UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Veterinaria
Programa de P6s-Graduacgdo em Veterinaria

?/;EDER%
T4 O

_/\ a\<
)y s <
CKV um
w —
> (@]
Z N}

7 ey O

e
ASTBRAOV

Dissertacao

DMSO associado com acUcares na criopreservacao esperméatica de Pacu

Diego Martins Pires

Pelotas, 2017



Diego Martins Pires

DMSO associado com acgucares na criopreservacao espermatica de Pacu

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-
Graduacdo em Veterinaria da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a obtencédo do
titulo de Mestre em Ciéncias (area de
concentragdo: Sanidade Animal).

Orientador: Dr. Antonio Sergio Varela Junior
Coorientadora: Dr2. Carine Dahl Corcini

Pelotas, 2017



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas

Catalogagdo na Publicacao

P667d Pires, Diego Martins

DMSO associado com aglcares na criopreservagdo espermatica
de Pacu / Diego Martins Pires ; Antonio Sergio Varela Junior,
orientador ; Carine Dahl Corcini, coorientadora. — Pelotas, 2017.

44 f,

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, 2017.

1. Pacu. 2. Agucares. 3. Citometria de fluxo. 4. Cinética. I. Varela
Junior, Antonio Sergio, orient. Il. Corcini, Carine Dahl, coorient. Ill.
Titulo.

CDD : 636.0898

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842




Diego Martins Pires

DMSO associado com agucares na criopreservacao espermética de Pacu

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias, Programa de PoOs-Graduacdo em Veterindria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 16/02/2017

Banca examinadora:

Prof. Dr. Antonio Sergio Varela Junior (Orientador)
Doutor em Aquicultura pela Universidade Federal do Rio Grande - FURG

Prof. Dr2. Carine Dahl Corcini
Doutor em Biotecnologia pela Universidade Federal de Pelotas - UFPEL

Prof. Dr2, Karina Lemos Goularte
Doutor em Ciéncias pela Universidade Federal de Pelotas - UFPEL

Prof. Dr. Rodrigo Dessesards Jardim
Doutor em Zootecnia pela Universidade Federal de Pelotas - UFPEL



Agradecimentos

Agradeco a Deus pela vida que tenho.

Aos meus pais, Elio (in memoriam) e Cleuza, pelo exemplo de vida e apoio
em minhas decisfes.

A minha namorada, Vitoria, pelo carinho e ombro amigo e por estar sempre
presente me incentivando para que este projeto fosse concluido.

Ao meu orientador, Antonio Sergio, que tenho grande admiracao pela sua
vasta experiéncia, a quem devo meu grande desempenho profissional, que sempre
me depositou muita confianga e oportunidades de crescimento profissional.

As colegas Jéssica, Fernanda e Alessandra, as quais me ensinaram muito do
gue sei, sempre ajudando no que precisava, ao apoio e principalmente pela
amizade.

Ao Grupo ReproPel, pelo convivio e por toda a estrutura disponivel para a
realizacdo deste projeto.

A Piscicultura Panama pela disponibilidade do espaco, bem como o material
de seus peixes, para que este experimento pudesse ser realizado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concesséo da bolsa de estudos.

A minha familia, amigos e a todos que me cercam, que de uma forma ou

outra, participaram de mais uma etapa de minha vida.

Muito Obrigado!



Resumo

PIRES, Diego Martins. DMSO associado com acgUcares na criopreservagao
espermatica de Pacu. 2017. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa
de P6s-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2017.

A técnica de criopreservacdo esperméatica é simples e possibilita a criacdo de
bancos de germoplasma, permitindo a conservacdo da diversidade genética e
reposicdo de espécies ameacadas de extingdo. No entanto, durante o processo de
criopreservacdo as células congeladas podem ser danificadas pela toxicidade de
crioprotetores, pelos cristais de gelo, resultando em danos ao DNA, mitocondria,
membrana e interferindo na cinética dos espermatozoides. O objetivo do trabalho é
avaliar o efeito da associacdo de DMSO 10% aos acucares trealose, rafinose,
sacarose e lactose nas concentracdes de 50 mM, 100 mM e 150 mM, sobre as
células espermaticas de Piaractus mesopotamicus. Foi coletado esperma dos
animais, através de massagem abdominal, sendo induzidos hormonalmente com
extrato de hipdfise de carpa 12h antes da extrusdo. Em seguida, as amostras
coletadas foram diluidas em Beltsville Thawing Solution (BTS), contendo o
crioprotetor penetrante dimetilsulfoxido (DSMO) a concentracdo de 10% (controle) e
nos demais tratamentos foram adicionados as diferentes concentracdes dos
acucares. Apos 60 dias, foram feitas analises de movimentacao celular (motilidade
total e progressiva, periodo de motilidade, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR,
LIN, WOB, ALH e BCF) pelo Computer Assisted Semen Analysis (CASA) e analise
das estruturas celulares: integridade de DNA, de membrana, funcionalidade
mitocondrial, fluidez de membrana e espécies reativas de oxigénio (ROS), através
de citometria de fluxo. Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro — Wilk, com
posterior analise de variancia através do teste de Kruskal Wallis, devido os dados
nao se comportarem de forma paramétrica. As avaliacbes de motilidade total e
periodo de motilidade se mostraram melhores quando associado 100 mM de
rafinose ao DMSO 10% (P < 0.05). O deslocamento lateral da cabeca (ALH) obteve
bom resultado quando utilizado a associacdo de DMSO 10% com 100 mM de
lactose, 150 Mm de sacarose e 150 mM de rafinose, mostrando-se melhor (P < 0,05)
que o tratamento sem adicdao de lactose (0 mM). Em conclusao, considerando os
parametros cinéticos essenciais na criopreservagcao espermatica, os resultados das
avaliacbes de periodo de motilidade e motilidade total apresentaram suas melhores
taxas no tratamento contendo rafinose 100 mM associado ao DMSO 10%.

Palavras-chave: Pacu; acUcares; citometria de fluxo; cinética



Abstract

PIRES, Diego Martins. Association between DMSO and sugars in the sperm
cryopreservation of Pacu 2017. 44f. Dissertation (Master degree in Sciences) -
Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

The technique of sperm cryopreservation is simple and allows the creation of
germplasm banks, allowing the conservation of genetic diversity and replacement of
endangered species. However, during the cryopreservation process the frozen cells
can be damaged by cryoprotectant toxicity by ice crystals, resulting in damage to
DNA, mitochondria, membrane and interfering with sperm kinetics. The objective of
this work was to evaluate the effect of the association of 10% DMSO on trehalose,
raffinose, sucrose and lactose at 50 mM, 100 mM and 150 mM concentrations on the
sperm cells of Piaractus mesopotamicus. Sperm were collected from the animals
through abdominal massage, being hormonally induced with carp pituitary extract
12h before extrusion. Then the samples were diluted in Beltsville Thawing Solution
(BTS) containing the penetrant cryoprotectant dimethylsulfoxide (DSMO) at 10%
concentration (control) and in the other treatments were added the different
concentrations of sugars. After 60 days, cell movement analysis (total and
progressive motility, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH and
BCF) were performed by Computer Assisted Semen Analysis (CASA) And analysis
of cell structures: DNA integrity, membrane integrity, mitochondrial functionality,
membrane fluidity and reactive oxygen species (ROS), through flow cytometry. The
Shapiro - Wilk normality test was performed, with subsequent analysis of variance
using the Kriskal Wallis test, because the data did not behave in a parametric
manner. The evaluations of total motility and motility period were better when
associated with 100 mM raffinose at 10% DMSO (P <0.05). The lateral displacement
of the head (ALH) obtained a good result when using the association of 10% DMSO
with 100 mM lactose, 150 mM sucrose and 150 mM raffinose, showing better (P
<0.05) than the treatment without Addition of lactose (0 mM). In conclusion,
considering the kinetic parameters essential for sperm cryopreservation, the results
of the motility and total motility period evaluations presented their best rates in the
treatment containing 100 mM raffinose associated with 10% DMSO.

Keywords: Pacu; Sugars; Flow cytometry; Kinetics
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1 Introducéo

A criopreservacdo de espermatozoides € uma técnica simples, porém
importante para a conservagdo das espécies, como forma de preservacdo da
biodiversidade (MARTINEZ-PARAMO et al, 2009). Sendo utilizada para protecéo
das linhagens e como uma ferramenta util para facilitar a reproducdo animal.
Estudos dessas técnicas tem sido amplamente desenvolvidos e aplicados aos
peixes nos ultimos anos, devido ao grande investimento em reproducao por parte da
piscicultura, proporcionando beneficios como continuo fornecimento de sémen de
boa qualidade para fertilizacéo artificial (VARELA et al. 2012), sendo cruciais para a
conservacgao de recursos aplicados a aquicultura. Além disso, a técnica possibilita a
criacdo de bancos de germoplasma, pois permite a conservagao da diversidade
genética e reposicao de espécies ameacadas de extincdo (VIVEIROS et al. 2009,
MARTINEZ-PARAMO et al. 2009).

No entanto, estas células congeladas podem ser danificadas pela toxicidade
de crioprotetores, resultando em danos ao DNA, mitocondria, bem como outras
lesbes (OGIER DE BAULNY et al, 1997; CABRITA et al, 1998; BABIAK et al, 2001;
LAHNSTEINER et al, 1995; CABRITA et al, 2005). Estes danos nhem sempre séo
ultra-estruturais, podendo ser expressos em varias fases, tais como a motilidade do
esperma, fertilizagdo ou capacidade de desenvolvimento. Isto acontece no processo
de congelamento e descongelamento dos espermatozoides, onde pode ser gerados
efeitos nas células espermaticas como, por exemplo, a formacao do cristal de gelo,
onde, devido ao choque térmico causado pelo rapido reestabelecimento do
metabolismo celular apés o descongelamento, sdo evidenciados danos funcionais
bioguimicos, redugéo de motilidade, viabilidade e dificulta a fertilizagdo. (LEBOEUF
et al, 2000).

O stress oxidativo, por sua vez, tem sido destacado nos ultimos anos no que
se refere a tais danos (THUWANUT et al, 2008). Desta forma, alguns estudos
demonstraram que a técnica de criopreservacao induz o aumento na producéo de
Espécies Reativas de Oxigénio - ROS (CHATTERJEE & GAGNON, 2001; TSELKAS
et al, 2000) e diminuiu a taxa de antioxidantes (BILODEAU et al, 2000; MARTI et al,
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2008). Sabe-se que elevados niveis de ROS podem danificar lipidios, proteinas e
DNA, e, assim, poderia ser responsavel pela reducdo da viabilidade de
espermatozoides criopreservados. Por esta razdo, os crioprotetores tém sido
amplamente utilizados nos protocolos de congelamento de sémen, pois reduz a
temperatura de congelamento da célula, impedindo a formagéo de cristais de gelo
intra e extracelular (CARNEIRO 2007). Assim, partir da técnica de criopreservacao é
possivel destacar a importancia dos crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes,
que podem oferecer efeitos nos celulares esperméticos, causando reducao de danos
induzidos no pré e pos congelamento (CORCUERA et al, 2007). No entanto, durante
a criopreservacao, alguns fatores podem alterar o estado fisiologico dos
espermatozoides, tais como a composicao do diluente, as taxas de congelamento e
descongelamento, além do proprio crioprotetor utilizado, tendo em vista sua
concentracdo (LAHNSTEINER et al, 1995; CHAO & LIAO, 2001).

Os crioprotetores penetrantes, tais como Dimetil Sulfoxido (DMSO) e Metanol
(MeOH), tem sido comumente usado na criopreservacdo de sémen de peixes,
trazendo bons resultados em seus experimentos. Entretanto, tais estudos confirmar
gue um crioprotetor penetrante pode melhorar motilidade do esperma e por sua vez
a fertilizacdo, quando associado a crioprotetores ndo penetrantes, por exemplo,
acucar ou proteina.

Alguns autores afirmam que os crioprotetores ndo penetrantes, como 0S
acucares (dissacarideos), protegerem a membrana celular a partir do volume celular
no congelamento e descongelamento (SILVA et al, 2015), sendo benéfico em muitas
espécies, como os ovinos (AISEN et al 1995; SANCHEZ-PARTIDA et al 1992;
JAFAROGHLI et al, 2011), caprinos (ABOAGLA & TERADA, 2003; bovinos (FOOTE
et al, 1993), e roedores (STOREY et al, 1998). Entre os dissacarideos utilizados
como ndo penetrante, destaca-se a utilizacdo de sacarose como um crioprotetor
mais efetivo (MOCE e VICENTE, 2009). Esses dissacarideos, tais como trealose e
sacarose promovem a desidratacdo celular e influenciam a cristalizagcao padréo de
agua (NICOLAJSEN & HVIDT, 1994), o que contribui para a reducédo da formacgéao
de cristais de gelo na célula (AISEN et al, 2002; CROWE et al, 1998).

Conforme Malo et al (2010), a adicdo de acUcares como extensor de
congelamento, devido a pressdao osmoética, os sacarideos contribuem para a
desidratacdo celular, agindo de fato como crioprotetor, e apds descongelamento

com atuacao sobre a integridade da membrana espermatica, onde as moléculas séao
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capazes de fornecer energia suficiente para os espermatozoides para que ocorra
fertilizacdo. Os efeitos destes crioprotetores também séo evidenciados, por exemplo,
a partir da restauracdo da pressdao osmotica com base na diluicdo durante
descongelamento, onde esta pressao € restaurada aos valores normais. Aisen et al
(2000) afirma que a trealose é capaz de preservar a viabilidade e a integridade da
membrana, podendo preservar areas especificas da membrana do espermatozoide
durante o congelamento e descongelamento e, por sua vez, manter a viabilidade do
espermatozoide durante o teste de tolerancia térmica. Além disso, Piassi et al
(2009), destaca Lactose e Sacarose como crioprotetor eficaz ao espermatozoide,
evidenciando a viabilidade espermatica pés congelamento. A sacarose € capaz de
proporcionar maior atividade enzimatica ao espermatozoide e consequentemente,
uma maior capacidade de fertilizacdo (Babiak et al, 2001). Atualmente existem
estudos que objetivam desenvolver protocolos para congelamento de sémen de
coelho, utiizando DMSO em combinagdo com sacarose como crioprotetor nao
permeavel, (IAFFALDANO et al, 2012; ROSATO & IAFFALDANO, 2013).

Devido as caracteristicas do sémen, tais como morfologia e fisiologia, variar
entre as espécies, o desenvolvimento desses protocolos torna-se muito mais exigido
para a criopreservacdo de sémen de espécies especificas. Tais protocolos
dependem da padronizacdo através da determinacdo de diluentes e crioprotetores
mais eficazes para a espécie em questdo, mantendo a alta qualidade espermatica
mais proxima possivel quando fresco (LAHNSTEINER et al, 1995; GLOGOWSKI et
al, 1999). Mais de 17 espécies de peixes ja tém seu protocolo de criopreservacéo de
sémen determinado, por exemplo, pertencentes as familias Characidae,
Prochilodontidae, Anastomidae e Pimelodidade (CAROSFELD et al, 2003;
VIVEIROS & GODINHO, 2009).

O pacu (Piaractus mesopotamicus), por sua vez, mostra grande aceitagcédo na
piscicultura brasileira (CASTAGNOLLI & ZUIM, 1985), sendo um grande peixe
tropical characiforme, classificado como herbivoro / frugivoro. A espécie é
intensivamente cultivada em diferentes regides da América do Sul (Abimorad et al.,
2008, Jomori et al., 2008). O pacu é caracterizado como uma espécie migratoria e
tem um ciclo reprodutivo sazonal (Zaniboni-Filho & Weingart, 2007), onde sua
reproducao ocorre entre os meses de novembro e janeiro. O P. mesopotamicus, por

sua vez, mostra grande aceitacdo na piscicultura brasileira (CASTAGNOLLI & ZUIM,



12

1985), no entanto, ndo ha registro de um protocolo de utilizacdo da técnica de
criopreservacao para esta espécie.

Desta forma, o objetivo do trabalho € avaliar o efeito da associacdo de DMSO
10% aos acucares lactose, trealose, sacarose e rafinose nas concentracdes de 0
mM, 50 mM, 100 mM, e1l50 mM sobre as células espermaticas de Pacu (Piaractus

mesopotamicus).
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DMSO associado com agucares na criopreservagdo espermatica de Pacu

Association between DMSO and sugars in the sperm cryopreservation of Pacu
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Resumo

A técnica de criopreservacdo espermatica € simples e possibilita a criacdo de bancos de
germoplasma, permitindo a conservacdo da diversidade genética e reposicdo de espécies
ameacadas de extin¢do. No entanto, durante o processo de criopreservacdo as células
congeladas podem ser danificadas pela toxicidade de crioprotetores, pelos cristais de gelo,
resultando em danos ao DNA, mitocondria, membrana e interferindo na cinética dos
espermatozoides. O objetivo do trabalho é avaliar o efeito da associacdo de DMSO 10% aos
acucares trealose, rafinose, sacarose e lactose nas concentracdes de 50 mM, 100 mM e 150
mM, sobre as células espermaéticas de Piaractus mesopotamicus. Foi coletado esperma dos
animais, através de massagem abdominal, sendo induzidos hormonalmente com extrato de
hipdfise de carpa 12h antes a extrusdo. Em seguida, as amostras coletadas foram diluidas em
Beltsville Thawing Solution (BTS), contendo o crioprotetor penetrante dimetilsulfoxido
(DSMO) a concentragdo de 10% (controle) e nos demais tratamentos foram adicionados as
diferentes concentracdes dos acgucares. Apds 60 dias, foram feitas analises de movimentacao
celular (motilidade total e progressiva, periodo de motilidade, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL,
VSL, STR, LIN, WOB, ALH e BCF) pelo Computer Assisted Semen Analysis (CASA) e
analise das estruturas celulares: integridade de DNA, de membrana, funcionalidade
mitocondrial, fluidez de membrana e espécies reativas de oxigénio (ROS), atraves de
citometria de fluxo. Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro — Wilk, com posterior
analise de variancia através do teste de Kruskal Wallis, devido os dados ndo se comportarem

de forma paramétrica. As avaliacdes de motilidade total e periodo de motilidade se mostraram
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melhores quando associado 100 mM de rafinose ao DMSO 10% (P < 0.05). O deslocamento
lateral da cabeca (ALH) obteve bom resultado quando utilizado a associacdo de DMSO 10%
com 100 mM de lactose, 150 Mm de sacarose e 150 mM de rafinose, mostrando-se melhor (P
< 0,05) que o tratamento sem adicdo de lactose (0 mM). Em conclusdo, considerando 0s
parametros cinéticos essenciais na criopreservacdo espermatica, os resultados das avaliacdes
de periodo de motilidade e motilidade total apresentaram suas melhores taxas no tratamento

contendo rafinose 100 mM associado ao DMSO 10%.

Palavras-chave: Pacu; agucares; citometria de fluxo; cinética

1. Introducao

A criopreservacao de espermatozoides € uma técnica simples, porém importante para a
conservacdo das espécies, além de manter a variabilidade da biodiversidade (MARTINEZ-
PARAMO et al, 2009), sendo utilizada para protecio das linhagens e da reproducio animal.
Estudos dessas técnicas tem sido amplamente desenvolvido e aplicadas aos peixes nos ultimos
anos, devido ao grande investimento em reproducdo por parte da piscicultura, facilitando o
continuo fornecimento de esperma de boa qualidade para fertilizacdo artificial (VARELA et
al. 2012). Além disso, a técnica possibilita a criacdo de bancos de germoplasma, pois permite
a conservacdo da diversidade genética e reposicdo de espécies ameacadas de extincdo
(VIVEIROS et al. 2009, MARTINEZ-PARAMO et al. 2009).

Os crioprotetores tém sido amplamente utilizados nos protocolos de congelamento
espermatico, pois reduzem a temperatura de congelamento da célula, impedindo a formacao
de cristais de gelo intra e extracelular (CARNEIRO, 2007). Assim, partir da técnica de
criopreservacdo é possivel destacar a importancia dos crioprotetores penetrantes e nao
penetrantes, que podem oferecer efeitos nas celulares espermaticas, causando reducgdo de
danos induzidos no pré e pos congelamento (CORCUERA et al, 2007). Os crioprotetores
penetrantes, tais como Dimetil Sulféxido (DMSOQO) e Metanol (MeOH), tem sido comumente
usados na criopreservacdo espermatica de peixes, trazendo bons resultados em seus
experimentos (CAROSFELD et al., 2003). Entretanto, tais estudos confirmar que um
crioprotetor penetrante pode melhorar motilidade do esperma e por sua vez a fertilizagéo,
quando associado a crioprotetores ndo penetrantes, por exemplo, aglcar ou proteina. A
utilizacdo de agucares como a rafinose tem sido também utilizado na criopreservagdo de

odcitos de mamiferos, onde sua adi¢do intra e extracelular associados a pequenas quantidades



16

de dimetilsulfoxido traz em boas taxas de fertilizagdo e desenvolvimento (EROGLU, 2010).
Alguns autores afirmam que crioprotetores como os aglcares, protegerem a membrana celular
a partir do volume celular no congelamento e descongelamento (SILVA et al, 2015), sendo
benéfico em muitas espécies, como em ovinos (AISEN et al 2005; SANCHEZ-PARTIDA et
al 1992; JAFAROGHLI et al, 2011), caprinos (ABOAGLA & TERADA, 2003), bovinos
(FOOTE et al, 1993), e roedores (STOREY et al, 1998). Os efeitos destes crioprotetores
também sdo evidenciados, por exemplo, a partir da restauracdo da pressdo osmotica com base
na diluicdo durante descongelamento, onde esta pressdo € restaurada aos valores normais.
Felizardo et al (2010) sugere que a utilizagdo de combinagdes entre crioprotetores pode trazer
melhor eficacia crioprotetora, confirmada através da avaliacdo de motilidade espermatica.

Atualmente existem estudos que objetivam desenvolver protocolos para congelamento
espermatico, utilizando DMSO em combinacao de aglicares como a sacarose, crioprotetor ndo
penetrante, por exemplo, em coelhos (IAFFALDANOET al, 2012;, ROSATO &
IAFFALDANO, 2013). Desta forma, devido caracteristicas do sémen, tais como morfologia e
fisiologia, variar entre as espécies, o desenvolvimento desses protocolos torna-se muito mais
exigido para a criopreservacdo de sémen de espécies especificas. Tais protocolos dependem
da padronizagdo através da determinacdo de diluentes e crioprotetores mais eficazes para a
espécie em questdo mantendo a alta qualidade do descongelado assim como € quando fresco
(LAHNSTEINER et al, 1995; GLOGOWSKI et al, 1999). Mais de 17 espécies de peixes ja
tém seu protocolo de criopreservacdo espermatica determinado, por exemplo, pertencentes as
familias Characidae, Prochilodontidae, Anastomidae e Pimelodidade (CAROSFELD et al,
2003; VIVEIROS & GODINHO, 2009).

O Piaractus mesopotamicus (Pacu) é um grande peixe tropical characiforme,
classificado como herbivoro / frugivoro. A espécie é intensivamente cultivada em diferentes
regides da Ameérica do Sul (ABIMORAD et al., 2008, JOMORI et al., 2008). O pacu €
caracterizado como uma espécie migratoria e tem um ciclo reprodutivo sazonal (ZANIBONI-
FILHO & WEINGART, 2007), onde sua reproducdo ocorre entre 0s meses de novembro e
janeiro. O P. mesopotamicus, por sua vez, mostra grande aceitacdo na piscicultura brasileira
(CASTAGNOLLI & ZUIM, 1985), no entanto, ndo ha registro de um protocolo de utilizacéo

da técnica de criopreservacao para esta espécie.

O objetivo do trabalho é avaliar o efeito da associacdo de DMSO 10% aos acUcares
lactose, trealose, sacarose e rafinose nas concentragdes de 0 mM, 50 mM, 100 mM, €150 mM
sobre as células espermaticas de Pacu (Piaractus mesopotamicus).
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2. Material e Métodos

Os espermas dos peixes foram coletados, na propriedade de piscicultura Panama
localizada no municipio de Paulo Lopes — SC. Os animais foram induzidos hormonalmente
com extrato de hipofise de carpa e ap6s 12h, receberam massagem abdominal para extrusdo
do esperma. O contetdo coletado foi armazenado em tubos falcon e mantidos em isopor com
temperatura de 8°C, onde posteriormente foi avaliado em microscopio de contraste de fases,
em lamina sob laminula. Foram congeladas apenas as amostras que obtiveram 80% ou mais
de motilidade (subjetiva) apos 10 segundos de ativacdo e que nao foram contaminadas com
fezes, urina ou ativacdo com &gua. Em seguida, foi adicionado ao esperma coletado Beltsville
Thawing Solution (BTS), segundo protocolo de Pursel & Johnson (1975), com pH 7,2 e
osmolaridade 330 mOsm/Kg, na proporcdo 1:9 (v/v). As amostras foram divididas em 4

partes, para a realizacdo dos seguintes experimentos:

Para realizacdo dos experimentos, foram adicionados o0s agUcares Lactose
(experimento 1), Trealose (experimento 2), Sacarose (experimento 3) e Rafinose
(experimento 4), nas concentrac6es de 0, 50, 100 e 150 mM, ambos associados ao crioprotetor
penetrante Dimetilsulfoxido (DSMO) a 10%.

Apobs, envasadas em palhetas de 0,25ul, devidamente identificadas, vedadas com
alcool polivinilico e armazenadas em raques de metal, as amostras foram deixadas a
temperatura ambiente por 20 minutos, para maior contanto entre o esperma e 0s tratamentos.
Em seguida as raques foram colocadas em botijdo Dryshipper com vapor de nitrogénio a -70°

C por 12 horas, e transferidas para botijdo de nitrogénio liquido a -196°C.

Apods 60 dias, as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 45°C por 8
segundos, o contetdo das mesmas foram colocados em tubo c6nico de 1,5 mL e armazenados
resfriados a 4° C. Foram realizadas as andlises de cinética espermatica e funcionalidade

celular.

2.1. Cinética Espermatica

A analise de cinética espermatica foi realizada através do equipamento Computer
Assisted Semen Analysis (CASA), usando o software Sperm Vision® (Minitube). Para
obtencdo dos dados, foram capturados 10 campos tendo ao final no minimo 500 células. Os
pardmetros para avaliacdo cinética, foram motilidade total (%), motilidade progressiva (%),
distancia média percorrida DAP (um), distancia curvilinea DCL (um), distancia retilinea DSL
(um), velocidade média do percurso VAP (um/s), velocidade curvilinea VCL(um/s),
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velocidade retilinea VSL (um/s), retilinearidade STR (VSL/VAP, %), linearidade LIN
(VSL/VCL, %), oscilagdo (WOB), deslocamento lateral da cabeca ALH (um), frequéncia de
batimento cruzado BCF(Hz). O periodo de motilidade, foi avaliado pela interrup¢éo total da
circulacdo progressiva de espermatozoides, ap6s ativagdo com agua Milli-Q, seguindo o

método descrito por Sorensen Janior (1979).

2.2. Funcionalidade Celular

A analise das estruturas celulares (integridade de DNA, membrana, mitocondria,
fluidez de membrana e espécies reativas de oxigénio) foi realizada através da citometria de
fluxo Attune Acoustic Focusing® (Life Technologies) composto por dois lasers, sendo um
azul (Argonio 488 nm) e outro violeta (UV 405 nm). Para a deteccdo da populacdo de
espermatozoides, eventos ndo-espermatozoides foram removidos pela dispersdo de FSC x
SSC (Petrunkina et al, 2005; Piehler et al, 2006) e para a eliminacéo de detritos foi utilizada a
coloragdo das células pelo Hoechst 33342 numa concentragdo de 16,2 mM (Sigma -
AldrichCo. - St. Louis , MO , EUA), exceto para o taxa de fragmentacdo do DNA. Para a
leitura dos parametros, todas as células foram coradas com fluoréforos e ap6s 10 min,
adicionado PBS livre de célcio (80g de NaCl, 11,5gde KCI, 24g de Na2HPO4, 2g de
KH2PO4 em 1L &gua deionizada). Sendo feita a leitura de 20.000 espermatozoides por

amostra, com um fluxo de 200 células/s.

2.2.1. Integridade de membrana

Para avaliacdo da integridade de membrana, foram utilizados fluordéforos, sendo eles,
Sybrl4 e iodeto de propidio (IP) (Minitlibe, Tiefenbach, Germany). Assim, através das
amostras de sémen descongelado, foram confeccionadas aliquotas misturadas com as devidas
sondas fluorescentes (0,25 uM de Sybrl4 e 7,5 uM IP conforme instrugdes do fabricante —
Minitibe) e incubadas por 5 minutos. Para a classificagdo, foram considerados
espermatozoides ndo lesados, aqueles com membrana funcional (Sybr + / IP-) e lesados
aqueles espermatozoides com membrana ndo funcional (Sybr + / IP +; Sybr- / IP +; Sybr- /
IP-) (Figueroa et al 2015).
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2.2.2. Fluidez de Membrana

Para analise de fluidez de membrana foram utilizados 2,7 pM de merocianina
hidrofobico 540 (M540) e 0,1 uM de YO PRO-1 (Invitrogen - Eugene, OR, EUA), adicionado
a 10 pL de amostra descongelada incubados por 5 min. Para avaliacdo, foram classificadas
células espermaéticas integras com fluidez alta (alta concentracdo de M540) e células
espermaticas com fluidez baixa (baixa concentragdo de M540). Para calcular a taxa de fluidez
de membrana foi utilizado numero de espermatozoides com baixa fluidez, dividindo pelo
numero de espermatozoides com baixa fluidez, somados aos espermatozoides com alta fluidez
*100. Para esta avaliacdo, sdo considerados apenas espermatozoides integros, ou seja, aqueles
negativos no fluor6foro YO-PRO, (Fernandez-Gago et al 2013).

2.2.3. Funcionalidade Mitocondrial

Para avaliacdo da funcionalidade mitocondrial, foi utilizada uma sonda especifica
contendo 3,1 pM de Rhodamina 123 (fluorescéncia verde) e 7,5 pM de IP em 10 pL de
amostra descongelada por 5 min. A classificacdo funcional das células se da em alta e baixa
funcionalidade, ou seja, alta fluorescéncia pela acumulacdo de Rhodamina e baixa
fluorescéncia pela acumulacdo de Rhodamina. Desta forma, apenas espermatozoides integros
(IP negativo) sdo avaliados (Liuet al 2015). Atraves do célculo (numero de espermatozoides
com alto potencial de membrana mitocondrial/ nimero de espermatozoides alto potencial de
membrana mitocondrial + espermatozoides com baixo potencial de membrana mitocondrial

*100), é obtida a taxa de funcionalidade de mitocéndria.

2.2.4. Concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A concentracdo de ROS, foi realizada através de 1.0 uM do fluoréforo 2'7'
diclorofluoresceinadiacetato (H2DCFDA) (emite fluorescéncia verde quando oxidado) e
7.5uM de IP. Foi utilizada a intensidade mediana de fluorescéncia verde apenas para

espermatozoides integros (IP-) (Dominguez-Rebolledo et al. 2011).

2.2.5. Integridade de DNA

A integridade de DNA foi avaliada pelo ensaio da estrutura de cromatina (SCSA).
Assim, 10puL das células espermaticas descongeladas sdo demarcas com 5uL de TNE (0.01 M
Tris-HCI; 0.15 M NaCl; 0.001 M EDTA; pH 7,2), 10pL de Triton 1X (Triton X-100, 1%) (v /
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v) com intervalos de 30 segundos, para verificacdo desse parametro. Logo apo6s, € adicionado
e incubado por 30 segundos, o corante acrimine orange, ndo ultrapassando o periodo de 2
minutos para fazer a leitura. Ja a classificacdo espermatica se da através de integridade e
fragmentacdo (Jenkinset al 2015), sendo DNA integro (verde) e DNA fragmentado
(laranja/vermelho). Para obtencdo da taxa desta avaliacéo, se é calculado através do nimero
de espermatozoides com DNA fragmentado/nimero de espermatozoides DNA integro +

espermatozoides com DNA fragmentado *100.

2.3. Estatistica

Neste trabalho, os dados descritivos (média e erro padrdo da média) foram gerados
para cada uma das variaveis dependentes, sendo eles: integridade da membrana plasmatica,
indice de fragmentacdo do DNA e da fluidez da membrana plasmatica, motilidade total de
esperma, funcionalidade mitocondrial, espécies reativas de oxigénio (ROS), motilidade total e
progressiva do esperma, e seu periodo de motilidade. Para todas estas varidveis dependentes
foi realizada a anélise de normalidade pelo teste de Shapiro - Wilk. Depois foi realizado teste
de Kruskal Wallis devido os dados se comportarem de forma ndo paramétricos. Foi utilizado
0 software Statistix® 2009.

3. Resultados

No experimento 1 (Tabela 1), avaliaces deslocamento lateral da cabeca (ALH) obteve
bom resultado quando utilizado a associacdo de 100 mM de lactose com o DMSO 10%,
mostrando-se melhor (P < 0,05) que o tratamento sem adi¢é@o de lactose (0 mM). O tratamento
de 100 mM de Lactose com DMSO 10 %, também apresentou melhor resultado (P < 0.05)
com relacdo a avaliacdo de integridade de mitocondria. N&o houve diferenca de resultados (P
> 0,05) entre a adicdo ou ndo de lactose a solugédo diluidora nas avaliacbes de motilidade total
e progressiva, periodo de motilidade, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB,
ALH, BCF, integridade e fluidez de membrana, ROS e integridade de DNA, no presente

experimento.

A trealose associada a 10% de DMSO ndo incrementou a preservacdo das celulas
espermaticas, pois as avaliacdes de motilidade total e progressiva, cinética espermatica (DAP,
DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH E BCF), integridade de membrana,
integridade mitocondrial, fluidez de membrana, espécies reativas de oxigénio e integridade de
DNA, nos tratamentos com adicdo deste aglUcar, ndo diferiram (P > 0.05) do tratamento
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controle (0 mM de trealose) no experimento 2. A adicdo de Trealose 50 mM no diluente com
DMSO aumentou (P < 0,05) o periodo de motilidade, quando comparado ao controle (Tabela
2).

No terceiro experimento (Tabela 3), ndo houve diferenca (P > 0.05) nas avaliacGes de
motilidade total e progressiva, periodo de motilidade, cinética espermética (DAP, DCL, DSL,
VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH E BCF), integridade de membrana, fluidez de
membrana, ROS e integridade de DNA entre os tratamentos. No entanto, em comparagdo com
0 tratamento sem adicdo de acucar (0 mM), o parametro ALH (deslocamento lateral da
cabeca), apresentou melhor resultado (P < 0.05) no tratamento contendo DMSO 10%
associado a sacarose na concentragdo de 150 mM.Os tratamentos contendo sacarose (50, 100
e 150 mM), mostraram-se benéficos em comparacdo ao tratamento controle (0 mM) na

avalicdo de integridade de mitocéndria (P < 0.05).

Por fim, no experimento de nimero 4 (Tabela 4), podemos ver que as avaliagBes de
motilidade total e periodo de motilidade se mostraram melhores quando associado 100 mM de
rafinose ao DMSO 10% (P < 0.05). O parametro ALH (deslocamento lateral da cabeca),
apresentou melhor resultado (P < 0.05) no tratamento contendo DMSO 10% associado a 150
mM de rafinose. Com relacdo aos parametros de cinética espermética (DAP, DCL, DSL,
VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB e BCF) e de citometria (integridade de membrana, fluidez
de membrana, integridade de DNA e ROS) ndo houve diferenca (P > 0,05) entre o0s

tratamentos com ou sem associacao da sacarose a0 DMSO 10 % no presente experimento.

4. Discussao

Este € o primeiro estudo que avalia a utilizacdo de agucares na criopreservacao
espermatica de Piaractus mesopotamicus, e devido aos resultados encontrados foi possivel
estabelecer quais agucares tem maior eficiéncia crioprotetora para a célula espermatica da
especie. A rafinose € um sacarideo ndo permeavel que tem sido avaliado mais frequentemente
protocolos de criopreservacdo de espermatozoides de mamiferos, como por exemplo,
roedores. Yokoyama et al. (1990) foram os primeiros a ter sucesso com a utilizagdo deste
acucar na criopreservacdo espermatica em ratos. Segundo Tuncer et. al. (2010), a rafinose
desempenha um papel crioprotetor na motilidade do espermatozoide mamifero, e na protecédo

contra anormalidade do acrossoma e danos ao DNA.

A associacdo das concentracbes dos acgucares aqui testados ao DMSO 10%

apresentaram uma correlacdo negativa e significativa com os pardmetros de cinética, de modo
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gue quanto mais concentrado foi 0 meio em que o espermatozoide se encontrava, menor foi
sua cinética. Desta forma, de acordo com os resultados obtidos no pardmetro ALH
(deslocamento lateral da cabeca) em todos experimentos deste trabalho, o aumento da
viscosidade do acgUcar promoveu queda na velocidade e distancia percorrida pelo

espermatozoide.

Com relagdo as associacOes de agucares ao DMSO 10%, as concentragdes testadas
neste estudo mostraram diferenca significativa na motilidade, podendo ser observado maior
motilidade (37,3%) pos-descongelamento nos espermatozoides criopreservados com
associagdo de 100 mM de rafinose (Experimento 4). Isto indica grande importancia
crioprotetora deste sacarideo, uma vez que estudos anteriores mostram que os efeitos de
DMSO associados com crioprotetores ndo penetrantes, podem ser benéficos em termos de
taxa de motilidade dos espermatozoides de peixes, tais como B. insignis (Viveiros et al.,
2011), B. Orbignyanus (Maria et al., 2006a, b), Colossoma macropomum (Carneiro et al.,
2012), P. mesopotamicus (Orféo et al., 2011), P. brachypomus (Nascimento et al. 2010) e P.

lineatus (Viveiros et al., 2009).

Segundo Billard & Cosson (1992) em termos de cinética espermatica, para espécies de agua
doce com fertilizagdo externa a duracdo da motilidade varia entre 30 e 60 segundos. Dessa
forma, os melhores periodos de motilidade neste estudo, foram os tratamentos associagdo de
DMSO 10% a 50 e 100 mM de rafinose, com periodo de 52,4 segundos ambos tratamentos.
Com base nesses achados, podemos concluir que os periodos de motilidade dos experimentos
realizados neste trabalho corroboram com estudos de criopreservacdo espermatica ja
realizados em peixes.

A funcionalidade mitocondrial espermética tem alta correlacdo com a motilidade
devido a utilizacdo de sacarideos pela mitocondria durante producdo de ATP (NAJAFI et al,
2013). Neste estudo os agucares sacarose (50, 100 e 150 mM) e lactose (100 mM), associados
ao DMSO 10%, apresentaram melhor resultado na avaliacdo de integridade mitocondrial de
espermatozoides de Pacu, chegando a obter 82,8% na concentragcdo de 50 mM de Sacarose.
Farshad e Akhondzadeh (2008) sugeriram que a associagdo de sacarose na criopreservagéo de

semen de cabra melhorou a congelabilidade das amostras

Aboagla & Terada (2003) levantaram a hipotese de que a trealose e a sacarose
penetram na membrana plasmatica dos espermatozoides e formam ligagdes de hidrogénio
com o0s grupos de cabeca fosfolipidios. Assim, eles também criam uma Pressdo, induzindo
desidratagéo celular, aumento da fluidez e menor incidéncia de formacéo de gelo intracelular

(Molinia et al., 1994a, Aisen et al., 2002). No entanto, este trabalho ndo corroborou, uma vez
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que ndo houve diferenca significativa entre a avaliagdo de fluidez de membrana e as
concentragcdes dos agucares testados. Embora néo seja conhecido o mecanismo exato pelo
qual os agucares trealose e sacarose penetrem e preservem a membrana do esperma durante o
congelamento, existe a hipOtese que esses acucares provavelmente impecam a alteracdo

deletéria de fosfolipidios na membrana neste processo (Aboagla e Terada, 2003).

Com relacdo ao DNA, Loi et al. (2008), sugerem que as moléculas de trealose ndo s
interagem com esta organela, mas também formam um grande numero de ligacGes de
hidrogénio entre si, formando um meio vitreo e viscoso, reduzindo assim as flutuacoes
estruturais do DNA e prevenindo sua desnaturacdo. Deste modo, a concentracdo & qual a
trealose exerce protecdo é dependente de espécies, tipo de célula, estado celular e 0 método de
preservacdo (Mittal & Devireddy, 2008). No presente trabalho, os melhores resultados de
integridade de DNA, foram encontrados na associacdo de DMSO 10% com trealose,
especificamente na concentracdo de 150 mM, chegando a 97,4% de integridade. Badr et al.
(2010), indicaram que a adicdo de Trealose (100 mM) ao diluente de congelamento, 6tima
para criopreservacao, levando a reducdo de estresse oxidativo e melhoria da viabilidade e
desenvolvimento embrionério in vitro de esperma de bufalo. Em contrapartida, Kozdrovski
(2009) descreve que mais de uma concentracdo (0, 50 e 100 mM) de trealose em
congelamento de esperma de coelho séo benéficas para motilidade total e progressiva, porém
guanto mais alta concentracdo dos agucares, melhores eram as taxas de integridade de DNA.
No presente trabalho, os melhores resultados de integridade de DNA, foram encontrados na
associacdo de DMSO 10% com trealose, especificamente na concentracdo de 150 mM,
chegando a 97,4% de integridade, corroborando com estudos que utilizam tal avaliagdo em

criopreservacao seminal.

5. Conclusdo

Os parametros cinéticos periodo de motilidade e motilidade total apresentaram suas
melhores taxas no tratamento contendo rafinose 100 mM associado ao DMSO 10% no

descongelamento espermatico de Pacu, Piaractus mesopotamicus.
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Tabela 1: Analise dos parametros cinéticos e de funcionalidade das organelas sob influéncia
da associagdo do DMSO 10% ao acUcar lactose nas concentracfes de 0, 50, 100 e 150 mM.

Os dados estdo expressos em media e erro padrdo da média.

LACTOSE
AVALIACOES 0mM 50 mM 100 mM 150 mM
Mot. Total 331+15° 26,4+1,7" 293+1,7% 306+19%

‘Mot. Prog. . 248+13% 189+15° 201+17° 222+18%
‘Periodo Mot. - 379+65° 41,7+87° 497+73% 205+67%
DAP 158+09° 132+02°  137+02° 135+02°
pcL 227+19° 174+03°  187+06° 180+04°
psL 11,8+08° 96+01° 93+01° 9,4+015°
VAP 37,7+£23* 31,6+06° 334+06% 328+07°
veL 543+48° 416+09° 455+13% 438+13°
wsL 282+19° 228+04° 228+04° 229+04°
STR 07+007% 0,7+0,09° 06+005° 06+008>
N 05+001° 05+001% 05+008° 05+001%®
‘woB 07+001%® 0,7+008° 07+007° 07+008%
ALH 26+009° 20+008" 32+008° 30£01%
‘BCF 231+06% 239+08° 21,9+03% 213+04°
‘Membrana . 483+35° 464+28% 466+29% 487+29%
‘Mitocondria 657+45° 747£37% 788+44% 766+35®
‘Fluidez 655+54° 51,9+4,3° 61,8+43% 537+41%
ROS 20284 +18435°  352,0+653°  1721,3+8748%  2033,1+8524°%
DNA 9%5+02° 96,2+06%® 943+11% 956+04%®

Motilidade total (Mot.Total), motilidade progressiva (Mot. Prog.), periodo de motilidade (Periodo Mot.), distancia média percorrida
(DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade média do percurso (VAP), Velocidade curvilinea (VCL),
velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilagdo (WOB), deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), funcionalidade de membrana (Membrana), funcionalidade mitocondrial
(Mitocdndria), fluidez de membrana (Fluidez), espécies reativas de oxigénio (ROS) e integridade de DNA (DNA), DMSO 10% (0
mM), lactose 50 mM + DMSO 10%, lactose 100 mM + DMSO 10%, lactose 150 mM + DMSO 10 %. Letras diferentes na mesma

coluna apresentam diferenca estatistica (P < 0.05).
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Tabela 2: Analise dos parametros cinéticos e de funcionalidade das organelas sob influéncia
da associacdo do DMSO 10% ao acucar trealose nas concentracdes de 0, 50, 100 e 150 mM.

Os dados estdo expressos em media e erro padrdo da média.

TREALOSE
AVALIACOES 0mM 50 mM 100 mM 150 mM
Mot. Total 31,8+13% 355+1,4° 354+17° 30,6 +1,4°
‘Mot. Prog. 236+11% 267+14% 262+17% 224+14°
Periodo Mot. 326+57° 500+58°% . 437+60% 404+66%
DAP 152+07% 135+02° 127+02° 126+02°
bcL 214+16° 175+03° 169+03° 167+03°
bsL 114+06% 97+02° 90+01° 91+01°
VAP 362+19° 322+06° 304+06° 301+05°
veL 51,1+39% 41,9+08° . 405+09° 398+08°
vsL 271+16° 232+05° 21,6+03° 215+03°
STR 07+006° 07+005° 1 07+006° 07+006°
LIN 05+009° 05+008% 1 05+008% 05+008%
‘woB 07+009° 07+005% 1 07+007% 07+006%
ALH 25+0,08% 27+007% 25+008% 26+008%
BCF 227+05% 224+02°% 21,8+03%® 21,3+03°
‘Membrana 492+28°% 546+21°% . 499+34°% 520%32°%
Mitocondria 706£414° 774£34% 744+28° 735+£38°
Fluidez 644+47° 624+33% 600+37% 634+38%
ROS 2963,7 +1436,1°  461,86+1119° 3680+441° 15151 +563,94 %
DNA 965+02% 955+06° 955+06° 97,4+02°

Motilidade total (Mot.Total), motilidade progressiva (Mot. Prog.), periodo de motilidade (Periodo Mot.), distdncia média percorrida
(DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade média do percurso (VAP), Velocidade curvilinea (VCL),
velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilacdo (WOB), deslocamento lateral da cabega (ALH),
frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), funcionalidade de membrana (Membrana), funcionalidade mitocondrial
(Mitocodndria), fluidez de membrana (Fluidez), espécies reativas de oxigénio (ROS) e integridade de DNA (DNA), DMSO 10% (0
mM), trealose 50 mM + DMSO 10%, trealose 100 mM + DMSO 10%, trealose 150 mM + DMSO 10 %. Letras diferentes na mesma
coluna apresentam diferenca estatistica (P < 0.05).
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Tabela 3: Analise dos parametros cinéticos e de funcionalidade das organelas sob influéncia
da associacdo do DMSO 10% ao agUcar sacarose nas concentragdes de 0, 50, 100 e 150 mM.

Os dados estdo expressos em media e erro padrdo da média.

SACAROSE
AVALIACOES 0mM 50 mM 100 mM 150 mM

Mot. Total 322+14% 323+13% 352+1,2° 30,9+1,6°

‘Mot. Prog. 239+12% 229+13% 262+12° 21,7+16°
Periodo Mot. 347+63° 39,3+72% . 447+55% 395+77°
‘DAP 155+08° 132+02° 132+01° 139+02°
bcL 21+18° 178+03°> 175+02° 187+03°>
bpsL 115407 93+01°> 92+01> 96+01°
VAP 370+21° 320+£05° 31,8+04° 340+05%
v 530+43° . 431+1,0° . 422+07° 455+09°
wvsL 275+18° 225+03° 222+02° 237+03°
STR 07+006% 07+006° 06+006°> 06+006°
uN 05+0,09° 05+0,08> 05+008° 05+008>
“'WoB 07+001%° 07+006% | 07+005° 07+006°
ALH 26+008° 30+0,07° 28+006™ 32+0,07°
‘BCF 229+05° 21,9+03% 21,6 +02° 225+03%
‘Membrana 483+31% 433+32° . 418+30° 554+20°
‘Mitocéndria 684+45° 82,8+30% 82,6+28° 825+36°
Fluidez 672+50° 620+34° 621+39° 699+37°
‘ROS 2648,8 + 16655%  576,5+1552% 18790 +622,0°  323,7+£56,2°
DNA 967+02° 96,1+0,4° 949+05° 1320+36,0°

Motilidade total (Mot.Total), motilidade progressiva (Mot. Prog.), periodo de motilidade (Periodo Mot.), distdncia média percorrida
(DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade média do percurso (VAP), Velocidade curvilinea (VCL),
velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilagdo (WOB), deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), funcionalidade de membrana (Membrana), funcionalidade mitocondrial
(Mitocdndria), fluidez de membrana (Fluidez), espécies reativas de oxigénio (ROS) e integridade de DNA (DNA), DMSO 10% (0
mM), sacarose 50 mM + DMSO 10%, sacarose 100 mM + DMSO 10%, sacarose 150 mM + DMSO 10 %. Letras diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca estatistica (P < 0.05).
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Tabela 4: Analise dos parametros cinéticos e de funcionalidade das organelas sob influéncia
da associacdo do DMSO 10% ao acucar rafinose nas concentragdes de 0, 50, 100 e 150 mM.

Os dados estdo expressos em media e erro padrdo da média.

RAFINOSE
AVALIACOES 0mM 50 mM 100 mM 150 mM
Mot. Total 32,2+1,3" 23,6 £1,6° 37,3+1,8°% 28,0+ 1,3°
‘Mot. Prog. 242+12° 156+15° 276+18% 194+12°
‘Periodo Mot. 380+59° | 524+72% 524+62° 452+81°
DAP 154+08% 129+02° 138+08%° 128+02°
pcL 21,7£17° 170+05° 180+03° 169+03°>
bpsL 115+07% 94+01° 98+03"° 93+01°
VAP 36,6+20° 31,0+08° 330+07% 305+06°
veL 51,7+4,1° . 407+13° 432+09° 403+09°
vsL 27417 225+05° 234+06° 220+04°
STR 0,7+0,06° | 07+009%® 07+008° 07+007%
LN 05+0,09° | 05+001° 05+001° 05+001°
‘woB 0,7+001% | 07+009° 07+007° 07+008%
ALH 254009 30+01™ 28+008% 26+009°
‘BCF 227+05% 238+07% 21,6+03° 223+04%
‘Membrana - 498+33° | 528+23% 479+31° 445+42°
‘Mitocondria | 686+45° 748+32° 703+43% 66,6+47%
Fluidez 658+4,9° 636+30° 647+41° 615+36°
‘ROS 3515,1+1702,9°  1161,4+553,5°  5378,6+34490°  4849+994°
DNA 96,3+02° 97,3+01° 9%6,4+03° 9%6,0+03%

Motilidade total (Mot.Total), motilidade progressiva (Mot. Prog.), periodo de motilidade (Periodo Mot.), distancia média percorrida
(DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade média do percurso (VAP), Velocidade curvilinea (VCL),
velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilagdo (WOB), deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), funcionalidade de membrana (Membrana), funcionalidade mitocondrial
(Mitocéndria), fluidez de membrana (Fluidez), espécies reativas de oxigénio (ROS) e integridade de DNA (DNA), DMSO 10% (0
mM), rafinose 50 mM + DMSO 10%, rafinose 100 mM + DMSO 10%, rafinose 150 mM + DMSO 10 %. Letras diferentes na mesma
coluna apresentam diferenca estatistica (P < 0.05).



3 Consideracgdes Finais

Neste estudo foi possivel compreender caracteristicas importantes para
criopreservacdo seminal de peixes, no caso do Piaractus mesopotamicus, uma vez
que por ter sido o primeiro a utilizar agucares como crioprotetores para
espermatozoides desta espécie, foi possivel estabelecer quais acucares podem ter
eficiéncia crioprotetora a sua célula espermatica.

Considerando o0s parametros cinéticos essenciais nha criopreservacao
espermética, os resultados das avaliacdes de periodo de motilidade e motilidade
total apresentaram suas melhores taxas no tratamento contendo rafinose 100 mM
associado ao DMSO 10%.

Com tudo, €é possivel afirmar, que o desenvolvimento de estudos como este, €
de grande importancia ecoldgica e econbmica, garantindo uma variabilidade
genética de qualidade, uma vez que tais animais possuem ampla exploracao,

podendo ser ameacados de extincao.
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