. 121 p. Tese (Doutorado) -
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes,
R J.

a7



SHIMODA, E. et al. Influéncia da presenca da fémea sobre as caracteristicas seminais do
curimbata Prochilodus marggraviValbaum, 1972) Influence of female presence on
seminal characteristics of curimbafr@chilodus marggravjl Revista Brasileira de
Ciencias Veterinérias, v. 4, n. 1, p. 39-42, 1997.

STOREY, B. T. Biochemistry of the induction and prevention of lipoperoxidative damage
in human spermatozoa. Molecular Human Reproduction. v.3, p.203-213, 1997.

TAITSON, P. F.; CHAMI, E.; GODINHO, H. P. Gene banking of the neotropical fish
Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1836): a protocol to freeze its sperm in the field.
Anim Reprod Sci, v.105, n. 3-4, p.283-291, 2007.

VELASCO-SANTAMARIA, Y. M.; MEDINA-ROBLES, V. M.; CRUZ-CASALLAS,
P. E. Cryopreservation of yam(Br{ycon amazonicQssperm for large scale
fertilization. Aquaculture, v.256, p. 264-271, 2006.

VIVEIROS, A. T. M.; GODINHO, H. P. Sperm quality and cryopreservation oZiBaa
freshwater fish species: A review. Fish Physiology and Biochemistry, v. 35, n. 1, p.
137-150, 2009.

VIVEIROS, A. T. M.; ORFAO, L. H.; MARIA, A. N.; ALLAMAN, I. B. A simple,
inexpensive and successful freezing method for curimba Prochilodus lineatus
(Characiformes) semen. Animal Reproduction Science, v. 112, p. 293-300, 2009.

VIVEIROS, A.T.M.; MARIA, A.N. Sémen cryopreservation of piracanjuba (Brycon
orbignyanus), an endangered Brazilian species.. In. CABRITA, E.; ROBLES, V.
HERRAEZ, P. (Ed.). Methods in Reproductive Aquaculture: Marine and Freshwater
Species. Boca Raton: CRC Press, p.361-365, 2008.

VIVEIROS, A. T. M.; MARIA, A. N.; ORFAO, L. H.; CARVALHO, M. A.; NUNES, J.
F. Powder coconut water (ACP-104) as extender for semen cryopreservation of
Brazilian migratory fish species. In: Roudaut G, Labbe” C, Bobe J (eds) Proceedings
of the 8th international symposium on reproductive physiology of fish, Saint Malo,
France, p. 3-8, June, 2007.

VIVEIROS, A.T.M. Semen cryopreservation in catfish species, with particular emphasis
on the African catfish. Anim. Breed. Abstr., v.73, p.1N-9N, 2005.

ZANIBONI-FILHO, E.; BALDISSEROTTO, B. Congelacdo de sémertecidos de
peixes brasileiros. Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.39, n.1, p.189-194,
2015.

48



ANEXOS

CAPITULO 1

TABELA 1. Analise de variancia do efeito das solucdes diluidoras do sémen de
Prochilodus vimboidero processo de resfriamento.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
PEIXE 4 017.583333  229.395833  1.863 0.1566
DILUIDORES 5  30308.366667  7879.673333 63.979 0.0000

erro 1 20  2463.216667  123.160833

TEMPO_DIA_ 3 116002.066667  38667.355556 483.443 0.0000
DILUIDORES*TEMPO_DIA 15  29936.633333  1995.775556  24.952 0.0000
erro 2 72 5758.800000 79.983333

Total corrigido 119 194476.666667

CV1 (%)= 29.46
CV 2 (%) = 23.74
Média geral: 37.6666667  Numero de observacdes: 120

TABELA 2. Analise de variancia do efeito das criosolu¢gdes sob a motilidade
espermatica dB. vimboidesno sémen descongelado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
PEIXE 5 325.888889 65.177778  1.980 0.0923
DILUIDOR 4 5333488889  1333.372222  40.500 0.0000
CRIOPROTET 2 3216.272222  1608.136111 48.845 0.0000
DILUIDOR*CRIOPROTET 8  10519.394444  1314.924306 39.939 0.0000
erro 70 2304.611111 32.923016

Total corrigido 89 21699.655556

CV (%) = 79.94
Média geral: 7.1777778  Numero de observacgdes: 90

TABELA 3. Anélise de variancia da atividade da SOD no séméh dienboides
descongelado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
PEIXE 5 520.328307  105.865661  5.897 0.0001
DILUIDOR 4 38.668111 9.667028  0.538 0.7080
CRIOPROTET 2 8.120747 4.060373  0.226 0.7982
DILUIDOR*CRIOPROTET 8 73.554276 9.194284  0.512 0.8434
erro 70  1256.751160 17.953588

Total corrigido 89 1906.422600

CV (%)= 24.80
Média geral: 17.0833333  Numero de observacgges: 90
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TABELA 4. Andlise de variancia da atividade da catalase (CAT) no sénfen de
vimboidesdescongelado.

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc

PEIXE 5 3.594419 0.718884  1.1140.3612

DILUIDOR 4 1.559044 0.389761  0.604 0.6612
CRIOPROTET 2 1.762196 0.881098  1.365 0.2622
DILUIDOR*CRIOPROTET 8 13.892782 1.736598  2.690 0.0122
erro 70 45.192031 0.645600

Total corrigido 89 66.000472

CV (%) = 39.96

Média geral: 2.0105556  Numero de observacgoes: 90

TABELA 5. Analise de variancia da peroxidacéo lipidica (MDA) no séme? de
vimboidesdescongelado.

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc

PEIXE 5 0.174686 0.034937  5.951 0.0001
DILUIDOR 4 0.053211 0.013303  2.266 0.0707
CRIOPROTET 2 0.026056 0.013028 2.2190.1163
DILUIDOR*CRIOPROTET 8 0.110489 0.013811  2.352 0.0266
erro 70 0.410964 0.005871

Total corrigido 89 0.775406

CV (%) = 26.17

Média geral: 0.2927778  Numero de observacgdes: 90
CAPITULO 2

TABELA 1. Analise de variancia do efeito das solucdes diluidoras do sémen de
Prochilodus lineatusio processo de resfriamento.

FV GL SQ QM Fc PrsFc

PEIXE 5 515.064815  103.012963  1.644 0.1852
DILUIDOR 5 55855231481 11171.046296 178.255 0.0000
erro 1 25  1566.726852 62.669074

TEMPO 5 130576.564815 26115.312963 712.047 0.0000
TEMPO*DILUIDOR 25  36819.893519  1472.795741 40.157 0.0000
erro 2 150  5501.458333 36.676389

Total corrigido 215  230834.939815

CV 1 (%)= 27.73
CV 2 (%) = 21.21
Média geral: 28.5509259  Numero de observacdes: 216
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TABELA 2. Analise de variancia do efeito das criosolu¢gdes sob a motilidade
esperméatica dB. lineatus no sémen descongelado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
PEIXE 5  3051.980556  610.396111  2.058 0.0810
DILUIDOR 4  6611.666667  1652.916667  5.573 0.0006
CRIOPROTET 2 2810.338889  1409.669444  4.753 0.0116
DILUIDOR*CRIOPROTET 8  11510.716667  1439.964583  4.855 0.0001
erro 70  20761.977778  296.599683

Total corrigido 89 44764.680556

CV (%) = 101.47
Média geral: 16.9722222  Namero de observacgdes: 90

TABELA 3. Anélise de variancia da atividade da SOD no séméh teeatus
descongelado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
PEIXE 5 447.985352 89.597070  0.807 0.5489
DILUIDOR 4 1483.842367  370.960592  3.339 0.0146
CRIOPROTET 2 387.540962  193.770481  1.744 0.1823
DILUIDOR*CRIOPROTET 8  5613.402693  701.675337  6.316 0.0000
erro 70 7776.424964  111.091785

Total corrigido 89 15709.196339

CV (%) = 26.75
Média geral: 39.4061111  Numero de observagées: 90

TABELA 4. Andlise de variancia da atividade da catalase (CAT) no sénfen de
lineatusdescongelado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
PEIXE 5 32.508142 6.501628  0.963 0.4465

DILUIDOR 4 157.016411 39.254103  5.814 0.0004
CRIOPROTET 2 19.613562 0.806781  1.452 0.2410
DILUIDOR*CRIOPROTET 8 245.490182 30.686273  4.545 0.0002
erro 70 472.628524 6.751836

Total corrigido 89 927.256822

CV (%)= 36.52
Média geral: 7.1144444  Ndmero de observagoes: 90

TABELA 5. Andlise de variancia da peroxidacéo lipidica (MDA) no sémdn de
lineatusdescongelado.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
PEIXE 5 1.694570 0.338914 1.4100.2315
DILUIDOR 4 2.871033 0.717758  2.985 0.0246
CRIOPROTET 2 0.451620 0.225810  0.939 0.3958
DILUIDOR*CRIOPROTET 8 8.380247 1.047531  4.357 0.0003
erro 70 16.831180 0.240445

Total corrigido 89 30.228650

CV (%)= 31.94

Média geral: 1.5350000  Numero de observagdes: 90
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