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RESUMO

A curimatd comum (Prochidolus brevis) ¢ um peixe migratorio de importancia para a pesca
comercial e de subsisténcia, que devido a fatores ambientais e antrdpicos encontra-se com sua
sobrevivéncia ameagada. Assim, a criopreservacdo seminal emerge como uma ferramenta
fundamental para conservacdo de gametas de peixes, utilizando-os durante as técnicas
reprodutivas na piscicultura. Essa biotecnologia envolve o uso de meios crioprotetores, que
previnem a formacao de cristais de gelo intracelular, reduzindo os danos espermaticos causados
pelo congelamento. Portanto, esta pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos de diferentes
tipos e concentragdes de crioprotetores intracelulares na criopreservagao seminal de P. brevis,
a fim de aprimorar os protocolos ja existentes para a espécie. Para isso, vinte e cinco machos
sexualmente maduros de curimatd foram induzidos hormonalmente a espermiagdo com uma
dosagem Unica de extrato hipofisario de carpa (EHC; 0,4 mg.kg™!) por via intracelomatica. Apds
14 horas de indugdo, os animais foram sedados e o sémen foi coletado por meio de leve
massagem abdominal. As amostras foram previamente analisadas e, aquelas que apresentaram
motilidade superior a 80%, foram selecionadas para a formacao de seis pools. Os tratamentos
consistiram de pools diluidos em glicose 5%, na propor¢ao 1:9 (s€émen: diluente), mais a adi¢ao
de diferentes concentracdes de crioprotetores intracelulares: etilenoglicol (EG — 5%, 10% e
15%), metanol (ME — 5%, 10% e 15%) e dimetilformamida (DMF — 5%, 10% e 15%), além do
dimetilsulfoxido (DMSO — 10%), utilizado como grupo controle. As amostras foram envasadas,
congeladas e, posteriormente, armazenadas em botijoes criogénicos a -196 °C. Ap6s 30 dias, as
amostras foram descongeladas e analisadas quanto aos seguintes parametros espermaticos:
cinética, morfologia, integridade do DNA e Integridade da membrana plasméatica. Como
resultado, verificou-se que maiores taxas de motilidade total foram observadas para o metanol
(P<0,05), independentemente da concentracdo utilizada. Comportamento semelhante foi
observado na morfologia e integridade de membrana para os tratamentos metanol e DMSO
(P>0,05), enquanto a dimetilformamida a 5% e 15% apresentaram os menos indices de
qualidade espermatica (P<0,05). Conclui-se que, dentre os crioprotetores testados, o meio com
10% de metanol associado a glicose 5% ¢ uma alternativa promissora ao uso de DMSO durante

criopreservacao seminal de P. brevis.

Palavras-chave: DMSO, etilenoglicol, metanol, dimetilformamida, curimata comum.



ABSTRACT

The common curimata (Prochidolus brevis) is a migratory fish of significant importance for
commercial and subsistence fishing, which is threatened in its survival due to environmental
and anthropogenic factors. Thus, seminal cryopreservation emerges as a fundamental tool for
the conservation of fish gametes, utilizing them during reproductive techniques in aquaculture.
This biotechnology involves the use of cryoprotective agents, which prevent the formation of
intracellular ice crystals, reducing the sperm damage caused by freezing. Therefore, this
research aims to evaluate the effects of different types and concentrations of intracellular
cryoprotectants on the seminal cryopreservation of P. brevis, in order to enhance the existing
protocols for the species. For this purpose, twenty-five sexually mature male curimatas were
hormonally induced to produce sperm using a single dosage of carp pituitary extract (CPE; 0.4
mg/kg!) via intracoelomic injection. After 14 hours of induction, the animals were sedated, and
semen was collected through gentle abdominal massage. The samples were initially analyzed,
and those exhibiting motility higher than 80% were selected to form six pools. The treatments
consisted of pools diluted in 5% glucose at a ratio of 1:9 (semen:diluent), with the addition of
different concentrations of intracellular cryoprotectants: ethylene glycol (EG — 5%, 10%, and
15%), methanol (ME — 5%, 10%, and 15%), and dimethylformamide (DMF — 5%, 10%, and
15%), in addition to dimethylsulphoxide (DMSO — 10%), which was used as a control group.
The samples were bottled, frozen, and subsequently stored in cryogenic containers at -196 °C.
After 30 days, the samples were thawed and analyzed for the following sperm parameters:
motility, morphology, DNA integrity, and plasma membrane integrity. The results showed that
higher total motility rates were observed for methanol (P<0.05), regardless of the concentration
used. A similar behavior was observed in morphology and membrane integrity for the methanol
and DMSO treatments (P>0.05), while dimethylformamide at 5% and 15% showed the lowest
sperm quality indices (P<0.05). It is concluded that, among the cryoprotectants tested, the
medium with 10% methanol associated with 5% glucose is a promising alternative to the use

of DMSO during the seminal cryopreservation of P. brevis.

Keywords: DMSO, ethylene glycol, methanol, dimethylformamide, common curimata.
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1 INTRODUCAO

Entre as espécies de peixes brasileiros com potencial econdmico e ecoldgico
destacadas para producdo comercial e conservacdao, encontra-se o Prochilodus brevis,
conhecido popularmente como bocachico brasileiro ou curimatd comum. Essa espécie
desempenha um papel ecologico relevante nos ecossistemas fluviais que ocupam,
principalmente devido ao seu habito alimentar detritivoro, que contribui para o equilibrio
trofico (NUNES et al., 2016). Além disso, possui alto valor comercial, sendo amplamente
explorada na regido Nordeste do Brasil, especialmente por comunidades ribeirinhas que
dependem dela para subsisténcia (ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020).

Por ser um peixe reofilico, o curimatd comum realiza extensas migracdes contra a
correnteza durante a estagdo chuvosa, um comportamento essencial para desencadear uma
cascata hormonal que regula sua reprodu¢do. Entretanto, as interferéncias ambientais, como a
construcdo de barragens e a reducao do volume de chuvas, comprometem esse processo natural,
prejudicando sua capacidade reprodutiva e colocando em risco sua conservacao (NUNES et al.,
2016; NASCIMENTO et al., 2012).

Nesse contexto, o emprego das biotecnologias reprodutivas, como a
criopreservacao seminal, surgem como excelente alternativa para piscicultura comercial e
conservacdo de recursos genéticos. Essas biotécnicas permitem o armazenamento de gametas
sob baixas temperaturas por tempo indeterminado, o que possibilita resolver questdes
relacionadas a assincronia reprodutiva entre machos e fémeas, bem como reduzir o numero de
reprodutores mantidos nas estagdes (VIVEIROS; GODINHO, 2009; MARTINEZ-PARAMO
etal., 2017).

O sucesso da criopreservacao depende do uso de meios criodiluidores compostos
por diluentes e crioprotetores, responsdveis por nutrir as células espermadticas e protegé-las
durante os processos de congelacao e descongelacdo (SALMITO-VANDERLEY et al., 2016).
Os crioprotetores devem apresentar baixa toxicidade e alta solubilidade no meio, sendo
geralmente divididos em duas categorias: crioprotetores intracelulares (permeaveis), que atuam
desidratando e reduzindo o ponto crioscépio do interior da célula, dificultando a formacdo de
cristais de gelo, e crioprotetores extracelulares (ndo permedveis), que sao opcionais e se
concentram em revestir a superficie externa da célula espermatica, estabilizando sua membrana
e restaurando os lipidios perdidos durante o choque térmico (SALMITO-VANDERLEY ez al.,
2016).
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Pesquisas sobre a criopreservagdo do sémen de curimatas (Prochilodus brevis) t€ém
explorado diversos crioprotetores intracelulares, destacando-se o dimetilsulfoxido (DMSO), o
metanol e o metilglicol (MG). Estudos demonstraram uma boa interagdo entre o meio de
congelamento composto por glicose a 5% e DMSO a 10% para o s€émen de P. brevis (LOPES
et al., 2014; NUNES et al.,, 2016). Além desses, a incorporacdo de amidas, como a
dimetilformamida (DMF), mostrou efeitos positivos na qualidade esperméatica do sémen pds-
descongelado de peixes reofilicos (PERRY et al., 2019), embora ndo tenha sido testado ainda
para o sémen de curimata.

Apesar de imprescindiveis, os crioprotetores podem ter efeitos toxicos nas células,
resultando em alteragdes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas que podem comprometer a
qualidade espermatica (FIGUEROA ef al., 2016). Vale ressaltar que, devido as especificidades
de cada espécie, a combinagdo de meios de congelamento varia, tornando mais complexa a
identificacdo do fator ideal para cada uma, uma vez que esses agentes atuam de maneira distinta
(SALMITO-VANDERLEY et al., 2016). Portanto, é essencial otimizar e aperfeicoar os tipos,
concentragdes e diluicdes utilizadas na criopreservacdo do esperma de peixes (ZENG et al.,
2024).

Nesse contexto, esta pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos de diferentes
tipos e concentracdes de crioprotetores intracelulares na criopreservagao seminal de P. brevis,

a fim de aprimorar os protocolos ja existentes para a espécie.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Espécie, biologia e aspectos reprodutivos de Prochidolus brevis

O Prochidolus brevis (Steindachner, 1875) popularmente conhecido como curimata
comum (Figura 1) ¢ um peixe de dgua doce nativo do semiarido brasileiro pertencente a classe
Actinopterygii, ordem Characiformes e a familia Prochilodontidae. E endémico dos rios do
Piaui, Rio Grande do Norte e Ceard, ocorrendo atualmente por todo Nordeste e parte do Sudeste
e Sul do pais (DOURADO et al., 1971; DOURADO, 1981). Apresenta o corpo fusiforme e
alongado, labios carnosos e boca protratil com pequenos dentes adaptados para captura do
alimento do fundo (NAKATINI et al., 2001). Os adultos dessa espécie apresentam, em média,
23 a 30 centimetros de comprimento; seu peso pode variar entre 215 a 513 gramas
(NASCIMENTO et al., 2012). Embora as fémeas sejam ligeiramente maiores que os machos,
principalmente durante o periodo reprodutivo, ndo se observa dimorfismo sexual para P. brevis
(GURGEL; VERANI; CHELLAPPA, 2012; NASCIMENTO et al.,2012). Ja em confinamento,
o crescimento ¢ mais lento em comparagdo ao seu ambiente natural, e os exemplares desta
espécie podem atingir valores de peso e comprimento de 200g e inferior a 20 cm (LEITE et al.,

2018, NASCIMENTO et al., 2017).

Figura 1- Exemplar de Curimatd comum (Prochidolus brevis, Steindachner, 1875)

Fonte: Acervo do Laboratério de Biotecnologia da Reprodugdo de Peixes

O Curimata € um peixe gregario que nao defende territdrio e prefere habitar as areas
mais profundas dos corpos d"agua (ARAUJO; GURGEL, 2002). As pos-larvas alimentam-se
principalmente de plancton e, 8 medida que atingem a idade adulta, passam a consumir matéria
organica e micro-organismos associados a lama, além de restos de animais e vegetais,
caracterizando habito alimentar detritivoro/iliofago (DOURADO, 1981). Sua dieta detritivora
permite que a espécie atue na transferéncia de energia e biomassa entre os niveis superiores e

inferiores da cadeia tréfica (GURGEL; VERANI; CHELLAPPA et al., 2012), promovendo a



13

rotagdo rapida de nutrientes necessarios para a sustentacdo da produgdo primaria (MOREIRA,
2015). Ja foi registrado que a perda de espécies detritivoras como o P. brevis pode alterar fluxo
de carbono orgadnico e comprometer o metabolismo dos ecossistemas (TAYLOR; FLECKE;
HALL et al., 2006).

Em relagdo as caracteristicas reprodutivas, o Prochilodus brevis é um peixe
reofilico que realiza extensas migra¢des rumo as cabeceiras dos rios para se reproduzir,
fendmeno conhecido como piracema. Durante essa jornada, fatores ambientais, como aumento
do fluxo hidrico e variagdes de temperatura, atuam como estimulos que desencadeiam
elevagoes significativas nos niveis de horménios gonadotroficos, especialmente os hormonios
luteinizantes (LH) e os hormoénios foliculo-estimulantes (FSH), que regulam a maturagao
gonadal e a ovulagdo (VIEIRA et al., 2018). Seu ciclo reprodutivo ¢ caracterizado por: desova
total, desenvolvimento dos ovoécitos em grupos sincronizados, ovos sem aderéncia,
desenvolvimento embrionario rapido e prole sem protegcdo por parte dos pais (COSTA et al.,
2012).

Em condi¢des de cativeiro, a reprodugao natural dessa espécie ¢ dificultada devido
a auséncia desses estimulos ambientais, exigindo a utilizacdo de hormonios exdgenos, como o
extrato de hipofise de carpa (EHC) e a gonadotrofina coridnica humana (HCG), para induzir a
reprodugdo. Protocolos recentes demonstraram sucesso na reproducdo causada por P. brevis,
com taxas de fertilizagao superiores a 80% quando utilizados hormonios em combinagdo com
manejos de simulacdo de condi¢des ambientais da piracema, como fluxo continuo de 4gua (
LIMA et al., 2021).

A espécie ¢ considerada uma das mais importantes para a pesca comercial brasileira,
seja para subsisténcia ou para pesca esportiva (SILVA et. al., 2005). Entretanto, a construcao de
hidroelétricas, a sobrepesca, a falta de chuva e a poluicdo sdo alguns fatores que t€m afetado a
migracao de espécies e tem também alterado a dindmica dos rios, ameagado a sobrevivéncia de

muitas espécies de peixes, particularmente os reofilicos, como o P. brevis (NUNES et al., 2016).

2.2 Taxonomia (FISHBASE, 2018)

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii

Ordem: Characiformes
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Familia: Prochilodontidae
Género: Prochilodus

Espécie: Prochilodus brevis (Steindachner, 1875)

2.3 Aplicacio da criopreservaciao de sémen de peixes

A criopreservagao consiste no armazenamento de gametas em nitrogénio liquido a
-196°. Nesta temperatura, a viabilidade das células e tecidos vivos sdo mantidos, conservando-
as geneticamente imoveis e reversivelmente inativas do ponto de vista metabdlico (PEGG,
2007). Devido as suas aplicagdes potenciais, essa biotecnologia evoluiu substancialmente nas
ultimas décadas, com diversas pesquisas voltadas para a criopreservagdo do sémen de peixes
(ASTURIANO et al., 2017).

A pratica de criopreservagao de s€émen para aquicultura teve inicio com os estudos
de Blaxter (1953), que utilizou sémen congelado para fertilizar ovos de arenque (Clupea
harengus Linnaeus, 1758). Desde entdo, o interesse pelo uso dessa técnica tem crescido, com
prioridade para sua aplicagdo em espécies de relevancia comercial (BUSTAMANTE et al.,
2019).

Entre os beneficios que essa biotécnica oferece estdo a reducdo de problemas de
assincronia gonadal entre machos e fémeas, a simplificagdo no manejo dos reprodutores e a
diminui¢do de custos ao evitar o transporte de animais vivos € a manuten¢do de grandes
quantidades de reprodutores. Além disso, a técnica possibilita o cruzamento de peixes em
diferentes épocas do ano, facilitando programas de hibridizacdo e o estabelecimento de bancos
de germoplasma. Esses bancos sdo essenciais para preservar a diversidade genética, utilizando
gametas de animais selecionados em programas de melhoramento genético ou manipulados,
como triploides, clones e transgénicos (SILVA et al., 2020).

Portanto, biotecnologias reprodutivas, como a criopreservacdo seminal, t€m o
potencial de avangar e complementar os esforcos atuais da produg¢do comercial e conservacao
de peixes, preservando e permitindo o gerenciamento da diversidade genética de espécies
aquaticas (STREIT et al., 2024). No entanto, a variacdo nas caracteristicas espermaticas entre
diferentes espécies de peixes requer ajustes nos protocolos de manejo, especialmente para a
congelagdo e posterior uso em programas reprodutivos (ZANIBONI-FILHO;
BALDISSEROTTO, 2015).
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Maria e Carneiro (2012) apontam que o principal desafio desta biotécnica esta na
retirada do excesso de agua do interior da célula espermatica, pois a reducdo brusca de
temperatura promove a formagdo de cristais de gelo intracelular que danificam as células
espermaticas por meio do rompimento de sua membrana. Portanto, para que a biotecnologia
seja bem-sucedida € necessario a interagdo de multiplos fatores como; a coleta do material
genético, adi¢do de diluentes e crioprotetores, métodos de envase, tempo de resfriamento e taxas
apropriadas de congelamento e descongelamento (MARIA; CARNEIRO, 2012; SALMITO-
VANDERLEY, 2012).

De acordo com Lezcano (2001) o método de congelagdo celular pode ser divido em
trés etapas principais: (1) as células sdo submetidas a uma solucdo crioprotetora com a
capacidade de penetrar na célula e remover o excesso de agua intracelular; (2) Posteriormente,
a célula deve, por sua vez, regular a osmolaridade de modo a ficar isotdnica ao meio
extracelular, isso pode causar efeitos toxicos e impacto osmotico nas mesmas, (3) Por fim, a
temperatura ¢ reduzida passando pelo ponto de congelacdo da dgua e da solugdo crioprotetora.

Existem uma diversidade de utensilios e equipamentos para congelar as amostras
de sémen, sendo os mais utilizados as rampas de congelacdo, dry shippers, freezers reguldveis
e botijoes criogénicos (CABRITA et al., 2010). A utilizagdo de sistemas portateis, como os “dry
shippers”, ¢ vantajosa para o transporte seguro de amostras em campo, sendo amplamente

utilizada em programas de melhoramento genético e conservagao (FAO, 2021).

2.4 Meios de congelacio: diluentes e crioprotetores

Independentemente da espécie, € necessario que o s€émen destinado ao processo de
criopreservacao seja diluido em um meio criodiluidor, composto por duas substancias cruciais:
um diluente e um crioprotetor. Esse meio de congelacdo ¢ responsavel por nutrir a célula
espermadtica e protegé-las contra as injirias durante a congelacdo e descongelagdo seminal
(SALMITO-VANDERLEY et al., 2016).

Os diluidores sao compostos essenciais em protocolos de conservagdo seminal,
compostos geralmente por sais, carboidratos e agentes antioxidantes, que aumentam o volume
do sémen e fornecem suporte metabolico para os espermatozoides. Um diluente ideal deve
cumprir critérios fundamentais, tais como: isotonicidade, para evitar a ativa¢do precoce da
motilidade espermatica; estabilidade quimica e fisica durante o armazenamento, garantindo que

as células espermaticas permanegam viaveis; esterilidade, para prevenir contaminacgdes
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microbioldgicas; e alta condutividade térmica, permitindo uma eficiente troca de calor entre o
ambiente externo e o sémen (CABRITA et al., 2014).

Estudos mais recentes tém explorado a adi¢dao de substancias como lipoproteinas
de gema de ovo e agentes antioxidantes, como glutationa reduzida e vitamina E, nos diluentes,
resultando em melhor protecdo contra danos oxidativos e aumento da taxa de fertilizacao apos
o armazenamento (FATIMAH et al., 2021; LIU et al., 2022).

Os diluentes mais utilizados para conservar o sémen de peixes, inclusive para a
espécie em estudo, sao solugdes de glicose a 5% (LOPES et al., 2014; NUNES et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2017) e o NaCl a 0,9% (VIVEIROS;
GODINHO, 2009).

Ja& os crioprotetores sdo compostos adicionados as solucdes diluidoras com o
objetivo de preservar os espermatozoides, protegendo-os contra danos que podem ocorrer
durante o processo de congelamento e descongelamento. Essas substancias ajudam a prevenir
lesdes estruturais e funcionais causadas principalmente pela formacgao de cristais de gelo e pelo
estresse osmotico que afetam as células espermaticas (KOWALSKI et al., 2020). Eles podem
ser classificados em duas categorias: crioprotetores intracelulares (permedveis) ou
crioprotetores extracelulares (ndo permeaveis).

Os crioprotetores intracelulares consistem em solu¢des de baixo peso molecular
que, por meio de suas fungdes coligativas, reduzem o ponto de congelamento no interior da
célula, evitando a formacdo de cristais de gelo intracelular. Esses compostos sdo de uso
obrigatério uma vez que aumentam significativamente a capacidade dos espermatozoides de
resistir as temperaturas extremamente baixas (SALMITO-VANDERLEY et al., 2016).

Diversos agentes crioprotetores ja foram testados na preservacdo do sémen de
peixes, dentre os quais, podemos citar os derivados de alcoois, como o etilenoglicol, o glicerol
e o metilglicol, bem como os derivados de sulféxidos e amidas, como o dimetilsulféxido, a
dimetilformamida e a metilformamida (ELIOTT et al., 2017). Para o s€émen de curimata, foi
detectado uma boa interagdao no sémen criopreservado com glicose 5% e o crioprotetor DMSO
a 10% (NUNES et al., 2016; NASCIMENTO, et al., 2017).

Por outro lado, os crioprotetores de acdo externa recobrem a célula espermatica e
estabilizam sua membrana, reduzindo os efeitos negativos causados pela descongelacao
(MARIA, 2005). Seu uso ¢ opcional, no entanto, a adi¢ao dessas substancias que pode incluir
lipidios, proteinas ou aguicares, proporciona maior protecdo as células espermaticas, atuando na
recupera¢do de fosfolipidios perdidos durante o congelamento e descongelamento (VIVEIROS

etal.,2014; NUNES et al., 2019).
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2.5 Avaliacio da qualidade espermatica

Um dos principais parametros para a avaliagdo da qualidade espermatica ¢ a
motilidade, uma vez que esta caracteristica esta diretamente relacionada com a capacidade de
fertilizagdo dos espermatozoides (RURANGWA et al., 2004). Essa andlise pode ser realizada
de forma subjetiva, na qual um avaliador estima a porcentagem de mdveis em uma escala de 0
a 100% (TAITSON et al., 2008).

Outra maneira de analisar os parametros cinéticos dos espermatozoides ¢ por meio
do programa Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), sendo este método mais objetivo. O
CASA ¢ um sistema automatico (hardware e software Sperm Class Analyzer - SCA) que
permite capturar, digitalizar e analisar imagens sequenciais, fornecendo informagdes precisas e
significativas sobre o movimento individual de cada célula e subpopulagdes de espermatozoides
(AMANN; KATZ, 2004). Através desse sistema, ¢ possivel avaliar a porcentagem de
espermatozoides moveis (ou taxa de motilidade), assim como a porcentagem de
espermatozoides com diferentes niveis de velocidade (rapida, média ou lenta), além de analisar
a trajetdria e a velocidade dos espermatozoides, incluindo: velocidade curvilinea (VCL - pms”
1, velocidade linear progressiva (VSL - ums™) e velocidade média da trajetéria (VAP - pms™).

A analise da morfologia espermatica ¢ um dos critérios essenciais para determinar
a qualidade do sémen, sendo crucial para avaliar a viabilidade reprodutiva. Alteragdes
morfoldgicas nos espermatozoides podem reduzir significativamente a motilidade, afetando a
capacidade de fertilizacao (ALAVI; COSSON, 2006). Nos peixes, essas anormalidades sdo
frequentemente classificadas como primarias, ou seja, originadas durante a espermatogénese
devido a fatores genéticos ou fisiologicos, e secunddrias, decorrentes de fatores externos como
manejo inadequado, métodos de coleta ou processamento do sémen (CABRITA et al., 2014).

Estudos recentes indicam que a exposicdo a poluentes ambientais, como metais
pesados e pesticidas, pode aumentar a incidéncia de patologias morfologicas em
espermatozoides de peixes, influenciando negativamente a fertilizacdo e o desenvolvimento
embrionario (MARTINEZ-PARRA et al., 2021). Além disso, técnicas de criopreservagio, caso
ndo sejam otimizadas, também podem induzir danos estruturais nos espermatozoides, como
deformacdes na cabeca, pecas intermedidrias ou caudas, resultando em baixa motilidade e
viabilidade (LIU et al., 2022).

Patologias espermaticas como flagelo dobrado, cabega isolada e gota citoplasmatica
proximal ou distal sdo frequentemente associadas a falhas na espermatogénese, podendo ser

desencadeadas por fatores como doencgas nos reprodutores, consanguinidade, deficiéncias
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nutricionais e estresse ambiental. Essas anormalidades sdo classificadas como patologias
primarias ou maiores, pois tém origem durante o desenvolvimento dos espermatozoides. Ja
patologias como flagelo quebrado, enrolado, degenerado, macrocefalia e microcefalia estao
geralmente relacionadas a danos causados durante a coleta, manuseio ou processamento do
sémen, sendo classificadas como patologias secundarias ou menores (GONCALVES et al.,
2018; NASCIMENTO et al., 2020).

Adicionalmente, a verificagdo da integridade da membrana plasmatica ¢ outro
parametro importante, tendo em vista que durante o processo de congelacdo seminal, a
formagao de cristais de gelo ou outros fatores podem danificar as células espermaticas, levando
ao rompimento de sua membrana plasmatica e, consequentemente, a sua morte/lise. Esta analise
envolve a estimativa do percentual de células com membranas integras (vivas) ou com
membranas danificadas (mortas) (PEREZ-CEREZALES et al., 2010).

A avaliagdo da integridade do DNA espermatico ¢ uma analise que serve como
pardmetro de qualidade do sémen e deve ser realizada rotineiramente nos laboratorios de
reproducdo. Essa andlise pode ser realizada através do teste de dispersao da cromatina
espermatica (SCD). De maneira resumida, no SCD, os espermatozoides intactos sdo dispostos
em uma lamina contendo agarose, o que permite a manipulagdo de células ndo fixadas em um
meio em suspensdo. Em seguida, as laminas sdo imersas em uma solu¢do acida que desnatura
o DNA e, posteriormente, tratadas com uma solugdo de lise, cuja funcdo € remover as
membranas e proteinas. Apds esses procedimentos, € possivel observar o nucledide com um
nucleo central e um halo periférico de algas de DNA dispersas. Por fim, os espermatozoides
com DNA fragmentado apresentam halos pequenos, enquanto aqueles com DNA intacto
liberam algcas de DNA, formando halos grandes. Dessa forma, a fragmentacdo do DNA,
refletida pelo tamanho do halo, pode ser determinada com precisdo usando o teste SCD, um

método simples, barato e altamente reproduzivel (FERNANDES et al., 2015).



19

3 JUSTIFICATIVA

Prochilodus brevis, conhecido popularmente por curimatd comum, ¢ um peixe
migratério endémico do semidrido brasileiro com grande potencial para piscicultura. Esta
espécie contribui para o equilibrio ecologico dos ambientes que ocupam, caracteristica atribuida
ao seu habito alimentar detritivora quando adulta. Além disso, ¢ um importante recurso para a
pesca comercial e de subsisténcia, principalmente pelo consumo de suas ovas, conhecidas como
“caviar do sertao”. Entretanto, interferéncias humanas tém prejudicado a manutengdo dos
estoques selvagens dessa espécie, colocando em risco suas populagdes naturais.

Nesse contexto, pesquisas focadas na criopreservacao seminal de P. brevis tem sido
aplicadas com o objetivo de subsidiar sua conservacao e piscicultura. Este método permite o
armazenamento de gametas sob baixas temperaturas a longo prazo, possibilitando que o s€émen
seja mantido em bancos de germoplasmas ou usados em programas de reproducgdo. Além de
preservar a diversidade genética de espécies ameagadas como o P. brevis, essa pratica ¢é
essencial para superar desafios comuns na piscicultura, como a assincronia reprodutiva entre
machos e fémeas, a sazonalidade reprodutiva e a redu¢ao de custos com a manutengao de
reprodutores.

Protocolos eficazes de criopreservacdo dependem da interagdo de uma gama de
fatores, tais como: meios de congelacdo, taxas de diluicdo, e os processos de congelagdo e
descongelagdo. O uso de crioprotetores ¢ fundamental, uma vez que eles reduzem os danos
causados pelos cristais de gelo formados durante a congelacao. Estudos j& avaliaram o efeito
de diversas substancias crioprotetoras no sémen de curimata comum, apresentando resultados
promissores com o dimetilsulfoxido (DMSO). Apesar de amplamente aplicado, o DMSO pode
ter seu efeito reduzido devido a sua toxicidade. Considerando que a interagao dos crioprotetores
¢ espécie-especifica, € importante testar diferentes tipos, concentracdes e diluigdes de novos
agentes como alternativas aos crioprotetores convencionais.

Nesse contexto, este trabalho justifica-se pela necessidade de avaliar os efeitos de
diferentes concentracdes de crioprotetores intracelulares na criopreserva¢ao do sémen de
curimatd comum, com o objetivo de maximizar os resultados e minimizar a toxidade desses
compostos. Além disso, este estudo propde-se em avaliar o efeito da dimetilformamida (DMF),
que, embora tenha demonstrado efeitos positivos em sémen de outras espécies, ainda nao foi

testada para o P. brevis.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicao de diferentes tipos e concentragdes de crioprotetores

intracelulares, no meio de congelacao seminal de Prochilodus brevis.

4.2 Objetivos especificos

e Testar diferentes concentragdes (5%, 10% e 15%) dos crioprotetores intracelulares
(etilenoglicol, metanol, dimetilformamida e DMSO) na criopreservagao do s€émen de P.

brevis.

e Verificar os efeitos da inclusdo de diferentes tipos e concentragdes de crioprotetores de
acdo interna sobre os parametros de cinética, morfologia, integridade da membrana

plasmatica e integridade do DNA espermatico.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Local de trabalho

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para Uso Animal (CEUA)
da Universidade Estadual do Ceard - UECE (ntimero do protocolo: 001861/2024). Os
experimentos foram realizados em julho de 2023 no Laboratorio de Biotecnologia da
Reprodugao de Peixes (LBRP), do Nucleo Integrado (NIB) da Universidade Estadual do Ceara
(UECE), na Av. Dr. Silas Munguba, 1700, Fortaleza-CE. Os animais utilizados neste estudo
foram obtidos do plantel de reprodutores do LBRP, mantidos em tanques de fibra de vidro com
capacidade aproximada de 7.100 litros, com aera¢do constante. Eles foram alimentados
diariamente com ra¢do comercial (28-32% proteina bruta), duas vezes ao dia, a uma taxa de

arragoamento de 3% da biomassa corporal.

5.2 Coleta do sémen e manejo dos reprodutores

O manejo de coleta do sémen foi realizado conforme os procedimentos laboratoriais
descritos por Nunes et al. (2016) e Nascimento et al. (2017). Vinte e cinco machos de P. brevis
foram selecionados com base em caracteristicas indicativas de maturidade reprodutiva, tais
como: presenga de papila urogenital hiperémica e liberacdo visivel de s€émen apo6s leve pressao
na regido abdominal. Os animais foram induzidos a reprodu¢do com uma dose de extrato
hipofisario de carpa (0,4 mg de EHC.kg™!), administrada por meio de injegdo intracelomatica
na base da nadadeira peitoral. Apds 14 horas de indugdo, os animais foram sedados em uma
solucdo a base de 6leo de cravo (Eugenol Sigma-Aldrich®) na propor¢dao de 1:10:1000
(Eugenol:alcool:agua), até a perda de equilibrio.

Em seguida, a cavidade intraperitoneal de cada animal foi cuidadosamente limpa
para evitar a contaminagao do s€émen por residuos de fezes, urina e sangue. O s€men foi coletado
por meio de massagem abdominal no sentido cranio-caudal, utilizando seringas estéreis de 3,0
mL (Figura 2). O volume seminal foi transferido para eppendorfs graduados mantidos em caixa
térmica a 4 °C. Imediatamento apos a coleta, as amostras foram levadas para anélise no Sistema
de Analise Seminal Auxiliado por Computador (CASA), utilizando o Software Sperm Class

Analyser (SCA; Microptics; Barcelona, Espanha), configurado na funcao peixes.
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Figura 3 - Coleta do sémen de P. brevis

Fonte: Autor.

5.3 Formacao dos Pools e criopreservacio do sémen

Ap0s a analise objetiva no CASA, as amostras com taxas de motilidade superiores
a 85% foram selecionadas para a formacao de seis pools, compostos por amostras de s€émen de
3 animais. Cada pool foi avaliado quanto a concentracdo, integridade da membrana plasmatica,
integridade do DNA, morfologia e cinética espermatica.

Para o procedimento de congelagdo do sémen, uma aliquota de cada pool (n = 6) foi
diluida em 5% de glicose na propor¢ao de 1:9 (sémen:diluente). Ao meio diluidor, foram
acrescentadas trés concentragdes diferentes dos crioprotetores intracelulares: etilenoglicol (EG
— 5%, 10% e 15%), metanol (ME — 5%, 10% e 15%) e dimetilformamida (DMF — 5%, 10% e
15%), além do dimetilsulfoxido (DMSO — 10%) utilizado como grupo controle. As substancias
crioprotetoras avaliadas, e suas respectivas concentragdes, estdo detalhadamente descritas na

Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos experimentais para criopreservacao do semén de P. brevis.

Tratamentos Solugdes diluidoras (%) Proporc¢ao
(sémen:diluente)
C Controle 5% + DMSO 10% 1:9
T1 Glicose 5% + EG 5% 1:9
T2 Glicose 5% + EG 10% 1:9
T3 Glicose 5% + EG 15% 1:9
T4 Glicose 5% + ME 5% 1:9

T5 Glicose 5% + ME 10% 1:9




T6 Glicose 5% + ME 15% 1:9
T7 Glicose 5% + DMF 5% 1:9
T8 Glicose 5% + DMF 10% 1:9
T9 Glicose 5% + DMF 15% 1:9

* EG-etilenoglicol, ME-metanol, DMF-dimetilformamida, DMSO-

dimetilsulfoxido.

Ap6s o preparo das solugdes, as amostras foram envasadas trés palhetas francesas
de 0,25 mL, seladas adequadamente com alcool polivinilico. As amostras foram entdo
alocadas em racks de metal e mantidas por 10 minutos a 4 °C (tempo para equilibrio). Em
seguida, as amostras foram congeladas utilizando vapor de nitrogénio liquido em dry
shipper a -176 °C por um periodo de 30 minutos e, posteriormente, armazenadas em
botijdes criogénicos a -196 °C (Figura 3). Apés um periodo de 30 dias, as amostras foram
descongeladas em banho-maria a 30 °C durante 16 segundos (NUNES et al., 2016), e

analisadas de acordo com os parametros de qualidade espermatica.

Figura 4 - Botijao criogénico

Fonte: Autor.

5.4 Analise da qualidade seminal
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Amostras de sémen fresco e criopreservado de cada pool (n = 6) foram destinadas

as analises de concentragio (espermatozoides.mL™"), integridade da membrana (%), integridade

do DNA, morfologia (%) e cinética espermatica (motilidade total [%], velocidade curvilinea

[VCL — um.s™'], velocidade em linha reta [VCL — pm.s™'] e velocidade média de percurso [VCL

— pum.s')).
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Para determinar a concentracdo, aliquotas de sémen in natura foram fixadas em
solugdo de citrato de formaldeido a 4%, na proporcao de 1:4000 (s€émen:solucao fixadora). Apos
diluicao, foram pipetados 20 pL. da amostra em uma camara de Neubauer, e os cinco quadrantes
da camara foram analisados sob um microscépio 6tico com aumento de 400x para contagem
das células (LEITE et al., 2013).

Para a anélise de cinética espermatica, 1 uL de sémen foi misturado com 100 pL de
solucao ativadora (NaCl 50 mM — 125 mOsm) na camara de Makler. As amostras foram
analisadas aproximadamente 15 segundos apos o processo de ativacdo através de analise
objetiva no Sistema de Analise Seminal (CASA) utilizando o software Sperm Class Analyzer
(SCA, Microptics — Barcelona - Espanha, versao 3.2, NUNES et al., 2016), configurado na
funcao peixes. Os parametros cinéticos avaliados foram: motilidade total (%); velocidade
curvilinea (VCL - um/s™); velocidade em linha reta (VSL — pm/s™!); velocidade média de
percurso (VAP - um/s™!).

Para verificar a integridade da membrana espermatica, foi empregado o método de
coloracdo de eosina-nigrosina (adaptado de BLOM, 1950). Para isso, foram preparados
esfregacos utilizando 5 pL de espermatozoides misturados com 10 pL de eosina e 10 pL de
nigrosina, numa propor¢ao de 1:2:2 (sémen:eosina:nigrosina). A andlise dos esfregagos foi
realizada sob um microscopio de luz com ampliagdao de 400x. Foi feita a leitura deslizando
pelos campos visuais até atingir a contagem de 200 espermatozoides. Os espermatozoides
incolores foram considerados vivos (indicando uma membrana citoplasmatica intacta) ou
mortos, identificados pela coloragdo rosada ou avermelhada, que sugere uma ruptura na
membrana citoplasmatica.

Para avaliar a integridade do DNA espermatico, foi empregado o teste SCD (Sperm
Chromatin Dispersion), que permitiu a analise da taxa de fragmenta¢do da cromatina dos
espermatozoides, conforme a metodologia de Fernandez et al. (2005), adaptada e descrita por
Almeida Monteiro ef al. (2020). Assim, cerca de 1 pL. de sémen fresco foi diluido em 1,5 mL
de tampao fosfato-salino (PBS) e mantido em banho-maria a 37 °C até uso posterior. Em
seguida, 25 puL da solugdo de sémen-PBS foram misturados com 50 pL de agarose de baixo
peso molecular (Low-Weight Agarose; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), e aliquotas de 2
uL dessa mistura foram depositadas em cada um dos 10 pontos de uma lamina previamente
preparada com agarose altamente purificada (NA Agarose; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). Apos isso, as laminas foram acondicionadas em uma superficie metélica refrigerada a 4
°C por cinco minutos. Em seguida, foram submetidas a banhos em diferentes solugdes: solugdo

acida (acido cloridrico (HCI) e d4gua milli-Q, por sete minutos); solucao de lise (cloreto de sddio
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(NaCl), dodecil sulfato de sodio (SDS), Triton X, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), B-
mercaptoetanol, solucdo Tris-HCI e agua destilada, por 25 minutos); agua destilada (por cinco
minutos); e alcool 70%, alcool 90% e alcool absoluto, respectivamente (por dois minutos cada).
Apo0s o procedimento, as amostras foram coradas com um kit Panotic (RenyLab Chemical and
Pharmaceutical Ltda., Barbacena, MG, Brasil); cada lamina foi imersa em cada corante por 10,
20 e 20 segundos, respectivamente. Finalmente, as 1aminas foram lavadas em 4gua destilada e
secas a temperatura ambiente. Duzentos espermatozoides foram avaliados utilizando um
microscopio optico de contraste de fase acoplado a uma camera (200x%; Nikon Eclipse 50 i,
Toquio, Japao) para investigar a incidéncia de halo ao redor da cabega do espermatozoide. Nesta
analise, células apresentando um halo externo indicavam dispersdo da cromatina espermatica
(DNA intacto), enquanto células sem halo indicavam fragmentacdo do DNA.

Para a anélise da morfologia, o s€émen foi fixado em solu¢do de citrato formolizada
a 4% na proporcao de 1:10 (sémen: fixador). Em seguida, a amostra foi corada com Rosa
Bengala na propor¢ao de 3:20 (corante: sémen fixado). Essa mistura foi aplicada em uma
lamina para realizagdo de esfregaco. Foram preparadas duas ldminas para cada tratamento que
foram analisadas sob um microscopio Optico com ampliagdo de 400x. Cem espermatozoides
foram avaliados em cada lamina e classificados como normais ou danificados de acordo com

os critérios estabelecidos por Miliorini et al. (2011).

5.5 Analise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para
verificacdo da distribuicdo dos residuos e homocedasticidade de variancias entre os
tratamentos. Quando necessario, os dados foram submetidos a uma transformagao logaritmica
para adequéa-los a andlise de variancia (ANOVA). As comparagdes entre as médias dos
tratamentos foram realizadas utilizando o teste de de Tukey. Os dados foram expressos como
média + desvio padrdao das médias, considerando o nivel de significancia de 5% (P < 0,05). O

software “SigmaPlot 12.0” foi utilizado para a analise estatistica dos resultados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os pools de sémen fresco utilizados para constituir os tratamentos apresentaram
uma concentragio média de 58,44 x 10° espermatozoides por mL, com 67,33+4,80% dos
espermatozoides exibindo membrana intacta, 80,16+£2,06% com morfologia normal, 78,5 +
4,37% com DNA intacto ¢ 60,42+15,4% de espermatozoides moveis.

Em relacdo a motilidade do sémen criopreservado, observou-se uma interacao
significativa entre os crioprotetores e as concentragdes utilizadas (Tabela 2). Os tratamentos T4,
T5 e T6, que utilizaram metanol nas concentragdes de 5%, 10% e 15%, apresentaram os
melhores resultados em termos de motilidade espermatica (P<0,05) com médias variando de
45,08 £ 17,54%, 54,78 + 8,45% ¢ 47,36 + 5,96%, respectivamente. Esses valores diferiram
significativamente do grupo controle, que exibiu uma motilidade média de 26,98 + 8,57% (P <
0,05). J& o tratamento a 5% com dimetilformamida mostrou motilidade superior em comparagao
ao controle (P<0,05). No entanto, foi observado um declinio nas taxas de motilidade nas

concentragoes de 10% e 15% (13,16 = 11,01% e 2,05 + 1,06%, respectivamente).

Tabela 2 - Média + desvio-padrdo dos parametros cinéticos (porcentagem de espermatozoides
moveis — motilidade; velocidade curvilinear — VCL; velocidade em linha reta — VSL; e
velocidade média do percurso — VAP) do s€men criopreservado P. brevis e sua comparagao com
o grupo controle.

Tratamentos Motilidade (%) VCL (um/s) VSL(pm/s) VAP (pm/s)
C 26,98 £8,57 27,18 +3,15° 7,76 + 2,04 15,86 + 4,37°
Tl 2,50 + 2,004 19,68 £5,96* 4,70 +3,71%  826+5,37*
T2 15,65+ 11,05 23,75+3,80®°  8,18+3,46®  13,62+3,75%
T3 3226+248°  2032+1,08*°  3,90+1,01°  813+1,65"
T4 45,08 £17,54% 29,88 +£4,12° 8,80 £ 2,57% 15,44 +337°
TS 54,78 £8,45°  2834+42]° 7,72 + 2,622 17,34 + 4,47
T6 4736+5,96™ 30,22 +4,02° 8,82 +1,78 16,16 +3,91°
T7 33,98 £2,90°° 29,18 + 4,65 9,18 +2,55° 16,00 + 4,02°
T8 13,16 £ 11,01¢¢ 18,13 £4,35> 3,74 + 0,94 6,32 +2,53°
T9 2,05 + 1,06 14,40 + 3,96¢ 1,42 + 1,159 4,80 + 1,56°

*C: grupo controle (DMSO - 10%); T1, T2 e T3: Etilenoglicol (5, 10 e 15%); T4, TS5 e T6:
Metanol (5, 10 e 15%); T7, T8 e T9: Dimetilformamida (5, 10 e 15%). * Para uma mesma
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variavel, médias com letras minusculas distintas, sdo significativamente diferentes entre si pelo

teste de Tukey (P<0.05).

A selecdo dos crioprotetores ¢ um fator crucial para a criopreservagao do s€émen,
pois diferentes substancias podem impactar significativamente a motilidade espermatica e
outros parametros cinéticos (YANG et al., 2023). Assim, a personalizagdo do protocolo de
criopreservacao, considerando as caracteristicas especificas do sémen de P. brevis, ¢ essencial
para otimizar os resultados. Nesta pesquisa, a utilizagdo de metanol a 10% resultou em uma
motilidade pos-descongelamento significativamente maior do que a observada no controle
(DMSO) e nos outros crioprotetores, etilenoglicol (EG) e dimetilformamida (DMF) (P > 0,05).
Devido a sua rapida penetracao e baixa toxicidade, esse crioprotetor também se mostrou eficaz
para o esperma de peixes de dgua doce (YANG et al., 2023; NICOLETI, 2024).

Em um estudo sobre a criopreservacio do esperma de B. orbignyanus, observou-se
que a utilizagdo da dimetilformamida (DMF) na concentragao de 7,5%, associada ao diluidor
BTS (Beltsville Thawing Solution™), proporcionou maior protecdo a fun¢do espermatica e a
estrutura celular, com uma motilidade média de 66%, significativamente maior do que a
observada nos outros crioprotetores avaliados (PERRY et al., 2019). Quando testado pela
primeira vez no sémen de curimatd (P. brevis), o DMF apresentou motilidade inferior aquela
observada no estudo mencionado, indicando que seu uso em altas concentragdes pode reduzir
seu efeito crioprotetor. Esses resultados ressaltam a necessidade de testar diferentes
crioprotetores para diferentes espécies tendo em vista a alta especificidade dos efeitos toxicos
associados a esses compostos (HOLT, 2000).

Em relacdo as velocidades espermadticas, houve efeitos significativos entre os
tratamentos avaliados (P<0.05). Para o pardmetro de Velocidade Curvilinea (VCL) o uso do
metanol nas concentragdes de 5, 10 e 15% proporcionaram melhores resultados (29,88 + 4,12
um.s?, 28,34 £ 4,21 pm.s! e 30,22 + 4,02 um.s”!, respectivamente) se comparado os demais
tratamentos, contudo ndo houve diferencas significativas entre si (P>0.05). Segundo Morales
(1986), o VCL ¢ um dos parametros mais relevantes em peixes, pois o movimento circular dos
espermatozoides facilita o encontro da micrépila, permitindo a entrada no gameta no odcito e,
assim, a fertilizagdo. Neste estudo, embora nao tenham sido feitos testes de fertilizacao, faz-se
importante observar esses parametros, uma vez que também estdo correlacionados com o
potencial fertilizante dos espermatozoides.

Em relacdo a velocidade linear (VSL) foi detectado que a utilizagdo de

dimetilformamida na concentraco de 5% resultou em uma média de 9,18 2,55 um.s™!, porém
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a partir do aumento das concentracdes de 10 e 15%, observou-se uma reducao significativa
desse valor.

No que se refere a Velocidade Média do Percurso (VAP) o grupo controle obteve
15,86 = 4,37 um.s!, mantendo média semelhante aos tratamentos com metanol (15,44 + 3,37
um.st, 17,34 + 4,47 pm.s, 16,16 = 3,91 pm.s!). Em relagdo a velocidade média do percurso
(VAP), valores significamente inferiores (P<0,05) foram observados para os tratamentos T1
com etilenoglicol a 5% (8,26 + 5,37 um.s™") e tratamento T9 com dimetilformamida 15% (4,80
+1,56 um.s™). Os valores de VAP para o sémen criopreservado com metanol foram semelhantes
aos do grupo controle, ndo demonstrando diferengas estatisticas significativas (P > 0,05).

Nunes et al. (2016), avaliaram quatro meios de congelamento no sémen de P. brevis,
consistindo em 5% de glicose + metilglicol 10%; 5% de glicose + DMSO 10%; 0,9% de NaCl
+ metilglicol 10%; e 0,9% de NaCl + DMSO 10%. Os maiores indices de motilidade para o
sémen criopreservado foram alcangados com DMSO, resultando em uma média de 32,87 +
1,21%, independentemente do diluente utilizado. Da mesma forma, os valores de VCL, VSL e
VAP foram superiores com o DMSO, apresentando médias de 46,53 + 0,5 um.s™*, 25,78 + 0,56
pm.s™ e 36,56 = 0,58 um.s™!, respectivamente. No entanto, ao comparar esses resultados com
os obtidos no presente estudo, verificou-se que o desempenho do DMSO em quase todos os
parametros cinéticos avaliados foram inferiores ao sémen congelado com metanol,
independentemente da concentragdo utilizada (P>0.05).

Resultado semelhante foi encontrado por Lopes et al. (2014) para o sémen
criopreservado de curimatd comum. Os autores destacaram que, embora o DMSO seja um
crioprotetor amplamente testado com bons resultados para espécies Characiformes, os
percentuais de motilidade espermatica foram significamente inferiores quando comparado ao
metilglicol. De forma similar, Viveiros ef al. (2015) investigaram os efeitos de crioprotetores,
como DMSO, metilglicol e metanol, combinados com diferentes com diferentes solugdes
diluentes, na qualidade do esperma pds-descongelado de Brycon orbignyanus e Prochilodus
lineatus. Os autores observaram que todas as amostras congeladas em DMSO apresentaram
baixa qualidade, enquanto os espermatozoides congelados com glicose-metanol mostraram boa
qualidade para o sémen de P. /ineatus. Essa baixa efetividade foi associada a sua toxidade que,
em concentragdes mais altas, pode provocar redu¢do da qualidade do esperma, o que pode ter
ocorrido no presente trabalho e nos demais citados.

O metanol ¢ um agente crioprotetor penetrante que atua por meio de suas
propriedades coligativas, reduzindo o ponto de congelamento intracelular e proporcionando um

ambiente menos prejudicial para os espermatozoides durante o congelamento (HOLT, 200b).
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Possui um peso molecular menor e, portanto, uma permeacdo celular mais rapida quando
comparado a outros compostos permeaveis, como DMSO, DMA e glicerol (VIVEIROS, 2011).
Na presente pesquisa, foram encontrados resultados menos expressivos de motilidade para o
sémen congelado com etilenoglicol a 5% e dimetilformamida a 15%, indicando que, nessas
concentragdes, a eficacia desses crioprotetores ¢ reduzida. Estudos corroboram essa
observagao, mostrando que, no caso das amidas como o DMF, concentracdes superiores a 11%
apresentaram efeito toxico para o s€émen de Colossoma macropomum (VARELA et al., 2012)
e Odontesthes bonariensis (ALVES et al., 2016), o que estd em acordo com os dados
encontrados neste estudo.

Os resultados referentes as andlises de morfologia, integridade do DNA e

Integridade da membrana do sémen pos-descongelado de P. brevis constam na Tabela 3.

Tabela 3 - Média + desvio-padrao da Morfologia espermatica (%), Integridade da Membrana
plasmatica (%) e Integridade do DNA espermatico (%) do sémen criopreservado de P. brevis
com diferentes crioprotores e concentragdes.

Tratamentos Morfologia (%) Integridade do Integridade da
DNA (%) Membrana (%)
C 81,5 +4,61° 38,80 + 11,26 55,00 + 10,45°
Tl 65,20 + 5,43 46,20 +21,48° 51,90 + 8,572
T2 66,58 + 3,11 57,00 + 21,86 54,25 + 19,40°
T3 58,12 + 6,8% 38,00 + 9,37 54,50 + 9,69
T4 66,18 + 6,26%° 40,17 + 9,27 50,17 + 14,40%
T5 74,62 + 10,712 47,70 + 9,98° 22,50 + 3,51°
T6 69,45 + 4,54% 59,90 £ 16,24° 24,25 + 8,98°
T7 75,06 + 3,36° 35,50 + 17,63¢ 16,33 + 2,69¢
TS 68,68 + 3,482 50,00 = 21,81 30,20 + 2,77
T9 59,80 + 7,13° 53,20 + 9,142 33,80 + 15,75%¢

*C: grupo controle (DMSO - 10%); T1, T2 e T3: Etilenoglicol (5, 10 e 15%); T4, TS5 e Té6:
Metanol (5, 10 e 15%); T7, T8 e T9: Dimetilformamida (5, 10 e 15%). * Para uma mesma
variavel, médias com letras mindsculas distintas, sdo significativamente diferentes entre si pelo

teste de Tukey (P<0.05).

A andlise morfologica dos espermatozoides ¢ fundamental para a avaliacdo da
qualidade seminal, pois patologias espermaticas podem impactar diretamente a motilidade e o

vigor espermatico (NEYRAO, 2022). Neste estudo, a taxa de espermatozoides normais foi
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significativamente afetada pelos crioprotetores e suas concentracdes (Tabela 3). O grupo
controle apresentou uma propor¢do de espermatozoides normais de 81,5 + 4,61%, sem
diferenga estatistica em relagdo aos grupos tratados com metanol a 10% (74,62 + 10,71%) e
dimetilformamida a 5% (75,06 £ 3,36%) (P > 0,05). No entanto, os espermatozoides
criopreservados com 15% de etilenoglicol (EG) e 15% de Dimetilformamida (DMF) mostraram
taxas de normalidade significativamente mais baixas em comparacdo ao controle (P < 0,05).

Esses achados sdo consistentes com os encontrados por Nascimento et al. (2017),
que relataram porcentagens de espermatozoides normais de 75,95 + 12,29% e 84,05 + 2,10%
para DMSO e metilglicol, respectivamente. Da mesma forma, Almeida-Monteiro ef al. (2017)
observaram taxas de normalidade de 63,08 + 1,92% para DMSO e 55,44 + 2,31% para
metilglicol no sémen de P. brevis. Ambos os crioprotetores, quando associados a glicose,
também apresentaram resultados semelhantes no trabalho de Nunes et al. (2016), com
percentuais de morfologia normal de 67,6 £ 2,01% para DMSO e 72,77 + 1,32% para
metilglicol.

Assim como observado por Nunes ef al. (2016), neste estudo, a morfopatologia
mais comum foi a cauda dobrada. Segundo a literatura, as anormalidades de cauda curta e cauda
fortemente enrolada sdo aquelas que mais afetam a motilidade e, consequentemente, a
capacidade de fertilizagdo (MILIORINI et al., 2011). No entanto, neste trabalho, esses indices
de anormalidade foram considerados irrelevantes.

E reconhecido que o processo de criopreservagio pode induzir diversos danos as
células, que vao desde aos danos moleculares até aos subcelulares que incluem alteragdes no
nucleo, juntamente com ocorréncia da fragmentagdo do DNA e integridade da membrana
(TORRES et al., 2024). Tais danos sao geralmente atribuidos a fatores como estresse osmotico,
térmico e oxidativo, que comprometem a qualidade espermadtica ap6s o descongelamento
(MARTINEZ-PARAMO et al., 2012; ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020).

Neste estudo, os percentuais de integridade do DNA foram inferiores quando
comparado com outros estudos sobre o sémen de curimatad. O controle apresentou uma média
de 38,80 + 11,26% de DNA intacto, enquanto a concentragdo de 15% de metanol exibiu 59,90
+ 16,24% de DNA intacto. Valores acima de 80% foram observados para o sémen de P. brevis
utilizando o DMSO como crioprotetor controle (NASCIMENTO et al., 2017; NASCIMENTO
et al., 2021). A integridade do DNA ¢ um parametro fundamental para a sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos embrides de peixes (FIGUEROA et al., 2018). Embora o DNA tenha a
capacidade de se reparar em casos de fragmentacgdo, o grau de reparo depende da extensdo do

dano e da qualidade do gameta (TAMBURRINO et al., 2012). Portanto, a avaliacdo dos danos
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ao DNA apds a criopreservagdo permite melhorar os protocolos de criopreservagao,
otimizando-os para reduzir as criolesdes da cromatina (CARTON-GARCIA ez al., 2013). Nesse
contexto, os baixos percentuais de DNA integro obtidos neste estudo podem estar relacionados
ao processo de criopreservagdo, uma vez que o uso dos crioprotetores ndo demonstrou efeitos
significativamente relevantes.

Varela-Junior et al. (2012) testaram diferentes amidas (DMF) na criopreservagao
do esperma de Tambaqui (Colossoma macropomum) em comparagdo com crioprotetores mais
convencionais como o0 DMSO e glicerol. Os autores observaram altas taxas de DNA integro
nas concentragdes de 5% e 8% de dimetilformamida, com médias de 73,1 +4,2% ¢ 64,6 & 3,0%,
obtendo também a melhor qualidade espermatica pos-descongelamento para a espécie. Ao
analisar a agdo desse crioprotetor no s€émen de curimata (P. brevis), os percentuais de DNA
integro foram menores, alcancando média de 35,50 £ 17,63% na concentracdo de 5%,
evidenciando a baixa eficdcia desse crioprotetor na manutencdo da qualidade do DNA dos
espermatozoides pos-descongelados de P. brevis.

Neste estudo, a avaliagdo da integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides revelou que o tipo de crioprotetor e suas concentragdes influenciaram a
manutenc¢ao da estrutura celular dos espermatozoides pds-descongelamento (Tabela 3). O grupo
controle apresentou média de membrana integra de 55,00 £ 10,45%, enquanto a adicao de
dimetilformamida (DMF) a 5% resultou no menor percentual de integridade da membrana, com
apenas 16,33 + 2,69% (P<0,05). O metanol também apresentou desempenho inferior quando
comparado ao controle (P<0,05), com médias de 22,50 + 3,51% e 24,25 + 8,98% nas
concentragoes de 10% e 15%, respectivamente. Nao foram observadas diferencas estatisticas
entre as concentragdes de etilenoglicol (5%, 10% e 15%) em comparagdo com o controle (P >
0,05).

Na presente pesquisa, observou-se que o etilenoglicol, em comparacdo aos demais
crioprotetores, protegeu melhor as membranas citoplasmaticas dos espermatozoides, o que
também foi constatado por Almeida-Monteiro ef al. (2020) para o sémen vitrificado de P. brevis.
A agdo desse crioprotetor estd relacionada a sua alta capacidade de penetragdo, que reduz as
concentragoes de sais no sémen e atenua os efeitos deletérios nas estruturas dos
espermatozoides (MORAES, 1996). Além disso, o etilenoglicol proporciona maior estabilidade
as estruturas lipidicas da membrana espermatica e protege as células contra alteracdes causadas
pelo choque térmico (MERYMAN; WILLIAMS; DOUGLAS, 1977). Assim, sugere-se que
esse efeito possa ter influenciado para a manutencdo da membrana celular, embora tenha

apresentado desempenho inferior em outros parametros de qualidade espermatica.
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Estudos anteriores conduzidos com o sémen de curimatd, observaram taxas de
integridade da membrana similares as obtidas no presente estudo para o DMSO, com
percentuais de 56,15 + 3,46%, 63,58 £ 6,95%, 63,08 £ 1,92% (NUNES et al., 2016; 2019;
ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2019). Esses resultados, em comparagdo aos demais
tratamentos, foram superiores aos obtidos no presente estudo. Quando observado o sémen
fresco, observa-se que houve uma redugdo significativa na integridade de membrana,
especialmente na concentragao de 5% de dimetilformamida, com média de 16,33 + 2,69%.

E importante considerar que a qualidade inicial do sémen tem influéncia nos
resultados espermaticos apos o descongelamento. De acordo com Solis-Murgas et al. (2011)
diversos fatores podem influenciar as caracteristicas do sémen, como o estado nutricional dos
animais, peso, tipo e dosagem hormonal, clima, época de desova, entre outros. Além disso, a
diminui¢do da qualidade do esperma pode ocorrer durante manuseio e armazenamento do
sémen, que levam a danos na estrutura celular, perda de integridade da membrana e
fragmentacdo do DNA. Contudo, segundo Silva (2024), mesmo utilizando o material seminal
de qualidade inferior, a criopreservacao ainda ¢ uma boa alternativa para a preservacao de
material genético de espécies em ameagadas, como o P. brevis.

De maneira geral, esta pesquisa foi a primeira a investigar o efeito da
dimetilformamida em diferentes concentracdes no s€émen criopreservado de curimatd comum
(P brevis). Com base nos resultados observados, houve um baixo desempenho da
dimetilformamida em quase todos os pardmetros analisados, com menor efeito protetor nas
concentragdes de 5% e 15%. Além disso, foi possivel identificar uma interag¢do significativa
entre os crioprotetores e suas concentragcdes na qualidade espermatica de P. brevis. O metanol
na concentracao de 10%, associado a 5% de glicose, demonstrou eficicia na manutencao da
motilidade (incluindo o VCL e VAP) ap6s o descongelamento, superando o tratamento controle
com DMSO, que, conforme registrado por Nunes et al. (2016), ¢ considerado o melhor meio
de congelamento para o curimatd comum. Em relagdo aos outros parametros, o metanol
manteve-se com meédias semelhantes aos outros tratamentos. Embora os espermatozoides
tenham apresentado baixa motilidade com o etilenoglicol, os percentuais de membrana integra

e DNA foram semelhantes ao controle (DMSO).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que, dentre os crioprotetores testados, o meio com 10% de metanol
associado a glicose 5% ¢ uma alternativa promissora ao uso de DMSO durante criopreservacao
seminal de P. brevis. Essa solugdo promoveu melhores resultados na cinética ¢ morfologia
espermatica pds-congelacao. Entretanto, novos estudos devem ser realizados para identificar
seu mecanismo de acdo e efeitos sobre as integridades da membrana plasmatica e do DNA
espermatico. Tal conhecimento subsidiard a ado¢do de medidas que previnam danos a essas

estruturas, aumentando o potencial desse crioprotetor em alternancia ao DMSO.
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