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“A expansao do conhecimento provém da investigagdo das coisas

Quando se investiga, o conhecimento sofre expansao.

Quando o conhecimento é expandido tornamo-nos sinceros nos propoésitos.
Quando formos sinceros nos propdsitos, o coracdo podera ser corrigido
Quando este for dotado de correcdo a vida pessoal podera ser cultivada.

Quando a vida pessoal for cultivada, a comunidade podera ser regida
Quando a comunidade for regida poderemos governar com ordem
Quando se puder governar com ordem resultara paz no mundo.”

Confucio
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RESUMO

CALADO, Leonardo Luiz., M.Sc. Universidade Federal de Vicosa. fevereiro de 2009.
Coleta e criopreservacdo do sémen de ra-touro (Lithobastes catesbeianus Shaw,
1802). Orientador: Oswaldo Pinto Ribeiro Filho. Coorientadores: Luiz Carlos dos Santos e
Luis David Solis Murgas.

O impacto da introdugcdo de espécies exéticas no Brasil e no mundo, € um grande
problema ao desequilibrio ambiental. O estudo de métodos para otimizar e melhorar a
permanéncia das espécies nativas em declinio e utilizar o potencial das espécies exoticas
para o fornecimento de alimentos sem prejuizo ao meio, tem sido um desafio para as
atividades de produgdo animal e conservagcdo das espécies. O objetivo do presente
estudo foi desenvolver um protocolo de espermiacao induzida em ra-touro, seguido de
criopreservagao seminal. Trés experimentos foram conduzidos na Universidade Federal
de Vigosa e Universidade Federal de Lavras, estado de Minas Gerais. O primeiro
experimento avaliou-se a indugédo da espermiagao com extrato bruto hipofisario (EBH —
5000 pg/kg), acetato de buserelina (AB — 13 pg/kg), acetato de gonadorelina (AG — 83
Mg/kg) e gonadotropina coridnica humana (hCG — 830 Ul/kg). Trinta machos de r&-touro
foram induzidos com esses horménios e o sémen coletado por 12 horas. Parametros
espermaticos (motilidade, volume, cor, vigor, odor, concentragdo) foram observados para
se obter o melhor hormdnio indutor. No segundo experimento a influéncia do periodo apds
indugao sobre as caracteristicas seminais foi avaliada. Outro grupo de machos (n=30) foi
induzido com o melhor horménio obtido do experimento anterior e amostras foram
coletadas em duas, quatro, seis, oito, dez e dose horas apds a primeira aplicagdo. No
terceiro experimento a toxicidade e a criopreservagdo com crio-solugcbes compostas por
DMSO (1,0; 2,5; 5,0; 7,5%) e metanol (1,0; 2,5; 5,0; 7,5%) como crioprotetores internos e
Lactose e BTS a 1 e 5% foram avaliadas respectivamente. O sémen foi diluido nas crio-
solugdes e a motilidade espermatica, vigor e duragdo do tempo (n=11) foram avaliados. O

sémen foi congelado



utilizando-se as mesmas solugbes crioprotetoras e o0s parametros seminais pos-
descongelamento, também, foram observados. Os dados foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis e submetidos a analise de variancia e de regressédo (P<0.05). Somente o
AG e AB induziram a espermiagao, onde 100% e 20% dos machos liberaram sémen,
respectivamente. O periodo apds inducdo afetou o volume (y = 0,1084x + 1,1527; R? =
0,37) e nao afetou os outros parametros. A motilidade espematica foi afetada pelo
metanol (92,1 £ 8,0%) ou DMSO (89,0 + 3,0%), embora o vigor (4,2 +0,1e 3,6 £0,5) e a
duragcdo da motilidade (287 + 10s and 252 + 23s), mostraram efeito significativo. O
metanol associado ao BTS 5% e lactose 1% influenciou o parametro motilidade. A
motilidade pos-descongelamento indicou que nenhuma das solugbes mantivera a
motilidade espermatica. A extracdo seminal pode ser realizada com o acetato de

gonadorelina até 10 horas apds a primeira aplicagao.
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ABSTRACT

CALADO, Leonardo Luiz., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa. February, 2009.
Seminal sampling and cryopreservation in the bullfrog (Lithobastes catesbeianus
(Shaw, 1802). Adviser: Oswaldo Pinto Ribeiro Filho. Coadvisers: Luiz Carlos dos Santos
and Luis David Solis Murgas.

The impact caused by alien species in Brazil and over the world presents consequences
for native populations of frogs. The development of methodologies to preserve the native
species and optimize the food production is a challenging task for aquaculture. The aim of
the present study was to develop a protocol of induced spermiation in the bullfrog
Lithobastes catesbeianus followed by sperm cryopreservation. Three experiments were
conducted at Universidade Federal de Lavras and Universidade Federal de Vigcosa, Minas
Gerais State. The first experiment aimed to evaluate the induced spermiation using carp
crude pituitary gland (CPE — 5000 — ug/kg), buserelin acetate (BA — 13 ug/kg), gonadorelin
acetate (GA — 83 pg/kg), and human chorionic gonadotropin (hCG — 830 IU/kg). Thirty
males were induced with the mentioned hormones followed by sperm sampling 12 hours
afterwards. Sperm parameters (sperm motility, volume, color, vigor, odor, concentration)
were compared in order to obtain the best hormone inducer. In the experiment 2, we
aimed to evaluate the influence of the period after inducement on sperm traits. Another
group of males (n=30) were induced using the best procedure obtained above and then
the sperm was sampled at 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours afterwards. In the experiment 3, we
have evaluated the toxicity and cryopreservation success using cryo-solutions composed
by DMSO (at 1,0; 2,5; 5,0 and 7,5%) and methanol (at 1,0; 2,5; 5,0 e 7,5%) as the main
cryoprotectants; and BTS at 1 or 5%. Sperm was diluted using the cryo-solutions and then
observed the motility parameters (sperm motility, VIGOR and duration; n=11). The sperm
was also cryopreserved using the same cryo-solutions and cooled in vapour nitrogen

vessel (dry-shipper), and then observed the post-thawed sperm parameters. Data were

Xii



compared by Kruskal-Walis test and Anova followed by regression analysis (P<0.05). Our
results indicate that only AG and AB succeed to induce spermiation, where 100% and 20%
of the males released the sperm, respectively. The period after inducement have
influenced the sperm parameters of volume (y = 0,9727 + 01327x; R* = 0,50) and
concentration (y = -0,1784x + 2,5878; R? = 0,86), although there was not a significant
effect for other parameters. Regarding the toxicity of the cryoprotectants, the sperm
motility did not show a significant effect with methanol (92,1 + 8,0%) or DMSO (89,0 +
3,0%), although sperm vigor (4,2 + 0,1 and 3,6 + 0,5) and the duration of motility (287 *
10s and 252 * 23s, respectively) showed a significant effect. A clear interaction was
observed on motility parameters when methanol at 1% was associated with BTS at 5%
and lactose at 1%. Similar trend was observed when DMSO or methanol was associated
with lactose or BTS. Data regarding the post-thawed motility indicate that none of the cryo-
solutions succeed in maintain the sperm motility. In conclusion, the sperm sampling was
optimized using gonadorelin acetate followed by sperm sampling 10 hour afterwards.

Other investigations are stil necessary in order to improve the cryopreservation success.
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1. INTRODUCAO

A produgdo animal pode potencializar a qualidade e a quantidade de
alimento de origem animal para o consumo humano e as espécies exoticas
podem ser utilizadas para este processo ja que possui caracteristicas
zootécnicas para tal. Espécies invasoras como a ra-touro Lithobates
catesbeianus (SHAW, 1802), sdo responsaveis por impactos no ambiente, por
competir por alimento e predar espécies nativas, e causar desequilibrio tréfico,
por ser um predador nao especifico. O estudo de métodos para aperfeicoar e
melhorar a permanéncia de espécies nativas e utilizar o potencial das exdticas
para fornecer alimento para o consumo humano sem prejuizo a fauna nativa de
anuros representa um desafio a produ¢cado animal e conservacao das espécies.

A introducao de espécies no ambiente contribui para o declinio de
populagdes, principalmente de anfibios nativos. Outras causas que colaboram
para o declinio da populagdo mundial de anfibios incluem infecg¢des por fungos,
virus ou bactérias, aumento da radiagao ultravioleta, secas drasticas, habitats
poluidos com herbicidas ou inseticidas, precipitacdo acida e desmatamento
(Junca, 2001 e Michael e Jones, 2004).

No Brasil, a ra-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), foi
introduzida na regido da Baixada Fluminense no Rio de Janeiro na década de
1930 para a ranicultura. Trezentos casais de ra-touro, oriundas dos Estados
Unidos, deram origem ao primeiro ranario brasileiro, o Ranario Aurora. As
caracteristicas zootécnicas atrativas das ras foram determinantes nos projetos
de implantacdo da ranicultura no Brasil, que, por isso, tem apresentado bons
indices de crescimento no manejo e produgéo animal.. (OLVERA-NOVOA et al.
2007; BRAGA et al. 2005; MARTINEZ et al. 2004; LIMA et al. 2003; SOMSUEB
e BOONYARATPALIN, 2001; RIBEIRO FILHO, 1999; RIBEIRO FILHO, 1994;
VIZOTTO, 1979).

Animais como: Rana pipiens, Lithobates catesbeianus e Xenopus sp.
tém sido muito utilizados em pesquisa pela semelhanga morfolégica e
fisioldgica com os vertebrados superiores (CULLEY JR., 1973). Inumeros
trabalhos de fisiologia, ecologia e aspectos da biologia basica, foram realizados
sem escala proporcional aqueles da biologia aplicada. Por isto a conservagéo
de espécies de anuros e a ranicultura apresentam caréncia em aspectos

importantes do sistema conservacionista e produtivo.
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Técnicas aplicadas a reprodugcdo, como a indugdo hormonal, se
apresentam como ferramentas importantes, pois proporcionam vantagens
como a padronizagdo em idade e tamanho dos animais, podendo, inclusive,
reduzir o periodo inter-reprodutivo, além de tornar factivel a aplicacdo de
biotécnicas importantes como a manipulagdo cromossémica (WAGGENER e
CARROLL JR, 1998; ARAI, 2000). Contudo, a intensificagdo da producgao de
alimentos, taxas de ocupagédo do espaco e avangos tecnoldgicos contribuem
mais para o declinio populacional de anfibios e de espécies, 0 que leva a
tendéncia de se empregar mais recursos tecnoldgicos para mitigar o impacto
destas atividades. A melhoria da produgao animal e a adogao de linhagens de
melhor desempenho levariam a tendéncia de se empregar a rastreabilidade, o
que justifica a adogdo de técnicas como a reprodugdo artificial e a
criopreservagao de gametas.

O conhecimento das caracteristicas seminais basicas pode aperfeicoar o
processo produtivo das espécies domésticas e criar bancos de sémen
daquelas ameacgadas de extingdo. Parametros da capacidade fecundante dos
espermatozoides e sua estocagem permitem melhorar a utilizagcdo das
amostras seminais e reduzir o plantel de reprodutores de diversas espécies, e
comercialmente, interferir no manejo, e nos custos de produgado. Apesar dos
avangos da reprodugao induzida em ra-touro (ROSEMBLIT et al., 2006;
AGOSTINHO et al.,, 2000; BROWNE et al., 2001; WAGGENER e CARROLL
JR, 1998), outros aspectos sdo necessarios para a sua otimizagao, entre eles o
conhecimento de caracteristicas androldgicas basicas tais como métodos para
a obtencao, avaliacdo e armazenamento de amostras seminais de qualidade.
Assim com o presente trabalho objetiva-se discutir e elaborar formas de
obtencdo de sémen utilizando métodos de inducdo hormonal e extracao para
posteriormente armazena-lo sob congelamento em nitrogénio liquido com

intuito de poder melhor aproveita-lo para trabalhos futuros.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

A realizagao deste trabalho teve como principal objetivo desenvolver
protocolos de indugao hormonal com um analogo sintético de GnRH (horménio
liberador de gonadotropinas) para otimizar a coleta e de congelamento de
sémen com extracdo seminal do animal vivo, pois, os demais protocolos

prevéem, em sua maioria, eutanasia dos animais e extracao testicular.

2.2. Objetivos especificos

1. Identificar o indutor mais eficaz na obteng¢ao de espermiacgao;

2. Verificar o tempo mais adequado para a coleta de sémen apds aplicagao do
indutor mais eficaz;

3. Determinar qual o grau de toxicidade das solug¢des crioprotetoras e sua
eficacia pré e pés-congelamento;

4. Criopreservar o sémen da ra-touro Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracteristicas da espécie

A espécie Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802) (previamente Rana
catesbeiana) pertence a classe dos anfibios, ordem Anura e familia Ranidae,
com distribuicdo geografica que se estende do Canada, Estados Unidos até o
México, embora tenha sido disseminada para outras regides do globo, incluindo
Europa e América do Sul (FLORES-NAVA, 2000). No Brasil, € a unica espécie

de ra utilizada em produg¢ao comercial.

A alta exigéncia protéica de Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802) leva
ao habito alimentar carnivoro dessa espécie da fase pds-metamorfica a fase
adulta, incluindo insetos, pequenos mamiferos, peixes, répteis e, também,
outros anfibios (REEDER, 1964). Em cativeiro, essa ra pode receber
treinamento e consumir alimentos artificiais (racdo). A grande aceitagéo pelo
consumidor e os bons pregcos no mercado atenuam os custos de produgao e

justificam a criacdo comercial da espécie.

A ra-touro € um animal ectotérmico com a temperatura corporal variando
de acordo com a do ambiente. A sua reproducado € um fendbmeno ciclico e a
prole, geralmente, é produzida na época do ano mais propicia a sobrevivéncia.
Os acontecimentos fisioldgicos enddgenos, que regulam a atividade funcional
gonadal, sado sincronizados por fatores ambientais como fotoperiodo,
temperatura e umidade relativa do ar para garantir o sucesso reprodutivo
(LOFTS, 1974).

A ra-touro € um animal prolifico e precoce e esta apta a reprodugao aos
sete meses de idade, quando tém entre 150 e 200 g e podem gerar de 3.000 a
5.000 ovdcitos segundo Lima e Agostinho (1988). Apds dois anos, a produgao
de ovocitos pode aumentar e atingir valores superiores a 24.000 ovos
(RIBEIRO FILHO, 1994). As ras-touro atingem a maturidade sexual um ano
apoés completarem a metamorfose em habitat natural, o que as torna
reprodutivamente dependentes do ambiente em que se encontram
(DUELLMAN e TRUEB, 1994). No entanto, ras em cativeiro atingiram a

maturidade sexual de quatro a seis meses apos a metamorfose (AGOSTINHO,
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1995). Em trabaho realizado por Ferreira et al. (2002) observa-se que, em
condicdes tropicai, a postura dessa ra variou de 5.000 a 20.000 ovos, com
valores semelhantes a observada por Lima e Agostinho (1988). O tamanho das
fémeas a primeira maturagao foi de 10,33cm, com peso vivo de 109,789 e para
0s machos o valor foi de 8,09 cm e 45g, confirmando a precocidade destes em
relacdo as fémeas. A maturidade ¢é atingida quando os machos alcangam 254 g
e as fémeas 209 g (COSTA, 1992).

A ra-touro tem comportamento reprodutivo como a maioria dos anuros:
sao animais territorialistas e os machos defendem a area escolhida em corpos
permanentes de agua. A reproducéao, nos tropicos, acontece frequentemente
na primavera e no verao, quando os machos vocalizam para atrair a fémea,
que tem como caracteristica principal de corte, a natagdo e movimento lentos
ao aproximarem dos machos. A estacao reprodutiva pode durar todo o ano
desde que as condicbes ambientais sejam manipuladas para isto. Os machos,
ao permitirem a chegada da fémea, realizam o amplexo axilar que pode durar
horas até a liberagao total dos ovécitos e do esperma. Referente ao
desenvolvimento ontogénico, os ovos expostos a temperaturas acima de
27,7°C desenvolvem de maneira anormal e com menor eclodibilidade. Assim,
essa espécie concentra as desovas nos periodos mais quentes do ano e as
posturas sdo realizadas em corpos d’agua com temperaturas amenas
(TYNING, 1990; POUGH, 2003).



3.2. Morfo-fisiologia reprodutiva dos machos

O sistema reprodutor masculino da ra-touro € constituido pelas gbnadas
masculinas, comumente chamadas testiculos, com duas estruturas ovoides
amareladas, na superficie ventral anteriormente aos rins e suportadas por um
ligamento denominado mesorquio. Possui. também, ductos eferentes
(arquinéfricos ou de Wolffian) responsaveis pela condugdo dos
espermatozoides aos rins mesonéfros; um par de corpos gordurosos ou
adiposos, que sao estruturas digitiformes inseridas na porgcdo anterior dos
ligamentos gonadais culminando com a cloaca, anteriormente situada ao anus,
que recebe o bolo fecal proveniente do reto, urina, sémen e ovdcitos
provenientes do sistema urogenital, sendo assim eliminados para o0 meio
externo (DUELLMAN e TRUEB 1994).

Os testiculos tém tubulos seminiferos contornados por uma capsula de
epitélio germinativo responsavel por seu alinhamento dentro do mesmo, onde a
gametogénese ocorre, uniformemente. Tais estruturas estdo inseridas em um
tecido intersticial composto basicamente por tecido conjuntivo, capilares,
células de Leydig, esta ultima responsaveis pela produgdo de androgenos
(LOFTS, 1974). Outra célula, presente nos tubulos seminiferos e que atuam na
nutricdo dos espermatozodides sdo as de Sertoli. Essas tém citoplasma hialino,
nucleo volumoso medianamente basofilo, sem nucléolos aparentes e sao
produtoras de inibina, uma proteina ligadora que transformam andrégenos que

sao produzidos nas células de Leydig em estrégenos (COSTA et al., 1998).

A espermatogénese de anuros € composta por oito divisbes celulares
que culmina na formagdo de 200 células germinativas (espermatdcitos
primarios) a partir de uma espermatogonia, que nos anamniotas € denominada
cistica (LOFTS, 1974).

A Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802) possui dimorfismo sexual, em
alguns machos, a rugosidade nos membros anteriores, a regido gular com
tonalidade amarelada e diametro da regido timpanica s&o relativamente
maiores que a das fémeas. As caracteristicas sexuais podem variar de
intensidade quando se aproxima o periodo reprodutivo, tornando-se mais
conspicuas, quando a ra esta apta para o acasalamento (ALONSO 1997). A

definicdo sexual nas ras ocorre em nivel cromossdmico e hormonal, sendo os
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testiculos e os ovarios definidos como caracteristicas sexuais primarias e
aqueles fenotipicos as secundarias (AGOSTINHO, 1995). Além das
caracteristicas sexuais secundarias, os anuros incluem outros parametros
como contagem diferenciada das células vermelhas do sangue, tamanho do
pulméo, padrbées comportamentais (como o fato de somente o macho emitir
vocalizagbes de acasalamento) e diferencas fisioldgicas e estruturais entre os
sexos (LOFTS, 1974; FERREIRA et al., 2002).

Os estadios testiculares de ra-touro foram definidos em total de cinco:
estadio um, caracterizado pela predominancia de espermatogdnias G1; dois,
inicio da maturacdo, fase em que € marcante o comeg¢o da atividade
espermatogénica; trés, maturagdo intermediaria, marcada pelo aumento no
numero de espermatdcitos secundarios; quatro, maturagcdo avancada, na
presente fase os testiculos atingem seu grau maximo de desenvolvimento e
cinco, esgotado o lume dos tubulos seminiferos, nesta fase se encontra amplo
e esvaziado, apenas com a presenca de espermatozoéides residuais. Apos o
estadio cinco ndo se observou retorno ao estadio de repouso para os machos,
0 que sugere que o processo de espermatogénese ocorra continuamente nos
individuos adultos (COSTA et al., 1998).

3.3. Técnica de indugédo hormonal

A indugcdo hormonal em animais domeésticos é utilizada para
aperfeicoar a obtengdo de gametas viaveis para a obtengdo de esperma para
bancos de sémen, planejamento e ciclagem do periodo reprodutivo e
melhoramento genético animal. A indu¢do hormonal em anfibios foi conseguida
a partir da aplicagdo de LH mamifero e de gonadotropina coridbnica humana
(hCG) (LOFTS ,1974). Os anuros por apresentar fecundagdo externa o
desenvolvimento de técnicas de inseminacgao artificial podem ser consideradas
mais simples (KOUBA, 2009). Isto € comprovado pelo uso de hormdnios
exdgenos para induzir a espermiacdo em uma grande variedade de sapos e
ras (BROWNE et al., 2006; WAGGENER e CARROLL JR., 1998).

O hormdnio exdgeno para indugao a reprodugao age sobre as gbnadas

ou sobre a glandula hipofise. Esta se localiza numa depressdo da caixa
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craniana do osso esfenotimdide (RIBEIRO FILHO, 1994), sendo composta por
cinco partes, a adeno-hipofise, (pars distalis, ou lobo anterior), neuro-hipéfise
(pars nervosa, ou lobo posterior), pars intermédia (lobo intermediario), pars
tuberalis e pars distalis. A adeno-hipdfise possui cinco tipos de células
secretoras, com destaque para aquelas gonadotrépicas responsaveis pela
sintese e secrecdo dos hormoénios foliculo estimulantes (FSH) e luteinizantes
(LH) que tem como principal 6rgdo alvo as génadas sexuais. O controle da
liberagdo dos horménios adeno-hipofisarios € regido pelo hipotalamo que, por
intermédio da circulagdo porta hipofisaria, secreta o horménio liberador de
gonadotropinas também conhecido como GnRH (DICKSON, 1996)

A reprodugado influenciada pelas condi¢gbes climaticas tem inicio no
hipotalamo, que € estimulado e secreta os GnRH que agirédo sobre a adeno-
hipdfise liberando gonadotropinas. Esses compostos atuam sobre as génadas
provocando a sintese de esterdides importantes no comportamento sexual,
maturagdo das génadas e reproducgdo. Estes esteroides s&o responsaveis pelo
mecanismo de retro-alimentacdo sinalizando o fim do processo reprodutivo,
induzindo, por seu aumento, o hipotalamo e a hipdfise a diminuirem as taxas
secretoras de hormdnios reprodutivos (AGOSTINHO, 1995). O sistema do
hormonio liberador de gonadotropina € o principal regulador neuroenddécrino do
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal na maioria dos vertebrados incluindo os
ranideos (TSAIl et al., 2003) (Figura 1).
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Fonte: modificado de BALDISSEROTTO (2002)

FIGURA 1. Desencadeamento da resposta hormonal dos ranideos em

relagdo a um estimulo ambiental

A técnica de indugdao hormonal para a producdo animal inclui a
aplicacao de extrato bruto hipofisario de animais doadores (fémeas de ras-
touro com caracteristicas secundarias reprodutivas evidentes e em estagio de
maturagdo gonadal adequado) dissolvidos em solugao fisiolégica de Ringer,
aplicados intraperitonealmente em um animal receptor que também deve
possuir estadio gonadal apto a receber a dose hormonal (LIMA e AGOSTINHO,
1988). A padronizagdo dessa técnica mostrou que o melhor protocolo de
indugdo ao acasalamento deveria conter duas doses de 5,5 mg de extrato bruto
hipofisario de ra-touro por quilograma de peso vivo aplicadas no musculo
interno da coxa (Gracillis maior) em um intervalo de seis horas, ou 7,7 mg nas
mesmas condicdes com excecdo para o intervalo de aplicagbes que foi de

dezoito horas. A definicdo da aplicagdo para os machos, seria de 50% do total



das fémeas em aplicagdo unica, ao mesmo tempo em que se aplica a segunda
dose nas mesmas (RIBEIRO FILHO et al., 1998a, b).

O LHRHa (10pg/kg), foi utilizado para a extrusdo em Rana catesbiana
(SHAW, 1802) enquanto 300 U.l. de hCG/animal para indugao de Bufo baxteri.
O horménio LHRH na concentragdao de 0,1mg/kg foi utilizado para induzir
espermiacao em trés espécies de anuros (Rana lessonae, R. esculenta, R.
ridibunda) (BROWNE et al.,, 2006; REYER et al., 2003; AGOSTINHO et al.,
2000, 1996).

Amostras de sémen testicular foram obtidas na maioria dos protocolos, sem
indutores (MICHAEL e JONES, 2004; EDWARDS et al. 2004; BEESLEY et al.,
1998; REINHART et al., 1998; HOLLINGER e CORTON, 1980; RICHARD,
1973; SHIVERS e JUDITH, 1971). Esse método de coleta apresenta limitacoes
como o percentual de gametas viaveis, o que, geralmente, é atenuado
superestimando a dose-inseminante (SHIMODA, 2007). Contudo, a coleta e a
utilizacdo de dosagens otimas de espermatozodides evitam o sacrificio dos
animais e propicia uma utilizacdo mais racional do sémen, o que pode refletir

nos custos de producio e na conservacao das espécies.

Diversos indutores reprodutivos como macerado de hipdfise desidratada
de carpa, gonadotropina coribnica humana e hormdnios liberadores de
gonadotropinas podem ser utilizados para a maturagdo final das gbénadas
(ANDRADE e YASUI, 2003). O uso de indutores em peixes & bem difundido
para a maturagdo gonadal final, principalmente em fémeas de espécies
reofilicas, visto que a maturacao final dos ovdcitos ndo acontece em ambientes
lénticos, e pesquisas com tais indutores ainda possuem aspectos que nao
foram completamente elucidados em anuras (WOYNAROVICH e HORVATH,
1989). O conhecimento desses processos reprodutivos € relevante para a
reproducdo por estar relacionado com a multiplicagédo de individuos para as

fases posteriores do ciclo produtivo.
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3.4. Biologia do sémen

A averiguacdo da qualidade seminal é realizada por avaliagao
microscopica em varias espeécies, mas esta, isolada, ndo é capaz de predizer

com precisao a capacidade fecundante do sémen (SOUZA et al., 2001).

Em Crinia georgiana as caracteristicas seminais, freqientemente,
mostram extrema variacido inter e intra-especificas, que pode ser devido a
competicdo, onde o espermatozdide mais capacitado a deixar descendentes
seria aquele onde os pardmetros espermaticos tais como variagdo numeérica
(concentragao), volume, motilidade e longevidade fossem melhores e assim
aumentando a capacidade fecundante. A motilidade e a longevidade do
espermatozoide sdo os mais importantes para determinar a habilidade de
fertilizacdo dos machos (HETTYEY e ROBERTS, 2006). Os espermatozodides
dos anuros sao altamente moveis por breves periodos em um meio
hiposmotico e sdo quiescentes em solugdes balanceadas de sais (HARDY e
DENT, 1986).

O sémen de anuros apresenta semelhancas com o de peixes, e a
motilidade espermatica € a principal caracteristica comum entre esses dois
grupos. Em ambos sua iniciacdo depende da interagdo com o meio aquatico.
Nesses grupos os espermatozoides sdo imdveis no trato reprodutivo, mas em
contato com o meio circundante apresentam alteragbes da concentracdo
osmatica ou ibnica que alteram a polarizagado do calcio da membrana, dando
inicio a motilidade (COSSON, 2004; MORISAWA et al., 1983). O decréscimo
da osmolaridade inicia a motilidade espermatica em anuros, o que enfatiza o
emprego de metodologias de coleta de sémen que evitem a contaminagéo das
amostras seminais com a urina e agua. A contaminagao de amostras seminais
por urina foi discutida para varias espécies de peixes (PERCHEC-POUPARD et
al, 1998; DREANNO et al, 1998; LINHART et al, 1999; HARVEY, 1983;
GLOGOWSKI et al., 2000) e anuros (HOLLINGER e CORTON, 1980).

3.5. Osmolaridade

O numero de particulas presentes em uma solugao afeta a motilidade

dos espermatozdides que sdo imoveis nos orgaos reprodutivos de muitas
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espécies de peixes marinhos, de agua doce e de anfibios (INODA e
MORISAWA, 1987). Os espermatozodides sdo imdveis em um meio isotdnico ou
com uma osmolaridade pouco hipertbnica em relacdo ao plasma seminal,
sendo iniciada a motilidade logo encontre o meio hipoténico (BERNARDINI et
al., 1988). A alta osmolaridade do sémen em relagdo ao meio previne o gasto
de energia pelo acionamento precoce da motilidade. O sémen pode ser diluido
em solugdes para manter a osmolaridade do meio constante, a qualidade
seminal também pode ser mantida ao se aumentar a disponibilidade de
oxigénio para as células e reduzir a concentragdo de proteinas do plasma
seminal capazes de degenerar com o passar do tempo. (BILLARD e COSSON,
1992). As solugdes diluidoras na literatura sdo compostas basicamente por
sais e tampbes (Tabela 1). Solugdes diluidoras sdo, também, utilizadas como
imobilizadoras para atenuar efeitos de contaminacéo por urina e sangue, e até
mesmo reimobilizar os espermatozdides natantes devido ao aumento da
osmolaridade (LINHART et al, 2005; BILLARD e ZHANG, 2001).

TABELA 1. Principais solucdes diluidoras de sémen para peixes e anuros

c?ol_ugao Componentes Espécie utilizada Referéncia
iluidora
Peixes

NaCl NaCl 1,2% Brycon insignis ;SZ%M?DA

WARNECKE
Trealose Trehalose Cyprinus carpio e PLUTA

(2003)
Solugo de 128,3mM NaCl '
Ringer 23,6mM KCI MISgl'JI"nUS ARAI et al.
modificada 2,1mM MgCl, anguillicaudatus* (1993)

3,6mM CaCl,

Solucéao
imobilizadora 200mM NaCl; 30mM Silurus glanis LINHART et
para Silurus Tris-HCI al. (2005)
Glanis

KUROKURA
Solugao ;278&4,\7 l}\(/lcl}laCl Cyprinus carpio et al. (1984);
diluidora de 1’4 M CaCl Tinca tinca WARNECKE

a4m atCly .
Kurokura 2 4mM NaHCO Ctenopharyngodon idella e PLUTA,
’ 3

(2003)
Solugdes 350mM glicose Cyprinus carpio HORVATH
diluidoras a 30mMTris et al. (2003)

base de sais e
agucares

300mM sacarose

30mMTris




350mM frutose

30mMTris

200mM KCI

30mMTris

Barbus barbus

75mM NaCl Chondrostoma nasus

Solucéo 70mM KCI Ctenopharyngodon idella LAHNSTEIN
olue 2mM CaCl, Cyprinus carpio

diluidora para . . ER et al.
ciprinideos 1mM MgSO, Hypqphtalm|chtys molitrix (2000)

20mM Tris-base Leuciscus cephalus

0,5% glicina Rutilus meidingerii

Vimba vimba

13



Continuagao da tabela 1

Anuros
VO e
HEDRICK
110mM NacCl (2000);
Solucio de 0,44mM CaCl, CHRISTENS
DeBger 1,3mM KCI Xenopus laevis SEN et al.,
NaHCOj; (pH7,3) (2004) ;
REINHART
etal., (1998)
60 mM NacCl
1 mM KCI
1 mM CaCl, Rana pipiens SHIVERS e
~ JUDITH
Solugao de 1 mM MgCl, Rana lessonae, Rana (1971)
Holtfreter gr:;rlz/lo'[rl;ﬁt-:zgrommetll esculenta, Rana ridibunda REVER et al.
(pH 8,0) (2003)
Solugédo de 113 mM NaCl Limnodyanastes EDWARDS
Rin gr ara 2 mM KCl tasman?gnsis etal. (2004)
anfl'stl)iosp 1,35 mM CaCl, Rana pi iens' BRIGGS
1,2 mM NaHCO, pip (1952)
~ 113 mM NaCl RUGH
2‘;:”3}?0 ;’; 1 mM CaCl, (1962);
anﬂ%iosp 2 mM KCl Bufo marinus BROWNE et
simplificada 3,6 mM NaHCO; (pH7,2) al. (2001)
41.25 mM NaCl
1.75 mM KCI
0.5 mM NaHPO,
1.9 mM NaOH GLAHN e
Solugao F1 2.5 mM HEPES Xenopus laevis NUCCITELLI
0.063 mM MgCl, (2003)
0.25 mM CacCl,
(pH 7.8)
(82.5 mM NacCl, 2.5 mM
KCI, 1.0 mM CaCl2 1.0
mM MgClI2, 1.0 mM . BUGRIM et
OR2 Na2HPO4, 5.0 mM Xenopus laevis al., 2003

Hepes; pH 7.8)

Fonte: YASUI (2007)
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3.6. Motilidade espermatica dos anuros

A espécie Crinia georgiana possui fertilizagdo externa e por isto as
caracteristicas do sémen como motilidade e longevidade do espermatozoide e
do meio em que sao liberados sao decisivas para a determinacdo da
paternidade (HETTYEY e ROBERTS, 2006). Por outro lado, na maioria dos
Urodelas o meio ndo tem tanta influéncia sobre as caracteristicas do ejaculado,
pois 0 espermatozdide é depositado em espermatédforos e estdo previamente
ativados (HARDY e DENT, 1986). A duracdo da motilidade do sémen dos
animais com fertilizagdo externa, como os anuros, € mais curta que daqueles
de fertilizagdo interna pela exposicdo imediata apds a espermiacdo a um
ambiente adverso (CHRISTENSEN et al., 2004).

As fases da motilidade podem ser classificadas como pouco movel,
progressivo ou hiperativo, fases estas definidas para Xenopus laevis e que
podem ser distinguiveis ao microscopio. Espermatozdides com baixa
motilidade tém acentuada vibragdo do corpo celular sem sairem do lugar, o
espermatozoide gira em torno do proprio eixo € se move a frente em
movimentos helicoidais. A hiperativacdo € caracterizada por alta amplitude do
batimento flagelar em movimentos circulares e aumento da velocidade
(CHRISTENSEN et al., 2004).

3.7. Motilidade espermética dos peixes

A motilidade em peixes € um dos principais parametros espermaticos,
por estar relacionado com a capacidade fecundante do sémen (BILLARD e
ZHANG, 2001). Apds a ativacao os espermatozoides tém tempo limitado para a
fertilizacdo dos ovocitos e a duragao da motilidade sendo espécie-especifica.
Na maioria dos casos tem duragdo de alguns minutos, como para a carpa € a
tilapia (YASUI, 2007), e o dojo (YOSHIKAWA et al., 2007), mas podem durar
de 30-40 segundos, como em Epalzeorhynchus frenatus (VIDAL JR et al.,
2002), Clarias gariepinus (MANSOUR et al., 2004) e salmonideos
(KOBAYASHI et al., 2004; SCOTT e BAYNES, 1980).

A metodologia de observacédo da motilidade € importante, pois a técnica
mais utilizada, a diluicdo em duas etapas, consiste em uma pré-diluigdo nao
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ativadora, com solucdo diluidora e uma diluicdo ativadora. Essa técnica
possibilita melhor visualizagado e ativagdo simultanea dos espermatozoides no
campo oOptico, embora seja necessaria uma solugdo diluidora que n&o
comprometa a qualidade seminal (BILLARD e COSSON, 1992).

O sémen obtido por extrusdo, geralmente apresenta motilidade superior
a 80% para peixes (LINHART et al., 1999 e 2005; RURANGWA et al., 2004). A
motilidade espermatica em anuros apresenta valores mais baixos e maior
variabilidade. Além das caracteristicas intrinsecas destes grupos, isto pode
ocorrer devido a metodologia de coleta, com maceracao testicular e, neste
caso, outros tipos celulares da linhagem espermatogénica podem também,
estarem presentes (CHRISTENSEN et al., 2004).

3.8. Solucdes crioprotetoras

O glicerol € um crioprotetor eficiente na conservagéo de células seminais
(POLGE et al., 1949) e representou um grande avang¢o na criopreservagao,
embora houvesse pouco aprimoramento sobre as técnicas na década de 1950.
Apesar disso, a implantacdo dessa nova tecnologia surtiu um grande impacto
na criacdo animal, especialmente de gado (HOLT, 2000). As solugdes
crioprotetoras s&o acrescidas ao meio diluidor para proteger as células contra
crioinjurias durante o congelamento e o descongelamento. Os crioprotetores
protegem as células contra as criolesées, mas em concentragdes elevadas se
tornam téxicas para o espermatozoide e devem ter alta solubilidade em agua e
toxicidade reduzida (MILIORINI, 2006).

Os crioprotetores sao classificados de acordo com a capacidade de
permeabilidade através da membrana celular e sao intracelulares (glicerol) e
extracelulares que agem basicamente como estabilizadores de membrana
(lactose). As propriedades fisico-quimicas sado o0 que determinam sua
capacidade de penetragao pela membrana, aqueles com baixo peso molecular
tém acesso facilitado ao interior da célula. Diversos crioprotetores foram
classificados quanto a permeabilidade através da membrana (MILIORINI, 2006)
(Tabela 2).
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TABELA 2. Classificacdo dos crioprotetores quanto a permeabilidade através
da membrana celular

Crioprotetores intracelulares Crioprotetores extracelulares (ndo
(soluveis) soluveis)

Dimetilsulféxido (DMSO) Glicose

Glicerol Sacarose

Metanol Gema de ovo

Etilenoglicol Leite desnatado

Propilenoglicol Soro

Propanodiol Agua de coco

Butanodiol Lactose, HOLT (2000)

Acetamida

Fonte: Modificado de MILIORINI (2006)

A uilizagdo de crioprotetores intracelulares é imprescindivel para anular ou
reduzir os efeitos deletérios da formacdo de microcristais de gelo durante o
congelamento, ao removerem osmoticamente a agua intracelular responsavel
pelo choque osmoético causado pela reidratacdo celular durante o
descongelamento (ROBLES et al., 2005). Os crioprotetores internos tém maior
interacdo com a membrana plasmatica e podem danificar a mesma por serem
téxicos em temperaturas elevadas. Alguns protocolos que utilizam o
dimetilsulféxido preconizam sua utilizagdo com tempo de contato entre o
crioprotetor e a membrana e temperatura de 4°C para minimizar ou evitar
esses efeitos (WEWETZER e DILMAGHANI, 2001). O crioprotetor mais efetivo
€ aquele com rapida difusdo através da membrana e menor grau de toxicidade
para a célula (SIMEONE, 1998). A associagao entre crioprotetores soluveis e
nao soluveis devem ser usadas para a crioprote¢cao das células espermaticas
(GODINHO, 2003; CAROLSFELD e HARVEY, 1999).

O crioprotetor intracelular deve ser eficaz para a protecdo das células pela
sua capacidade de permear a membrana plasmatica e toxicidade. O metanol é
um crioprotetor soluvel e, com o glicerol e o dimetilsulféxido, sdo os mais
utilizados na crioprotecdo de células espermaticas de anfibios e peixes, no
entanto é considerado o mais toxico, apesar de todos terem o grau de
toxicidade variavel entre espécies de organismos (BROWNE et al., 2002;
BEDORE, 1999).

Polimeros, acgucares e componentes anfipaticos sao utilizados como

crioprotetores, incluindo compostos e moléculas como a lactose e a rafinose,
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sendo a primeira utilizada em combinagdo com o glicerol para evitar danos as

células de mamiferos carnivoros (HOLT, 2000).

As concentragdes de crioprotetores variam com a espécie, tipo celular
(gametas ou células somaticas) e protocolo de congelamento (slow-cooling,
vitrificagao, etc). Solugdes de 0,5M de metanol, glicerol, DMSO e etilenoglicol
solugdes convertidas em percentuais de 1,6%, 4,6%, 3,9% e 14,6%,
respectivamente, apresentaram protecdo semelhante e evitaram a lise celular
de espermatozdides (BEESLEY et al., 1998). Os percentuais de concentragdes
e os autores de protocolos para nove espécies de peixes marinhos com a
variacdo entre crioprotetores, e entre crioprotetores (SUQUET et al., 2000)
(Tabela 3).

TABELA 3. Concentragdes 6timas de DMSO para criopreservacdo de sémen

de espécies de peixes marinhos

Espécies Concentragao (%) Referéncia
Atlantic croaker 15 Gwo et al. (1991)
Barramundi 5 Leung (1987)
Black grouper 20 Gwo et al. (1993)
Grouper 10 Withler e Lim (1982)
Ocean pout 20 Yao et al. (1995)
Pacific herring 15 Pillai et al. (1994)
Seabream 10 Maisse et al. (1998)
Turbot 10 Dreanno et al. (1997)

Richardson et al.

Yellowtail flounder 10 (1995)

Fonte: Modificado de SUQUET et al. (2000)
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3.9. Congelamento do sémen

Solugdes de dimetilsulféxido (DMSO), glicerol e glicose foram utilizadas a
-80°C para testar a tolerancia de células espermaticas de sémen de Rana
sylvatica a baixas temperaturas (BEESLEY et al., 1998). A criopreservagao de
células germinativas animais envolve procedimentos de armazenamento de
espermatozoides no nitrogénio liquido a temperatura préxima aos -196°C,

mantendo a viabilidade gamética por tempo indeterminado (MILIORINI, 2006).

A condi¢do de criopreservagcdo de gametas € util para a manutengao de
sémen viavel para a fertilizacdo sem necessitar manter grande numero de
reprodutores das espécies escolhidas, o que reduz os custos de manutencao
dos mesmos. Além disso, elimina problemas com assincronia reprodutiva entre
machos e fémeas, estabelece programas de melhoramento genético que pode
preservar a variabilidade genética de espécies ameagadas com uma maior
seguranga quanto a sanidade do plantel de reprodutores machos
(CHEREGUINI et al.,, 2003; RIBEIRO e GODINHO, 2003); transporte de
gametas sem perda da viabilidade (MILIORINI et al., 2005) e a utilizagdo de
todo o sémen disponivel (OHTA e IZAWA, 1996).

O congelamento deve ser lento e gradativo para ndo danificar a membrana
plasmatica, mas o do tipo vitrificacdo deve ser o mais rapido possivel. A
insercdo do sémen, mesmo acondicionado em palhetas, diretamente em
nitrogénio liquido, desorganiza a membrana celular e a peca intermediaria
podendo leva-las ao desaparecimento. Devido a estes fatores o congelamento
em vapor de nitrogénio antes do liquido, por cerca de vinte e quatro horas,

reduz os danos causados a estas microestruturas (BILLARD, 1983).

Os crioprotetores ingressam no citoplasma e o fluido intracelular pode
ser super-resfriado a temperaturas entre -5°C e -15°C sem formacao de cristais
de gelo, por reduzirem o ponto de congelamento pela diminuigdo da interagao
das moléculas de agua. Neste intervalo de temperatura ha formagao de cristais
de gelo no meio externo e quando ha redugdo da mesma abaixo desta faixa

formam-se cristais no meio interno (ROBLES et al., 2005).

O processo de criopreservagcao implica em desidratacdo celular pela
remogao da agua intracelular por diferengca osmoética e os crioprotetores

penetram na célula por difusdo pela membrana causando encolhimento da
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mesma e um influxo ibnico do meio externo para o interno, o que pode ser
prejudicial a célula por aumentar a concentracdo de sais no seu interior
(ROBLES et al., 2005; MAZUR, 1984).

3.10. Descongelamento do sémen

A etapa de descongelamento do sémen €& importante para a
manutencido da viabilidade e utilizacdo do mesmo e dependendo da taxa de
descongelamento podera haver formacédo de cristais de gelo intracelulares e
causar crioinjurias. A hidratagdo celular ocorre por influxo de agua pela
membrana durante a criopreservacao, ao contrario do congelamento (HOLT,
2000). O descongelamento de sémen de Xenopus laevis a 37°C sem
mencionar o tempo utilizado foi utilizado por Buchholz et al. (2004) e o sémen
de salmonideos foi descongelado a 25°C por 30 segundos e 60°C por 5

segundos por Murgas et al. (2001a) e Lanhesteiner et al. (1997).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Execucgdo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos nas instalagdes da Estacdo de
Piscicultura e no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal de Lavras no periodo de 18 de agosto a 01 de janeiro de 2009, com
animais do Ranario Experimental da Universidade Federal de Vigosa. No
primeiro experimento objetivou-se testar quatro indutores a espermiagao para
obtencdo de sémen de Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802). No segundo
experimento a influéncia da hora pds aplicagdo (HPA) dos analogos de
hormonios liberadores de gonadotropinas, extrato bruto hipofisario e
gonadotropina coribnica humana, sobre volume de sémen, concentragéo
espermatica e motilidade foi avaliada. No terceiro experimento avaliou-se a
toxicidade da mistura entre as quatro concentragcdes de solugdes internas
(dimetilsulfoxido (DMSO) e metanol 1,0; 2,5; 50 e 7,5%) com uma
concentracdo de solugdo externa (lactose 1%) e (Best thawnig solution (BTS)
5%) sobre o sémen, analisando-se o parametro motilidade, congelamento e

posterior descongelamento das amostras submetidas as solugdes citadas.

4.2. Manejo geral dos animais

4.2.1 Morfometria e mantenca

Os animais foram pesados em balanca eletrbnica de precisdo
(3000g/0,1g; BS3000A®). O comprimento total e rostro cloacal foram medidos
com paquimetro digital (0-150mm; King Tools®) e marcados com aplicador de
pinos plasticos para linha de tecidos (Tagfix®) com etiquetas plasticas
numeradas entre os artelhos na porgao basal as palmouras finas (PEREIRA et
al., 2008) (Figura 2) e mantidos em baias de sistema alagado de cultivo de 1,4
m? para a mantenca dos espécimes semi-submersos em lamina d’agua de,

aproximadamente, 8 cm em sua extensdo numa temperatura de 25° + 3°C. Os
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exemplares foram alimentados com ragdo comercial peletizada (8 mm) com
42% de proteina bruta com fotoperiodo de 13 horas de luz. Os animais

permaneceram nessas condi¢gdes por dois meses até o inicio do experimento.

.

FIGURA 2. Marcagao dos exemplares de ra-touro, Lithobates catesbeianus
(SHAW, 1802), com etiquetas plasticas fixadas a base das
palmouras.

4.2.2 Procedimento de indugé&o hormonal

Os reprodutores foram escolhidos, pelo estado de saude, pelas
caracteristicas sexuais secundarias evidentes na época do acasalamento:
regido gular amarelada, presenga de calo nupcial nos artelhos anteriores e
capacidade de amplexo e, quando possivel, pela identificacdo da vocalizacao.
Os animais foram submetidos a aplicagao hormonal com seringa hipodérmica e
agulha de 25 x 0,7 mm introduzida intraperitonealmente no musculo reto do
abdome na regido iliaca esquerda na posi¢ao ventral posterior segurando-se o
exemplar com o dorso voltado para a palma da mao com o rostro voltado para
baixo e o ventre exposto. As seringa foi posicionada na posi¢ado obliqua ao
corpo e a agulha introduzida levemente até a metade para nao perfurar ou

danificar 6rgaos internos (Figura 3).
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FIGURA 3. Aplicagdo hormonal intraperitoneal dos exemplares de ra-touro,
Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802).

4.2.3 Coleta de sémen e avaliacdo espermatica

A coleta seminal foi feita com pipeta volumétrica de 5 mL introduzida na
cloaca do exemplar por suaves massagens na regido ventro posterior
celomatica (Figura 4). A motilidade, vigor, e volume, medido imediatamente
apos a coleta com a propria pipeta volumétrica. A extragao foi realizada apés a
introducédo da pipeta na cloaca do exemplar até esgotamento total do sémen
com intuito de padronizar a metodologia.

Uma aliquota de 10 uL de sémen foi colocada em uma lamina e avaliada
em um microscépio optico em aumento de 400 vezes para se determinar a
motilidade, e o vigor imediatamente apds a coleta. A motilidade subjetiva
consistiu no percentual de espermatozoides moveis em determinado campo de
visualizacdo e o percentual e capacidadede movimentagado do corpo celular em
linha reta tiveram escalas definidas de 0 a 100%. O vigor espermatico foi
definido de zero a cinco sendo o vigor zero, auséncia de turbilhonamento e
motilidade; vigor 1, capacidade de turbilhonamento e motilidade subjetiva de 1
a 20%; vigor 2, turbilhonamento e motilidade subjetiva de 21 a 40% e assim por
diante até completar o vigor 5, com turbilhonamento e motilidade subijetiva
pode variar de 81 a 100%. Aliquotas de 50 uL do sémen coletado foram

retiradas e colocadas em 250 puL de formol citrato para avaliagdo de morfologia
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e concentragdo espermatica, esta realizada em camara de Neubauer com

microscoépio optico (400X).

FIGURA 4. Coleta de sémen do exemplar de ra-touro, Lithobates catesbeianus
(SHAW, 1802), por meio de capilaridade utilizando pipeta
volumétrica

4.3. EXPERIMENTO 1: Comparacdo da eficacia entre diferentes
indutores sobre a espermiacéao de ra-touro

Vinte e cinco animais foram separados em blocos de cinco e submetidos
a aplicagdo hormonal para se avaliar a eficacia de indutores segundo
metodologia citada com os seguintes tratamentos; solugdo fisiologica (T0), EBH
de carpa (T1) (RIBEIRO FILHO, 1994), acetato de gonadorelina (T2), acetato
de buserelina (T3) (AFONSO, 2004) e hCG (gonadotropina coridnica humana)
(T4) (Tabela 4).

TABELA 4. Hormdnio e respectivas dosagens de aplicagdo para espermiagéo

de ra-touro
Tratamento Hormonio Dosagem/kg
T0 Solugéo Fisiolégica 0,3ml
T Extrato Bruto Hipofisario de carpa 5000 ug
T2 Acetato de gonadorelina 83,0ug
T3 Acetato de Buserelina 13,0ug
T4 Gonadotropina coribnica Humana 830Ul
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4.4. EXPERIMENTO 2: Influéncia da hora pés aplicacdo hormonal (HPA)

sobre os parametros espermaticos

Trinta animais aleatériamente subdivididos em seis blocos de cinco
animais cada, para se ajustar a melhor hora para a coleta seminal com o
horménio mais eficaz. Uma aplicagao unica da dose do horménio foi realizada
na hora zero e a coleta feita em intervalos de duas em duas horas até doze
horas, dose de 0,1 ml de acetato de gonadorelina. Cinco exemplares foram
tomados a cada duas horas, como descrito anteriormente, e o sémen foi
extraido para analise da qualidade seminal (motilidade, vigor, concentracao

subjetiva visual, concentragdo espematica e volume).

4.5. EXPERIMENTO 3: Teste de toxicidade dos crioprotetores internos e
externos, congelamento e descongelamento

Diluigdes entre crioprotetores internos e externos foram preparadas
permanecendo cerca de uma hora em incubagao para minimizar os efeitos das
reacdes exotérmicas do alcool, evitar injurias e manter a conservagao celular
(MILIORINI, 2006). Dois crioprotetores internos (DMSO e metanol) foram
utilizados com dois externos (lactose a 1% e BTS a 5%). As concentracdes de
crioprotetor interno foram de 1,0%, 2,5%, 5,0% e 7,5% (Tabela 5).
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TABELA 5. Solugdes crioprotetoras para tratamento do sémen da ra-
touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802)

Tratamento Lactose (% m:v) Crioprotetor
DL1 1 DMSO a 1,0%
DL2 1 DMSO a 2,5%
DL3 1 DMSO a 5,0%
DL4 1 DMSO a 7,5%
ML1 1 Metanol a 1,0%
ML2 1 Metanol a 2,5%
ML3 1 Metanol a 5,0%
ML4 1 Metanol a 7,5%

Tratamento BTS (% m:v) Crioprotetor
DB1 5 DMSO a 1,0%
DB2 5 DMSO a 2,5%
DB3 5 DMSO a 5,0%
DB4 5 DMSO a 7,5%
MB1 5 Metanol a 1,0%
MB2 5 Metanol a 2,5%
MB3 5 Metanol a 5,0%
MB4 5 Metanol a 7,5%

Aliquotas de 400 pL de sémen foram diluidas em 1200 pyL de solugao
crioprotetora (1:3) e as caracteristicas seminais (motilidade e vigor) foram
avaliadas em microscépio optico em um aumento de 400 vezes com a
presenca dos crioprotetores. As solugcdes sémen:diluidor foram envazadas em
palhetas de 0,5 ml, trés por tratamento vedados por microesferas. A seguir as
palhetas foram inseridas em raques de polietileno, acondicionadas e inseridas
em botijao de vapor de nitrogénio liquido (Taylor-Wharton, modelo CP 300, tipo
dry shipper) para resfriamento gradativo. Apds 24 horas, as raques foram
armazenadas em botijao (modelo DS-18 - Cryometal) por, aproximadamente,
sete dias e permaneceram submersas em nitrogénio liquido, para se
comprovar o tempo indeterminado de conservagao. Ao final deste periodo as
palhetas foram retiradas e descongeladas no laboratério do setor de Fisiologia
e Farmacologia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, Estado de
Minas Gerais.

O descongelamento foi individual por imersao e agitagao da palheta todo
o tempo em banho-maria durante 10 segundos a 37°C (BUCHHOLZ et al.,
2004) para total liquidez do sémen. A seguir, as palhetas foram secas em papel
toalha, ambas as extremidades foram cortadas e o conteudo inserido em um

tupo tipo eppendorf® de 600 pL, para posterior andlise. O sémen foi

26



homogeneizado no tubo, sob leve pipetagdo, com a propria ponteira da pipeta
de precisdo. Uma aliquota de 10 yL de sémen descongelado foi depositada por
l&mina para avaliagao visual das caracteristicas com aumento de 400 vezes em
microscopio éptico (Figura 5). Apds descongelamento, a motilidade subjetiva e
o vigor espermatico foram analisados com escores variando de 0 a 100% e

zero a 5, respectivamente.

FIGURA 5. Etapas de descongelamento do sémen de ra-touro, Lithobates
catesbeianus (SHAW, 1802): (A) abertura do botijao e retirada da
tampa; (B e C) retirada do canister; (D) retirada da raque; (E)
descongelamento da palheta em banho maria; (F) secagem da
palheta; (G) insergdo do sémen em tubo eppendorf®; (H) retirada
da aliquota de sémen; (I) colocagdo da amostra na lamina para
avaliacao visual.
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4.6. Andalises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia, e quando
necessario ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacgao entre
as médias a uma probabilidade de 5%. Os dados de volume foram submetidos
a analise de regressao linear e a concentragdo espermatica a analise de
variancia. Os dados da variavel concentracdo espermatica, foram
transformados (Logio X) para se obter a normalidade. As analises foram
realizadas utilizando-se com o software SISVAR versdo 5.0 (FERREIRA,

2004).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O parametro morfologia espermatica nao foi avaliado devido a presenca
de aglutinagdes o que impossibilitou uma analise acurada do sémen, pois

subestimaria a mesma.

5.1. EXPERIMENTO 1: Eficacia de diferentes indutores para a
espermiacao de ra-touro.

Um total de 28% dos animais induzidos apresentaram resultado positivo
aos indutores; sendo 20% com acetato de gonadorelina e 8% com acetato de
buserelina. Os demais 72%; 12% restantes do tratamento com acetato de
buserelina, 20% do tratamento com gonadotropina coridbnica humana, 20% com
extrato bruto hipofisario e 20% com solugéo fisioldégica tiveram resultado
negativo para a indugdo. O resultado se repetiu em todos os intervalos de

tempo (Tabela 6).
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TABELA 6. Percentual de animais espermiados e parametros espermaticos mediante
indugao hormonal

Indutores Hor Animgis Volume Vigor  Motilidade Concentra’lgéo
a espermiados (ml) (0-5) (%) espermatozoide/ml
Acetato de Gonadorelina 2 5 456+235 26+11 6716 1,28x10°
Acetato de buserelina 2 325+3,89 15+0,7 57+28 3,03x10°
Acetato de Gonadorelina 4 5 254+209 22+13 5425 1,82x10°
Acetato de buserelina 2 317+161 35+20 28+28 2,83x10°
Acetato de Gonadorelina 6 5 1,40+£0,89 14+15 22+38 5,86x10°
Acetato de buserelina 2 275+318 15+0,7 2732 1,00x10*
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Os resultados encontrados no que diz respeito a eficacia hormonal e
tempo de resposta ao indutor foram superiores aos encontrados por outros
autores confirmando a melhor atuagdo do analogo de GnRH, acetato de
gonadorelina, provavelmente devido a agao prolongada, descrita na posologia
da solugdo injetavel. Easley et al., 1979, induzindo exemplares Rana
catesbeiana afirmaram que 80% dos animais induzidos com LH/FSH-RH
sintético obtiveram resultado positivo ao mesmo, enquanto 60% dos animais
responderam ao extrato bruto hipofisario, 50% ao LH de mamiferos, 40% ao
hCG e 20% com FSH tiveram resposta positiva a indugcdo. Ao passo que o
tempo de resposta ao LH foi menor que o do LH/FSH-RH sintético. O primeiro
responde de uma a trés horas apds aplicagdo e o0 segundo em,
aproximadamente, 30 minutos a partir da hora inicial de aplicagéo.

Os resultados mostraram uma maior eficiencia do acetato de
gonadorelina em relagdo ao percentual de animais espermiados, 100% dos
animais induzidos em todas as HPAs isso, possivelmente, também, pela acao
prolongada em relagdo aos outros hormoénios. Kobayashi et al. (1993)
trabalhando com Rana nigromaculata, induzida com 10Ul/ml de hCG e 5 ug/ml
de glicoproteina pituitaria, obteve espermiacdo em 60,3+8,4% e 55,4+7,8%
respectivamente. Adicionalmente, com LH purificado de ras-touro, mostraram
resultados satisfatorios com uma dosagem de 0,1 pg/ml, 30,0 + 4,6% de
sucesso e, também, em concentracdo dez vezes maior (1ug/ml), onde 50,0 +
5,2% espermiaram.

Com a utilizacdo de acetato de buserelina obteve-se resultado inferior
ao encontrado por Alonso (1997), provavelmente, pela baixa concentragéo
aplicada nos exemplares (13ug), que se comparados ao acetato de
gonadorelina (83ug) foi, aproximadamente, seis vezes menor. O mesmo autor
utilizou 2 ug/Kg de trés analogos de GnRH, (buserelina, GnRH para mamiferos
e GnRH para salmdes) obteve 100% de espermiagdo com buserelina contrario
ao encontrado neste trabalho (8%). O analogo utilizado para salmdes (73%
espermiados) e para mamiferos (60% espermiados) tiveram, também, sua
eficacia comprovada. A espermiagcdo de oito espécies de anuros
(Lepidobatrachus laevis, Xenopus laevis, Rana pipiens, Lepidobatrachus
llanensis, Ceratophrys ornata, Ceratophrys cranwelli, Ceratophrys cornuta,

Pysicephalus adspersus) foi feita por Waggener e Carroll Jr (1998) com doses
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hormonais variaveis de 100 a 575 pg/Kg de GnRH, eles obtiveram espermiacao
que variaram de 30 minutos a 4 horas pdés indugao.

N&o houve resposta dos animais ao extrato bruto hipofisario, no
entanto, Ribeiro Filho (1998a) mencionou que machos induzidos com 0 mesmo
horm&nio apresentaram boa resposta a inducdo, com alta taxa de fecundacao
dos ovacitos.

A abundéncia de esperma e a hora de liberagdo variam com o
horménio e a dosagem do mesmo, mas uma injecdo de 5 ug de LH-FSH-RH
estimulou a liberacdo rapida e eficaz de niveis concentrados de esperma
(EASLEY et al., 1979).

Em relacdo a HPA houve semelhanca nos resultados a aqueles
encontrados por Pozzi e Ceballos (2000), diferindo no horménio (GnRHa), na
dosagem (83,0ug) e na espécie (Lithobates catesbeianus, (SHAW, 1802)). Os
autores afirmaram que estudos realizados em Bufo arenarum mostraram que o
tempo e a concentragdo hormonal o6tima para produzir alta taxa de
espermiacdo sao respectivamente duas horas apods aplicacdo de 10 Ul de
hCG. A gonadotropina coribnica humana mostrou uma alta taxa de
espermiacao produzida, quando se utilizou a mesma dose que os autores
supracitados, apos duas HPA em Rana catesbiana e Leptodactilus ocellatus
(ROSEMBLIT et al., 2006).

Com menores valores aos deste experimento Limori et al. (2005)
obtiveram resultados onde a indugdo hormonal teve sucesso em 79% das
tentativas apds administragdo de 5 yg de GnRH, 1000 uyg de FSH e 1000 e
2000 Ul de hCG a cada trés, seis e doze horas apds aplicagdo, provavelmente,
devido a dosagem de hormdnio utilizada. No caso do GnRH a dosagem pode
ter sido subestimada enquanto as outras superestimadas causando uma
resposta menos eficaz a espermiagao. O tratamento com 1000 e 2000 Ul de
hCG foi mais efetivo que o com GnRH.

Houve declinio da espermiagao a partir da décima hora de coleta,
possivelmente pelo porte da espécie trabalhada, pela queda do efeito do
hormdnio sobre a liberacdo de gonadotropinas e esvaziamento testicular,
Browne et al. (2006) administraram intraperitonealmente 300 Ul de hCG, em
Bufo baxteri e obtiveram espermiagdo por vinte e cinco horas seguidas e
declinio do volume a partir da quinta hora de coleta. Quarenta por cento dos

machos espermiaram as duas HPA, valores inferiores aos encontrados,
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provavelmente devido a dosagem aplicada, ja4 que outros autores obtiveram
melhores resultados ministrando doses de hCG dez vezes maiores para
animais pertencentes ao mesmo género. A administracdo de 300 Ul de hCG
por 50g de peso em muitos Bufonideos, produz uma alta na liberagao seminal
de trés a seis horas pés aplicagdo hormonal, mas em Rana pipiens esta dose
hormonal chega a ser alta 500 Ul em combinagcdo com LHRH, 10 ug, mesmo
assim extraindo um esperma de baixa qualidade (KOUBA et al., 2009).

A obtencao de espermiacao duas horas apds aplicacdo hormonal pode
ser devido ao porte dos espécimes trabalhados e a dosagem hormonal,
provavelmente, a administracdo de maior dose de acordo com o peso dos
animais poderia reduzir o tempo de coleta aumentando a intensidade de
liberagdo. Em Dendrobates auratus utilizou-se 100 Ul de hCG e realizou-se a
coleta em quatro machos apds o intervalo de 1 hora obtendo 100% de
espermiacao, possivelmente devido ao menor porte dos animais e melhor agao
do horménio (LIPKE et al., 2008).

Horménios liberadores de gonadotropinas possuem estruturas
moleculares semelhantes e por isto se obtem sucesso na inducado de
mamiferos e peixes e resposta semelhante as de anfibios (ZANIBONI-FILHO e
NUNER ,2004). Portanto, o analogo do GnRH, acetato de gonadorelina, para
indugdo e posterior extragcdo seminal, pode ser considerado um hormdnio

eficiente para a espermiacao.

5.2. EXPERIMENTO 2: Influéncia da hora pos aplicacdo (HPA) nos
parametros espermaticos de Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802).

O uso do indutores mais eficaz com seis coletas em doze horas a
intervalos de duas, ndo mostrou efeito (P>0,05) entre a HPA e o volume, o
vigor e a concentragdo, que permaneceram inalterados estatisticamente. A
motilidade foi de 91,9 + 7,67% até a 10® HPA com efeito (P<0,05) entre o

mesmo parametro e a hora pés-aplicagao (Tabela 7).
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TABELA 7. Parametros seminais de ras-touro Lithobates catesbeianus (SHAW,
1802) avaliados em diferentes tempos apds aplicagao de acetato de
gonadorelina

Caracteristicas Horas apos aplicagdo hormonal
seminais 2 4 6 8 10 12 P= CV(%)
Volume' 1,56 1,76 0,94 2,66 1,91 265 00192 41,92
Motilidade 82,5 85,0 96,0 96,0 100,0 32,0  0,0095 -
Vigor 3,4 3,8 4,2 3,4 4,4 2 0,2188 -
Concentragdo® 2,49 x 10° 1,60 x 10° 1,23 x10° 1,36 x 10° 1,05x10° 3,0x 10° 0,2325 10,32

"Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
2 espermatozoéide/ml - Opgao de transformagdo: Logio X
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Os resultados do volume mostraram, em uma regressao linear simples
(Figura 6), que a agao hormonal acontece a medida que ha tendéncia de maior

liberacdo de sémen até um patamar de estabilizagao da liberagdo do ejaculado.

3,00 -

y =0,1084x + 1,1527  ® ®
R? = 0,3747

Volume (ml)
N
8

-
o
o
1
[ ]
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FIGURA 6. Volume seminal de ra-touro Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802)
(n=30) apds indugédo hormonal e 12 horas de coleta.

Os resultados encontrados com o indutor buserelina foram inferiores aos
encontrados por Alonso (1997), possivelmente devido as condigbes do
ambiente, pois apesar dos animais passarem por um periodo de adaptacao a
temperatura, umidade relativa do ar e a intensidade de luz estes, por serem
controlados artificialmente, podem ter influenciados na acdo hormonal. O autor
afirmou que machos tratados com buserelina liberaram, em média, maior
concentracdo de espermatozoides por individuo durante um maior tempo.
Aqueles tratados com analogos de GnRH de mamiferos e salmao,
praticamente, n&o alteraram a liberagdo de sémen e a densidade espermatica.

A faixa de variagdo de volume e concentracdo espermatica deste
trabalho foram respectivamente 0,94 a 2,66 ml e 3,0 x 10* a 2,49 x 10°
espermatozoides/ml provavelmente devido a variagao entre os animais durante
o experimento. Waggener e Carroll Jr (1998) trabalhando com oito espécies
distintas  (Lepidobatrachus laevis, Xenopus laevis, Rana pipiens,

Lepidobatrachus llanensis, Ceratophrys ornata, Ceratophrys cranwelli,
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Ceratophrys cornuta, Pysicephalus adspersus) obtiveram uma ampla variagéo
da densidade espermatica aproximadamente 1,0 x 10* espermatozoide/ml a
13,8 x 10° espermatozoide/ml e volume variavel de 8 a 8400 pL de sémen.

Agostinho et al. (2000) e Pozzi e Ceballos (2000) encontraram médias
de 1,63 x 10° espermatozdide/ml e 8,15 x 10° + 0,83 x 10°
espermatozoides/ml, em animais induzidos com analogos de GnRH e hCG,
respectivamente maiores que no presente trabalho que foi de 1,34 x 10°
espermatozoéides/ml.

O volume médio obtido através da indugdo hormonal foi trés vezes
menor (1,9 £ 0,7 ml) do que aquele encontrado por Limori et al. (2005) que
trabalhando com Bufo marinus foi de 5,6 + 0,4 ml, ja concetragdo obtida pelo
mesmo autor, apds administragdo de FSH foi relativamente baixa (< 0,1 x 10°
espermatozoide/ml) e ao ministrarem hCG (1000 Ul e 2000 Ul) durante
intervalos de 6 e 12 horas, obtiveram o resultado médio de concentracado de
136 +64e59+24e324+30e249 % 14,1 (x 10° espermatozoide/ ml;
média + desvio padrao) respectivamente. Estes valores foram em média mais
elevados que os encontrados, se comparados a média das 6 e 12 HPA, isto
supostamente devido ao nivel de estresse que a metodologia utilizada pode
trazer durante a coleta . O percentual de motilidade média nas mesmas
circunstancias supracitadas foram respectivamente, 66,2 + 16,1 e 30,7 £ 25,3 e
64,7 £ 22,5 e 39,5 £ 32,3 (%; média + desvio padrédo), para as dosagens
ministradas, menores que no presente trabalho que foi de 87,8 £+ 7,9 e 76,0
38,1 respectivamente, para os tempos de 6 e 12 HPA.

Os resultados obtidos demonstram que a motilidade se manteve
constante da segunda até a décima HPA e a concentracdo também
permaneceu sem alteracao significativa, porém até a décima segunda HPA. O
volume teve comportamento linear com uma queda significativa na sexta HPA,
provavelmente, pela grande variabilidade entre os animais e problemas para
extragdo seminal. Browne et al. (2006) encontraram apds duas e trés horas de
coleta motilidades de 95 e 22%, respectivamente, e 0 alcance maximo da
mesma se deu em torno de cinco horas pds administracdo e permaneceu
constante até as vinte horas. A concentragdo atingiu sua maior densidade
espermatica apos sete horas pos indugéao (12,5 x 10° espermatozoide/ml) e

permaneceu constante até as 12 horas pdés administracdo, seguido por seu
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declinio. O maior volume de sémen obtido foi com cinco horas pés indugéo (0,8
ml) e declinou até as 14 horas (0,2 ml) e permanecendo constante durante o
restante do periodo. Rosemblit et al. (2006) obtiveram em média 2,5 x 10° +
0,76 x 10° espermatozoide/ml e 4,1 x 10° + 2,8 x 10° espermatozéide/ml
(resultados expressados em média = desvio padrdo) para R. catesbeiana e L.
ocellatus, induzidas com dosagens variadas de hCG (0, 1, 2, 10, 20, 40 e 100
Ul/ml).

Em peixes, devido a semelhancgas reprodutivas com os anuros, Miranda
et al. (2005) verificaram incremento no volume seminal em Odontesthes
bonariensis, ao comparar diversos indutores reprodutivos. O incremento em
volume foi de 16,7 vezes com hCG em relagdo ao controle, resultado superior
aos demais indutores utilizados, como a hipdéfise desidratada de carpa (13,5x);
hipofise de salmao (12,8x); GnRHa de salméo (16,7x) e GnRHa de mamiferos
(10,8x).

Em espécies como o bagre africano (Clarias gariepinus), a indugao de
machos nao provocou diferenga significativa no volume seminal (YASUI et al.,
2007), possivelmente em funcdo do indutor utilizado (hipofise de carpa), pois
outros sdo mais eficientes para essa espécie (VIVEIROS et al.,, 2003),
demonstrando tendéncia espécie-especifica dos hormonios.

O uso de implantes de GnRHa aumentou o volume seminal em
linguados (Rhombosolea tapirina) (LIM et al., 2004) e técnicas semelhantes de
implantes mostraram incremento na producdo espermatica em peixes do
género Morone com maximo de 15 mL/kg apds dois dias, ao passo que no
controle os valores oscilaram entre 2 a 3 mL/kg (MYLONAS e ZOHAR, 2001).

A aplicagdo de hCG (2000 Ul/kg) em Pangasius bocourti 12 horas apos
a aplicacao, observou-se um incremento de treze vezes o volume seminal
(CACOT et al.,, 2003). Esses autores observaram que o uso de GnRH
associado a domperidona, implicou em menor produgao espermatica.

O salmao do Atlantico e a truta arco-iris tiveram producédo seminal em
intervalos semanais e volume final de 136,7 £+ 59,2mL para o salmio do
Atlantico e 22,9 £+ 14,5mL para trutas. Em ambos os casos, a produgao
decrésceu na produgao com tempo (GJERD, 1984).

Com reférencia ao periodo de coleta, Christ et al. (1996) observaram

que Parametros seminais como a concentragcao e volume de sémen mostraram
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variagado sazonal, mas a osmolaridade do plasma seminal e a qualidade dos
movimentos espermaticos e a linearidade foi pouco afetada. Em geral, a
qualidade de espermatica € aumenta nas estagbes reprodutivas, com o

desenvolvimento gonadal.

5.3. EXPERIMENTO 3: Toxicidade dos crioprotetores internos,

congelamento e descongelamento

5.3.1. Aspectos in natura do sémen de ra-touro

O peso total e comprimento total, comprimento rostro cloacal, volume,
motilidade subjetiva vigor e osmolaridade seminal de onze machos de ra-touro
obtidos estdo descritos na tabela 8. A motilidade do sémen in natura em Crinia
georgiana foi de 80%, com tempo de motilidade total de 120 min (HETTYEY e
ROBERTS, 2007).

TABELA 8. Peso corporal, comprimento total, comprimento rostro cloacal,
volume seminal, motilidade subjetiva, vigor e osmolaridade do
sémen de ra-touro (Lithobates catesbeianus) antes da submissao
aos tratamentos com crioprotetores

imas o o Rosto vaume MoliOsde vigor 2o

) (cm) oacal (ml) (%) (0-5) mOsmol/k

(cm) g

01 303,3 30,5 13,0 1,7 86,7 3,7 116,7
02 330,5 31,5 13,1 1,3 80,0 4,0 97,0
03 3346 32,0 13,4 3,8 95,0 4,0 61,0
04 375,7 32,0 17,5 1,3 95,0 4,2 92,0
05 390,7 32,0 15,0 1,7 85,0 3,5 71,7
06 4021 32,0 14,2 1,7 100,0 5,0 101,7
07 407,2 32,0 13,8 2,9 95,0 4,0 72,3
08 4094 32,5 141 0,9 95,0 4,0 52,7
09 4249 34,0 15,4 1,4 90,0 4.1 77,7
10 433,0 33,0 14,3 2,0 85,0 4,3 63,3
11 470,9 35,0 14,0 1,4 90,0 4.0 79,0
Média 389,3 324 14,4 1,8 90,6 4,1 80,5
DP* 49,8 1,2 1,3 0,8 6,0 0,4 19,4

*Desvio Padrao da média
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5.3.2. Toxicicidade dos crioprotetores

A toxicidade dos crioprotetores internos DMSO e metanol, isoladamente,
nao apresentaram interacao entre os parametros observados e a concentracao
dos mesmos. No entanto, entre os crioprotetores, a motilidade teve variacao de
89,0 £ 3,0% para o DMSO e 92,1 £ 8,0% para o metanol sem diferenca ao
nivel de (P>0,05), enquanto o vigor, com de 3,6 £ 0,5 e 4,2 £ 0,1, para o DMSO
e o metanol, diferiu ao nivel de (P<0,05) de acordo com o tipo de crioprotetor.
O tempo de motilidade de esperma de ra-touro variou de 252 + 23s para o
DMSO e 287 + 10s para o metanol, com diferenga entre os crioprotetores
(Tabela 9).

TABELA 9. Motilidade, vigor e duragdo do tempo de motilidade preé-
congelamento de ra-touro com diferentes concentragbes de
DMSO e Metanol

Crioprotetor Parémetro Dose Média P CcVv
Avaliado 10 25 50 7,5 (%)
Motilidade' 92,5 90,0 85,0 88,3 89,0 >0,2092 10,61

DMSO Vigor? 42 33 32 35 36A =0,0387

Tempo® 280 257 226 244 252a =0,0009 6,59
Motilidade* 97,5 92,5 80,8 97,5 92,1 >0,2092 10,61

Metanol Vigor? 43 43 42 40 42B =0,0387 -
Tempo® 300 285 277 287 287b =0,0009 6,59

' Nao significativo ao teste F (P>0,05)
2 Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
3Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste F (P<0,05)

Os crioprotetores associados aos diluidores mostraram efeito (P<0,05)
na motilidade e nas concentragdes de lactose a 1% e BTS a 5% combinados
com metanol a 1%. Também houve efeito (P<0,05) das concentragdes de
DMSO e metanol a 2,5% também mostraram efeito com os diluidores externos
(Tabela 10).
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TABELA 10. Influéncia das concentragcdes de DMSO e metanol associados a
BTS 5% (m:v) e lactose 1%(m:v) sobre a motilidade pré-
congelamento’

Crioproteto Crioprotetor Dose de crioprotetor interno’ Média
r interno externo 1,0 2,5 5,0 7,5
DMSO BTS 5% 48,6 45,7 ° 50,0 42,9 46,8
Lactose 1% 50,0 75,02 50,0 40,0 53,8
Média 49,3 60,4 50,0 414
BTS 5% 48,3 ° 48,3° 43,3 433 458
Metanol
Lactose 1% 65,02 65,0 2 45,0 45,0 55
Média 56,7 56,7 44,2 44,2

CV (%) 228

" Médias seguidas de letras diferentes por coluna diferem pelo teste F (P<0,05)

Nao houve efeito das concentragcdes de crioprotetores associados ao
BTS e a lactose sobre o vigor espermatico como demonstrados na tabela 11
(P>0,05).

TABELA 11. Influéncia das concentragcdes de DMSO e metanol associados a
BTS 5% (m:v) e lactose 1%(m:v) sobre o vigor pré-
congelamento’

Crioprotetor Crioprotetor Dose de crioprotetor interno

externo interno 1,0 2,5 5,0 7,5 Média
DMSO BTS 5% 2,43 1,86 2,29 2,00 2,14
Lactose 1% 2,22 2,67 1,89 1,89 2,17

Média 2,33 2,26 2,09 1,94
BTS 5% 1,86 1,86 1,71 2,29 1,93

Metanol

Lactose 1% 2,44 2,44 2,22 2,00 2,28

Média 2,15 2,15 1,97 2,14

P= 0,6963

' N3o significativo ao teste de qui-quadrado (P>0,05)
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A motilidade espermatica pds congelamento ndo recuperou,
possivelmente, pela concentracdo das solugdes ou o tipo de compostos
utilizados. Estes podem ter danificado as células espermaticas ou pelo nivel de
concentragdo alta do crioprotetor, no tratamento de maior percentual, pela
maior presenga de agua nos niveis de concentragdes inferiores ou pela pouca
afinidade entre os crioprotetores externos com as células espermaticas, o que
causaria a formacao de cristais de gelo durante o congelamento e
desestabilizacdo da membrana plasmatica. Browne et al. (1998) utilizando
diluidores, afirmam que ndo houve recuperacdo da motilidade apods
congelamento no sémen submetido a 10%(w:v) de sucrose embora sem danos
morfoldgicos as células espermaticas. O mesmo autor, utilizando Bufo marinus,
mostrou haver recuperagdo da motilidade no sémen submetido aos
tratamentos com glicerol (20%) e dimetilsulféxido (20%) onde as taxas de
motilidade pds-descongelamento foram relativamente altas (68,9 + 3,8 e 58 *
5,9%). A molitlidade pré-congelamento atingiu valores acima dos 70% para
tratamentos de dimetilsulféxido e glicerol (10, 15 e 20%).

Nos anuros como Rana sylvatica, Rana pipiens e Bufo americanus a
associacdo do dimetilsulfoxido e metanol com o diluidor e o crioprotetor
externo, no tocante ao congelamento e descongelamento nédo foram eficazes,
isto possivelmente devido a concentracdo, que pode ter sido subestimada,
causando boa taxa de motilidade pré-congelamento e lise celular pés-
descongelamento. As causas de motilidade zero pds-descongelamento pode
ser devido as crioinjurias, formagao de cristais de gelo pela quatidade maior de
agua no meio. Quatro crioprotetores (solugbes de 0,5M de dimetilsulféxido,
metanol, glicerol e etilenoglicol) e dois diluidores suplementares (soro bovino
fetal e glutationa), mostraram que o dimetilsulféxido promove maior protegao as
células espermaticas e resultados semelhantes aos demais crioprotetores. A
associacado de crioprotetores e diluidores € mais eficaz para a concentracao
espermatica, viabilidade celular e recuperacdo da motilidade dos
espermatozoides pos-descongelamento. A associagdo do dimetilsulfoxido e do
soro bovino fetal € recomendada para a criopreservacao e seria eficaz quando
comparada ao metanol, etilenoglicol e glicerol, suplementados com o soro
bovino sérico ou glutationa (BEESLEY et al., 1998).
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Em Bufo marinus o percentual de motilidade relativa do sémen com os
diluidores sucrose (10%, w:v), solugdo de Ringer e solucédo de Ringer mais
10% de gema de ovo e com os crioprotetores metanol, glicerol e
dimetilsulféxido em concentragdes de 10, 15 e 20%, mostraram altas taxas
relativas de recuperacdo da motilidade no tratamento com sucrose (10% w:v)
(40,3 £ 2,3%), seguidas de solucao de Ringer e 10% de gema de ovo (32,0 +
1,9%) e solugéo de Ringer (13,7 £ 1,2%). Os tratamentos com os crioprotetores
soluveis mostraram alta taxa de recuperacdo da motilidade em dimetilsulféxido
(37,2 £ 2,0%), seguidos do glicerol (29,8 £ 1,9%) e do metanol (19,7 £ 2,1%).
Comparacbes entre crioprotetores mostraram declinio da recuperacédo da
motilidade com a redu¢ao da mesma, com taxas de 35,2 + 2,3%, 31,3+ 2,0% e
19,5 £ 1,6% para 20, 15 e 10%, respectivamente (BROWNE et al., 2002).

A associacao de diluidores aos crioprotetores mostrou bons resultados
na recuperacao de motilidade espermatica em alguns tratamentos com Bufo
marinus. A sucrose com 15% de dimetilsulfoxido e 20% de glicerol forneceu
maior taxa de motilidade, enquanto aqueles com 15% de metanol e 10% de
glicerol foram mais baixos. O tratamento de 15% de dimetilsulféxido teve
resultados mais satisfatérios que os demais na mesma concentragdo. A
solugcado de Ringer e 10% de gema de ovo e a composta por 20% (v:v) de
metanol teve maior taxa de recuperagao da motilidade pos-descongelamento
(BROWNE et al., 2002). A taxa de recuperacao da motilidade foi menor com
solucao de Ringer e mais alta com a diluicdo de 15% (v:v) de dimetilsulfoxido e
menores com 0 metanol em todas as concentragdes (< 5%).

O soro bovino fetal ou associado ao dimetilsulféxido, glicerol e sucrose
mostrou maiores percentuais de motilidade préoximos a 20% apdés o
congelamento, embora o numero de células vivas tenham sido superiores a
50% em Eleutherodactylus coqui segundo Michael e Jones (2004). A motilidade
espermatica de Xenopus laevis observados por Hollinger e Corton (1980) foram
inferiores a 40%, resultado semelhante ao observado em mamiferos e aves
por Christensen et al. (2004).

O comportamento pré-congelamento do sémen de Salvelinus alpinus em
concentracdes diferentes de diluentes e crioprotetores, ndao mostrou diferenca
na variagdo da motilidade entre tratamentos com glicose e um diluente
adaptado composto por 0,137M de NaCl; 0,011M de KCI; 0,004M de
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Na;HPO4.7H,O e 7,5 g/L de L-a-lecitina. Os crioprotetores analisados a
dimetilacetamida mostraram maior taxa de motilidade apdés ativacido e néao
diferiu do dimetilsulféxido. O glicerol teve baixa taxa de motilidade apds a
ativagcao (RICHARDSON et al., 2000).

A motilidade do espermatozdide do sémen de Pseudopleuronectes
americanus foi obtida em todos os tratamentos com interacdo entre os
crioprotetores e os diluentes. A sucrose e o propilenoglicol forneceram maior
taxa de motilidade com resultados inferiores que esse crioprotetor adicionado a
solugdo salina e o dimetilsulfoxido associado a sucrose. Os crioprotetores
mostraram diferengcas sobre a motilidade, sendo que o propilenoglicol mais
efetivo, seguido do dimetilsulféxido e do glicerol, resultados semelhantes para
os diluentes foram encontrados (RIDEOUT et al., 2003).

A motilidade e a taxa de sobrevivéncia dos espermatozoéides de Urechis
uinicintctus foram maiores com 15% (v:v) de dimetilsulfoxido, seguido pelo
glicerol a 10% (v:v) segundo Ho Kang et al. (2004). O sémen de Tor khudree
submetidos a quatro solugdes diluidoras com 10% de dimetilsulfoxido, metanol
e propilenoglicol, mostrou variagdo na motilidade espermatica pré-
congelamento de 41,67 £ 1,67% (metanol + solucdo 4) a 96,67 + 1,67
(propilenoglicol + solucao 3) e de 0 (metanol + solugéo 2, 3 e 4; dimetilsulféxido
+ solucdo 1 e 3) a 53,33 = 3,33% (dimetilsulfoxido + solugdo 2) (BASAVARAJA
e HEDGE, 2004).

Cinco crioprotetores com solugao de Cortland em concentragdes de 6%
a 20% mostraram taxa de motilidade de Pagrus major apdés o congelamento de
36,5 £ 4,7% para solucgdes contendo 6% de dimetilacetamida e de 88,6 + 8,0%
para aqueles com 15% de dimetilsulfoxido (LIU et al., 2006).

A motilidade espermatica do sémen de curimba foi de 72 £ 19,41% a 89
+ 13,07% antes, e de 50 £ 25,30% a 74 + 16,59% apds o congelamento, com
concentragdes fixas de 10% de dimetilsulféxido e metanol e 4,5% de BTS,
variando somente concentragdes de KClI (MURGAS et al., 2007).

No pos-descongelamento a motilidade foi de 0% em todos os
tratamentos e o vigor também foi 0 isso pode ser devido a fatores intrinsecos a
metodologia de extragdo de um sémen com menor nivel de contaminagdo com
urina ou problemas durante o congelamento como ja foi citado acima. Os

crioprotetores, segundo Bedore (1999), sdo espécie-especificos, e a selegéo
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de qual solucao utilizar inicialmente para uma espécie deve ser realizada por
tentativa e erro variando a solugao interna e externa, em concentracio e tipo
de crioprotetor (HOLT, 2000). Para exemplificar a diferenga interespecifica
Carosfeld et al. (2003b) utilizaram DMSO sob as concentragdes de 10% e 5% e
constataram que ao descongelarem sémen de varias espécies tais diluigdes
eram adequadas, ja para o surubim (Pseudoplatystoma corruscans) tiveram um
resultado nao efetivo. Muitos compostos tém eficacia testada como,
crioprotetores do sémen, porém o glicerol pode ser utilizado como meio
crioprotetor, e o dimetilsulfoxido (DMSO) €& ainda, mais eficaz para muitas
espécies (HOLT, 2000).

Os protocolos de congelamento sao responsaveis por um numero em
potencial de danos as células espermaticas por estresse. Além disso, a
mudanca brusca de temperatura e o estresse toxico apresentado pela
exposicdo a concentracbes molares de crioprotetores sdo o0s principais
causadores de injurias, seguidos da formagao de cristais de gelo no ambiente
extracelular (WATSON, 2000).

O espermatozéide quando envolvido em mudancas de temperatura,
principal foco da criopreservacao, apresenta modificacdo do conteudo lipidico
da membrana celular para adaptar-se as condicbes do ambiente em que se
encontram (HOLT, 2000).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os indutores testados o analogo de GnRHa (acetato de
gonadorelina) € o mais recomendado para a obtengdo de sémen de ras-touro
até a décima hora apds aplicagcdo. Quanto ao grau de toxicidade dos
crioprotetores pré-congelamento, todos podem ser utilizado para diluicéo,
porém nao sao eficazes pds-descongelamento.

Faz-se necessario a realizacdo de mais pesquisas para a extracao,
diluicdo e crioprotegdo de sémen extraido in vivo. As pesquisas realizadas com
reproducdo artificial de anuros devem focar na extracdo de sémen sem a
presenca de urina ou em protocolos de purificagdo do mesmo apos extracao.

Testes de toxicidade sobre os gametas de crioprotetores internos,

externos e diluidores, antes da criopreservagao sdo necessarios para melhorar
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a aplicabilidade destes procedimentos sobre o0 sémen de espécies de anuros

em extincdo e a producgao de alimentos.
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ANEXO 1

Analise de regressao do efeito de diferentes tempos (horas) sobre o volume de
sémen obtido em ra-touro

FV GL SQ QM Fc P>F
Tempo 5 11,513617  2,302723 3,364  0,0192
Linear 1 5413888  5,413888 7,909  0,0100
Quadratica 1 0,407972  0,407972 0,596  0,4480
Cubica 1 0,698339  0,698339 1,020  0,3230
Erro 24 16,427880  0,684495

ANEXO 2

Analise de regressao do efeito de diferentes tempos (horas) sobre a
concentragdo espermatica do sémen de ra-touro (variavel transformada em
Iog10x)

FV GL SQ QM Fc P>F
Tempo 5 1,878570  0,375714  1,482000 0,2325
Erro 24 6,084049  0,253502

ANEXO 3

Analise de variancia e teste F para o efeito da dose de crioprotetor sobre a
motilidade subjetiva (%) observada nos espermatozoides

FV GL SQ QM Fc P>F
Crioprotetor 1 0,069263  0,069263  0,069000 0,7947
Dose 3 4,782894 1,594298  1,580000 0,2092
Crio X Dose 3 1,829974  0,609991  0,605000 0,6158
Erro 40 40,356723  1,008918

ANEXO 4

Analise de variancia e teste F para o efeito da dose de crioprotetor sobre o
vigor espermatico (0-5) observado nos espermatozoides

FV GL SQ QM Fc P>F

Crioprotetor 1 14,992299 14,992299 12,875000 0,0009
Dose 3 9,419652  3,139884  2,696000 0,0587
Crio X Dose 3 1,841421  0,613807  0,527000 0,6662

Erro 40 46,578439  1,164461
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ANEXO 5

Anadlise de variancia do efeito da adicdo de diferentes concentragdes de
solugdes crioprotetoras internas em associagdo com solugdes diluidoras
externas sobre a motilidade (%) espermatica

FV GL SQ QM Fc P>F

Crioext 1 25,178967 25,178967 10,0140 0,0020
Crioint 1 0,049423  0,049423 0,0200 0,8888
Conc 3 15,060733  3,368953 1,9970 0,1187
Crioext*Crioint 1 3,368953  3,368953 1,3400 0,2496
Crioext D/* Crioint 1 n 1 5,063816  5,063816 2,0140 0,1587
Crioext D/" Crioint 2 2 1 23,484105 23,484105 19,3400 0,0028

Crioext D/* Crioint 1 M1 1 1,488085 1,488085 0,5920 0,4434

Crioext D/* Crioint 2 2 1 1,930291 1,930291 10,7680 0,3828
Crioext*Conc 3 2,706892  0,902297 0,3590 0,7827
Crioext n 1 5666793  5,566793 2,2140 0,1396
Crioext 2 1 16,103870 16,103870 6,4050 0,0128
Crioext 13 1 3,786589  3,786589 1,5060 0,2224
Crioext 4 1 2,428607  2,428607 0,9660 0,3279
Crioint*Conc 3 5,221376 1,740459 0,6920 0,5586
Conc 1 3 1,570389  0,523463 0,2080 0,8905
Conc 12 3 16,197237  5,399079 2,1470 0,0976
Crioint n 1 0,334202  0,334202 0,1330 0,7161
Crioint 2 1 0,038965  0,038965 0,0150 0,9012
Crioint 3 1 0,618310  0,618310 0,2460 0,6210
Crioint 4 1 4,279321 4,279321 1,7020 0,1948
Crioext*Crioint*Conc 3 6,620985  2,206995 0,8780 0,4550
erro 110 276,581274  2,514375

! Dentro
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