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RESUMO

O conhecimento das caracteristicas seminais de uma espécie é importante para o
desenvolvimento dos protocolos de preservagdo, promovendo aprimoramento e sucesso na
reproducdo artificial. A preservacao do sémen sob refrigeracao é uma técnica simples e de baixo
custo que promove a viabilidade espermatica por horas ou dias, facilitando metodologias de
reproducdo artificial. O presente estudo teve como objetivo determinar as caracteristicas fisico-
quimicas do sémen do cangati (Trachelyopterus galeatus) e avaliar a toxicidade do DMSO
(dimetilsulfoxido) sobre o sémen da espécie durante o resfriamento. Durante o periodo
reprodutivo, foram coletadas amostras de 20 animais, diretamente do gonopddio em que o
sémen foi coletado com auxilio de seringas. As amostras de sémen coletada, foram analisadas
quanto a cor, volume, pH, taxa de motilidade, concentracdo espermatica e identificacdo de
alteracbes morfoldgicas. Para o teste de refrigeracdo, foi utilizado o sémen de 5 peixes
resultando em 5 amostras de sémen, que foram diluidas em HBSS (Solu¢édo Salina Equilibrada
de Hank’s) adicionado de dimetilsulfoxido (DMSQO) em diferentes concentracoes (2,5%, 5,0%
e 10%) na proporcéo de 1:4 e in natura. As amostras foram mantidas a 4°C por 72 horas e
avaliada em intervalos de 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 hrs. O sémen do cangati apresentou
coloracdo branca e aspecto leitoso, sem variagdo de pH entre 0s espécimes, enquanto que o
volume variou 66,6% entre as amostras. A taxa de motilidade foi de 90,6 + 13,4% e a
concentragdo de 2,7 + 0,7 x10° células mL™. O sémen de T. galeatus apresentou 14,21% de
danos primarios e 15,14% danos secundarios. Foram identificadas altera¢fes tanto na cabeca
quanto na cauda dos espermatozoides. As maiores frequéncias estavam associadas as
anormalidades de cauda dobrada (12,45 +0,32%), cauda fortemente enrolada (4,90 +0,15%) e
defeito na cabeca (3,5% *0,16). Enquanto que as menores frequéncias foram relacionadas as
alteracdes de cauda em formato retroaxial (3,09 +0,13%), cabeca sem cauda (2,54 +0,12%),
cauda fraturada (1,57 £0,07%), cauda enrolada na cabeca (1,14 +0,05%) e espermatozoide com
cauda contendo gota citoplasmatica (0,14 + 0,01%). Durante a refrigeracao, foi verificada boa
qualidade e viabilidade do sémen in natura apds 48 horas. O declinio da motilidade foi
diretamente proporcional ao tempo de armazenamento. O mesmo resultado foi observado nos
tratamentos com o DMSO. Foi encontrada diferenca significativa (p<0,05), entre os intervalos
de tempo do sémen diluido em HBSS para taxa de motilidade e observado que a partir do
intervalo de 12 horas, os espermatozoides estavam completamente inativos. O mesmo
acontecendo para HBSS + DMSO (10%). N&do houve diferenca significativa entre os
tratamentos, sémen in natura, HBSS+DMSO 2,5% e HBSS+ DMSO 5,0%, estes tratamentos
indicaram maiores porcentagens ap0s 48 horas de refrigeracdo (35+ 8,6%), (35x5%) e
(37,5+£10%) respectivamente. Os tratamentos com 2,5% e 5,0 % de DMSO apresentaram
porcentagem de células mdveis de 20+4 apds 72 horas de refrigeracdo. A refrigeracdo do sémen
de cangati é uma alternativa viavel, sendo possivel manter por 48 horas uma apropriada
qualidade e viabilidade das células espermaticas. O uso do crioprotetor DMSO nas
concentracdes de 2,5% e 5,0% incorporado ao diluidor HBSS favorece o prolongamento da
viabilidade dos espermatozoides com porcentagem de células moéveis de 35 + 5.0 % e 37,5+
10,3% respectivamente apds 48horas de refrigeracéo.

Palavras —chaves: Conservacdo de gametas. Parametros Espermaticos. Trachelyopterus
galeatus. Cangati. Espermatozoide



ABSTRACT

Knowledge of the seminal particulars of a species is important for the development of
preservation protocols, promoting improvement and success in artificial reproduction.
Conservation of semen in refrigeration is a simple and low-cost technique which promotes
sperm viability for hours or days, facilitating artificial reproduction methods. The present study
aimed to determine the particulars physicochemical semen of cangati (Trachelyopterus
galeatus) and assess the toxicity of DMSO (dimethylsulfoxide) on the semen of the species
during cooling. During the reproductive period the reproductive, samples were collected from
period 20 animals, directly in the gonopodium in which the semen was collected using syringes.
The semen samples collected were analyzed for, color, volume, pH, motility rate, sperm
concentration and identification of morphological changes. For the refrigeration test, 5 fish
semen was used resulting in 5 semen samples, that have been diluted in HBSS (Hank’s
Balanced Saline Solution) added from dimethylsulphoxide (DMSO) in different concentrations
(2.5%, 5.0% e 10%) in proportion to 1:4 and in natura. The samples were kept at 4 ° C for 72
hours and evaluated at intervals of 0, 12, 24, 36, 48, 60 and 72 hours. Semen from presented
white color and milky appearance, without variation of pH between specimens, while the
volume varied 66.6% between samples. The motility rate of 90.6 + 13.4% and the concentration
of 2.7 + 0,7 x 10°% cells mL*. Semen from T. galeatus to presente 14. 21% of abnormalities
primary and 15.14% primary and secondary. Changes in the head and tail of the sperm have
been identified. The highest frequencies were associated with abnormalities of the bent tail (12.
45 +0. 32%), tightly curled tail (4. 90 £0. 15%) and head defect (3. 5% £0.16). While the lowest
frequencies were related to tail changes in shape retroaxial (3. 09 = 0. 13%), head without tail
(2. 54 +0. 12%), fractured tail (1. 57 0. 07%), tail curled on the head (1.14 £0,05%), and sperm
with tail containing cytoplasmic drop (0.14 + 0.01%). During cooling, has been verified good
semen quality and viability in natura after 48 hours. The decline in motility was directly
proportional to the storage time, the same result was observed in treatments with DMSO.
Significant difference was found (p<0. 05), between the time intervals of the semen diluted in
HBSS for motility rate and observed that from the interval of 12 hours, sperm were completely
inactive. The same happening for HBSS + DMSO (10%). There was no significant difference
between treatments semen in natura, HBSS+DMSO 2.5% e HBSS+ DMSO 5. 0%, these
treatments indicated the highest percentage after 48 hours of refrigeration (35 + 8.6 %), (35
5%) e (37. 5+10%) respectively. Treatments with 2.5 % and 5.0% of DMSO showed a
percentage of mobile cells of 20+4 after 72 hours of refrigeration. The refrigeration of semen
from cangati is a viable alternative, being possible to maintain for 48 hours appropriate quality
and viability of sperm cells. The use of the cryoprotectant DMSO in concentrations of 2.5%
and 5.0% incorporated to diluente HBSS support the prolongation of sperm viability with a
percentage of mobile cells in 35 £ 5.0 % e 37,5+ 10,3%after 48 hours of refrigeration.

Keywords: gamete conservation. Parameters Spermatic. Trachelyopterus galeatus.
Cangati. Spermatozoa
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1 INTRODUCAO

A intensa procura por proteina de origem animal e de boa qualidade tem favorecido o
desenvolvimento da producdo aquicola. Atividades como a pesca e a aquicultura serdo
fundamentais para atender a demanda mundial por pescado, quando proporcionardo um
aumento de 104% na produgdo no ano de 2025 (FAO, 2016). Este crescimento esta
relacionado aos investimentos realizados neste setor nos ultimos anos, inclusive em
tecnologias para o desenvolvimento da producdo com sustentabilidade.

Porém, devido ao avanco populacional e industrial, agdes antrdpicas tém contribuido
para a degradacdo do ambiente aquético, afetando diretamente 0s recursos pesqueiros € 0s
estoques naturais (MORAES; JORDAO, 2002). O excesso do extrativismo dos estoques
pesqueiros e a possivel estagnacdo deste recurso tém favorecido os investimentos na
atividade piscicola (FAO, 2011). Tal cenario é realidade mundial, inclusive no Brasil, onde
0S recursos aquaticos vém sofrendo as mais diversas agressoes.

O Brasil apresenta grande potencialidade para o desenvolvimento da aquicultura,
em funcdo da sua ampla rede hidrogréafica, diversidade de espécies com importancia
comercial, grandes corpos d’agua artificiais (reservatorios), clima favoravel, além de uma
diversidade de subprodutos agricolas que podem ser usados na alimentacdo de peixes
(ARANA, 2004).

A regido Nordeste do Brasil, em 2015, foi responsavel por 17,4% da producéao
nacional de peixes com destaque para os estados do Ceara e do Maranh&do (VIDAL, 2016).
Este Gltimo vem apresentando potencialidade para o desenvolvimento desta atividade, com
condicdes climaticas e hidrograficas favoraveis além da diversidade de espécies nativas
com elevado interesse e valor comercial (SILVA, 2016).

Ainda que as caracteristicas geograficas do pais favorecam o desempenho da
atividade piscicola, ampliar as pesquisas para essa atividade € um método eficaz para que
exista o controle da exploracdo do estoque natural pesqueiro (AMBRULHOSA, 2011) e
incremento da producao.

Em pisciculturas, a producao de alevinos depende principalmente da manutencéo
de plantéis de reprodutores, com o objetivo de gerar descendentes, favorecendo a frequente
renovacdo e evitando problematicas como endocruzamentos, que € o acasalamento entre
individuos de parentesco proximo (CARNEIRO, 2007). Sendo assim, a origem do plantel
de reprodutores exige cuidados (BOCK e PADOVANI, 2000).
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No entanto, a grande dificuldade na selecdo de reprodutores do ambiente natural e
0s altos custos de manejo destes animais em pisciculturas tém influenciado o processo da
reproducéo artificial (JORSTAD e NAEVDAL, 1996). De acordo com o0 mesmo autor, a
montagem de um banco de sémen é uma alternativa segura para manter o tamanho
satisfatorio da populacdo auxiliando assim na manutengdo do plantel, descartando o uso
deum grande nimero de reprodutores, além da redugdo com gastos de horménio e melhor
atencdo as fémeas no periodo da desova.

Neste sentido, promover estudos sobre a caracterizagcdo seminal é relevante na rotina
da propagacdo artificial, onde as técnicas de conservacdo de sémen sdo alternativas
positivas que visam facilitar o manejo e aumentar a eficacia da reproducdo (OLIVEIRA et
al., 2007).

Técnicas de conservacdo do sémen, como a refrigeracdo e o congelamento em
nitrogénio liquido, vém sendo desenvolvidas com sucesso em varias espécies cultivadas em
todo o mundo, destacando estudos com a truta, Oncorhynchus mykiss (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006); a carpa comum, Cyprinus carpio (HORVATH et al., 2003); o
“striped bass” Morone saxatilis (SHUYANG HE; WOODS I1l1, 2004); o bagre europeu,
Silurus glanis (LINHART et al., 2005); a tilapia, Oreochromis niloticus (TEIXEIRA,
2013); a curimatd, Prochilodus brevis (LOPES et al., 2014); e o tambaqui, Colossoma
macropomum (PINHEIRO et al., 2016). Porém, ainda sdo incipientes o0s estudos
relacionados ao uso destas técnicas em espécies nativas como o cangati (Trachelyopterus
galeatus).

A refrigeracdo consiste na preservacao do sémen a curto prazo e em baixas temperaturas,
mantendo sua viabilidade espermaética por horas ou dias, sem atingir o congelamento,
dispensando o uso de substancias crioprotetoras (MARQUES; GODINHO, 2004)
proporcionando assim, facilidade no manejo, excluindo a presenca do macho no momento da
fecundacéo e favorecendo atencdo as fémeas, sendo uma técnica simples e de baixo custo
(CARNEIRO et al., 2006). Os mesmos autores ainda afirmaram que a conservac¢do do sémen
de peixes favorece o aperfeicoamento de técnicas na propagacdo artificial, promovendo a
troca de material genético entre fazendas aquicolas, evitando o transporte de animais e
adotando o uso racional dos reprodutores. Também permite o transporte do material genético
para longas distancias, com baixo custo, seguranca, além de preservar a salude do animal
(CARNEIRO et al., 2012).
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O sucesso da refrigeracao esta diretamente relacionado com a qualidade espermatica e
eficiéncia dos diluentes. As caracteristicas esperméticas variam muito entre as espécies de
peixes e sdo de grande importancia para desenvolvimento do perfil espermatico da espécie.
Assim é relevante identificar as caracteristicas fisico-quimicas, volume, turbilhonamento,
coloracdo, textura e concentracdo, pH, osmolaridade, além das caracteristicas morfologicas dos
espermatozoides (FONSECA, 1992).

O conhecimento desses parametros € importante para o desenvolvimento de técnicas e
protocolo de conservacgdo das células espermaticas, aprimoramento e sucesso da reproducao
artificial (CARNEIRO, 2007). Estudos relacionadas a caracterizagdo, viabilidade e conservacéao
espermatica, contribuirdo para a implantacdo de protocolos de conservacdo, além de
contribuirem como ferramentas para diminuir o desequilibrio ecoldgico e aumentar 0s
beneficios econdmicos desenvolvendo tecnicas de melhoramento genético e reprodutivo
(TANAKA et al., 2002).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar, desenvolver um protocolo
de preservacao a curto prazo para o sémen do cangati (T. galeatus) e verificar a toxicidade do

crioprotetor DMSO através do processo de refrigeracdo incorporando-o ao diluente.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:
e Caracterizar o sémen e verificar a toxicidade do crioprotetor DMSO em diferentes

concentracdes na refrigeracao do sémen do cangati Trachelyopterus galeatus.

2.2 Objetivos especificos:
e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas do sémen do cangati;
e Testar diferentes concentracbes do crioprotetor Dimetilsulfoxido incorporado ao

diluente na refrigeracdo do sémen de cangati (Trachelyopterus galeatus)

14



3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 A Pesca e a Aquicultura

A intensa procura por alimentos de qualidade associados a qualidade de vida, tornou-se
uma tendéncia mundial, favorecendo o desenvolvimento da inddstria aquicola através do
consumo de pescado (FAO, 2002). Segundo 0 mesmo autor, os dados apontam que a exploracéo
do pescado em ambiente natural, manteve-se constante nos Gltimos anos, indicando 0s mesmos
indices encontrados no inicio da década de 90, apresentando uma estagnacdo, com tendéncia
de diminuicéo futura.

O desenvolvimento da indUstria aquicola no Brasil vem apresentando destaque, sendo
considerada uma alternativa promissora de investimento a producdo do pescado (ROCHA et
al., 2013). Paralelamente, a pesca extrativista continental vem apresentando tendéncias de
estagnacdo enquanto que a aquicultura tem assegurado um crescimento produtivo e substancial,
assim, a intensa exploracdo dos estoques naturais de peixes tém implicado em estudos
ambientais favorecendo assim a implantacéo de sistemas aquicolas (NAYLOR et al., 2000).

A pesca extrativista e sua constante busca pela abundancia do pescado capturado,
adicionado a atividade antropica degradante nas regides costeiras e estuarinas, tem contribuido
para o desequilibrio dos estoques pesqueiros (PALHETA,; Da SILVA, 2011).

Sendo assim, em virtude da demanda mundial de pescado se faz necesséario a busca por
alternativas que venham a suprir tal lacuna e o cultivo de peixes ¢ uma alternativa, atuando na
complementacdo natural de pescado, buscando também a sustentabilidade econémica e
ambiental (ANDRADE; YASUI, 2003). De acordo com 0s mesmos autores é importante
desenvolver tecnologias para o cultivo de peixes em &guas interiores € no mar, portanto,
diversas espécies de agua doce e salgada, sdo cultivadas em variados sistemas de producéo.

Vale salientar a importancia pela busca de novas espécies de peixes que apresentem
potencial para o cultivo, que oferecam bom desempenho zootécnico e que tenham boa aceitacao
no mercado, ndo esquecendo da necessidade de possibilitar sua exploracdo também através da
pesca de forma segura no tocante a seguranca dos estoques naturais (SIDONIO et al., 2012).
Vérias espécies nativas apresentam tais requisitos e dentre elas, se apresenta o cangati (T.

galeatus).
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3.2 Espécie em estudo

A espécie T. galeatus (Fig. 1), € amplamente distribuida em toda a América do Sul,
conhecido vulgarmente como Cangati, essa espécie pertence a familia dos Auchenipteridae da
ordem dos Siluriformes, caracteristicos de regifes alagadas, com vegetacdo aquética flutuante,
habitos tipicamente noturnos, de aguas lénticas (BORGES et al., 1999; SOARES et al., 2006)
e adapta-se facilmente em regides com hipdxia. Sua classificagdo segue (ITIS, 2018):

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclasse: Actinopterygii
Classe: Teleostei
Superordem: Ostrariophysi
Ordem: Siluriformes
Familia: Auchenipteridae
Género: Trachelyopterus

Espécie: Trachelyopterus galeatus

Figura 1. Exemplar de Trachelyopterus galeatus capturado em Arari - MA.

Fonte: o autor (2020)

O cangati possui habito alimentar onivoro e dieta composta por peixes pequenos,
vermes, insetos, artropodes e frutas (CLARO-JR et al., 2004; SANTOS, 2005). E um peixe de
pequeno a médio porte e quanto a anatomia este animal apresenta uma cabeca ossificada, boca
terminal e olhos laterais; barbilnGes geralmente curtos, sendo um par maxilar e dois
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mentonianos; nadadeira dorsal localizada na por¢éo anterior do corpo, assim como a peitoral
provida de espinhos (Le BAIL et al., 2000). Com dimorfismo sexual, os machos apresentam
uma adaptagdo no primeiro raio da nadadeira anal, modificada em Gonopddio (Figura 2), 6rgao
copulador (FERRARIS, 2003; MEISNER, 2000), os testiculos s&o em forma de franja, com
presenca de vesicula seminal na por¢do caudal (PARREIRA et al., 2009). Essa caracteristica
sexual é observada em individuos machos das familias Auchenipteridae e Callichthyidae,
favorecendo a fecundacdo interna (MAZZOLDI et al., 2007). Outra caracteristica sexual
evidente na familia Auchenipteridae é uma modificacdo do barbilhdo maxilar no periodo de
reproducdo (PINNA, 1998).

Figura 2. Orgéo copulador (gonopodio) de Trachelyopterus galeatus.

Fonte: Riedel (2020)

Ainda sobre os aspectos reprodutivos, algumas espécies desta familia apresentam
caracteristicas  reprodutivas  diferenciada, com modificagdes morfofuncionais ao
espermatozoide e ao aparelho reprodutor, tanto masculino quanto feminino (BURNS et al.,
2002; SPADELLA; OLIVEIRA; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2008; PARREIRA et al., 2009).

Espermatozoides com cabeca alongada foram relatados para T. galeatus, essa
morfologia estd associada ao modo reprodutivo da espécie, o alongamento da cabeca dos
espermatozoides ocorre para facilitar a passagem destes pelo gonopddio lobular e pelas
estruturas labirinticas das fémeas ap06s inseminacdo (BURNS et al., 2002; JAMIESON, 2009).
Loir et al. (1989) e Meisner et al. (2000), identificaram espermatozoides no limen ovariano
desta espécie, outros autores ainda relataram a presenca de uma secrecdo mucosa que
acompanhava os espermatozoides, que conecta a papila genital da fémea no momento da cépula
(CHACON e MENDES FILHO, 1972).

A espécie T. galeatus apresenta caracteristica reprodutiva de viviparos. Dourado (1981),

em estudos sobre as espécies abundantes em acudes controlados pelo DNOCS, identificou
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algumas caracteristicas reprodutivas da espécie, como a reproducdo periddica e fecundagéo
interna, apresentando tamanho de 12 maturagdo de 16 cm. O Cangati é considerado sedentario,
com cuidado parental, formagédo de ninhos, ovos adesivos e baixa fecundidade (BRAGA, 2001).
A incipiéncia de estudos sobre a sua importancia comercial, dificuldades relacionadas ao
manejo em cultivo, a reproducdo da espécie, além das caracteristicas reprodutivas como a
caracterizacdo espermatica, torna o presente estudo relevante, na busca de novas tecnologias

para o cultivo da espécie.

3. 3 Caracterizacao espermatica

Estudos relacionados ao conhecimento da biologia do sémen de peixes e suas
caracteristicas para favorecer o sucesso reprodutivo, tiveram inicio no século XIX, quando
identificaram entre outras problematicas, a necessidade de se determinar a proporgdo sémen:
ovacitos no manejo reprodutivo (BILLARD E COSSON, 1992). Assim, estes mesmos autores
identificaram algumas caracteristicas como: foram identificadas, como: imobilidade do
espermatozoide, curta duracdo do seu movimento pos-ativacao e a necessidade de diluicdo em
agua para inicio do movimento.

A determinacdo das caracteristicas espermaticas de uma espécie & de grande
importancia, pois contribui na rotina da propagacao artificial, favorece a selecdo de animais e
promove o uso racional dos gametas (BOMBARDELLI et al. 2006 a).

Entre as caracteristicas mais importantes da caracterizacdo espermatica estd a
motilidade, no entanto, ndo deve ser tomada unicamente como o fator de qualidade seminal,
pois outras caracteristicas sao relevantes para elucidar a caracterizacao da qualidade seminal de
uma especie, como; volume, vigor, concentracdo e as caracteristicas morfologicas do
espermatozoide (ROUTRAY et al., 2007).

A qualidade seminal pode variar entre individuos de uma mesma espécie e fatores como
a idade dos reprodutores a fase do ciclo reprodutivo, sucessivas coletas de sémen e inducao
hormonal (PAULINO et al., 2011), podem influenciar o potencial de fertilizacdo dos animais.

Diante disso, o conhecimento dos parametros seminais, auxilia na determinacdo da

qualidade do sémen coletado, promovendo sua utiliza¢do racional na reproducéo artificial.

3. 3. 1 Motilidade espermatica
A avaliacdo da motilidade espermatica, esta relacionada a taxa de espermatozoides

mdveis, sendo importante pardmetro na analise da qualidade seminal e na verificagdo da
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capacidade de fertilizacdo (RURANGWA et al., 2004; MAGGESE et al.,1984; KAVAMOTO
& FOGLI DA SILVEIRA, 1986; FOGLI DA SILVEIRA et al., 1990; FAUVEL et al.,1999).

A determinacdo da taxa de motilidade espermatica é frequentemente usual em
metodologias de desova induzida, no desenvolvimento de protocolos para criopreservacéo
espermatica, além de impedir a competicdo espermatica (HOLT et al., 2002).

Outro parametro bastante utilizado para avaliar a qualidade seminal, é o tempo de
motilidade, que é o periodo em que 0s espermatozoides permanecem ativos até a parada total
de sua atividade (BILLARD, 1986; INGERMANN et al., 2002).

A motilidade espermética é um processo associado diretamente a fertilizacdo e aos
aspectos especificos da biologia do espermatozoide (YOSHIDA et al., 2008). Estes, sdo
importantes na compreensdo da evolugdo dos processos de fertilizacdo (YOSHIDA et al.,
2008). Alteracdes do meio extracelular, desencadeiam como fonte de sinais para a ativagéo ou
alteracdes da motilidade espermatica, estes aspectos indicam relagdo com o modo reprodutivo
das especies e 0 processo de fertilizacdo (DZYUBA; COSSON, 2014).

Para os animais de fertilizacdo interna, a ativacdo e alteraces da motilidade ocorrem
dentro do trato reprodutivo feminino e masculino, enquanto que para animais com dinamica
reprodutiva em ambiente externo, a ativacdo espermatica sé ocorre quando ha contato com o
meio aquoso (GERVASI; VISCONTI, 2017).

Em teledsteos que fertilizam internamente, o0 gameta masculino é transferido as fémeas
por meio dos oOrgdos copulatérios, que geralmente sdo barbatanas pélvicas ou anais,
modificadas, como clasperes em Chondrichthyes (WORMS, 1977), gonopodia em poeciliides
ou andropodia (barbatana dividida) em goodeids (MEYER; LYDEARD, 1993).

A transferéncia de espermatozoides ocorre associado a feixes denominados
“espermatoforos”, que assim como espermatozeugmata, sdo adaptacfes que auxiliam na
transferéncia de gametas masculinos para as fémeas e pode ser uma estratégia, para evitar a
perda do material fecundante (GREVEN, 2005; GRIER, 1978). Estas adaptacfes ja foram
relatadas para auchenipterides como: Tadia brunnea (LOIR et al., 1989), Trachelyopterus
lucenai (MEISNER et al., 2000; BURNS et al., 2002), e Auchenipterus nuchalis (MAZZOLDI
et al., 2007). Além de ser bem relatada para o peixe inseminante do presente estudo, T. galeatus
(PARREIRA et al., 2009; MELO et al., 2011).

Durante a liberacdo dos espermatozoides no trato reprodutivo das fémeas, um ambiente
gue geralmente é isotdnico para o corpo e para 0 meio intracelular dos espermatozoides, ocorre

a ativacdo espermatica. Diante disso, 0 ambiente aquoso pode comprometer a transferéncia dos
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gametas (LIU et al., 2018). Portanto, tais aspectos indicam que o meio isotdnico do lumén
ovariano pode ser capaz de ativar a motilidade dos espermatozoides durante um longo periodo
(TIERSCH et al., 2011; YUE et al., 2018).

Como ocorre por exemplo, em espécies do género Xiphophurus, Macrozoarces e
espécies da familia Poeciilidae, que apresentam dinamica diferenciada quanto a ativacéo
espermatica, em que uma vez iniciada a motilidade, os espermatozoides dessas espécies podem
permanecer mdveis continuamente por uma semana (HUANG, et al; 2004), para o0s
espermatozoides do tubardo — leopardo (Triakisscyllium), a atividade espermatica, ocorre ainda
no trato reprodutivo dos machos e permanece mdvel no trato reprodutivo da fémea (solugdes
eletroliticas isotbnicas) por mais de 12 horas (INABA et al., 1998).

A atividade espermatica inicial das células esta diretamente associada a quantidade de
ATP intracelular e o fim pode estar associado a diminuicéo deste ATP (BILLARD et al., 1993),
mesmo que ndo seja totalmente reduzido (BILLARD & COSSON, 1992). Tal diminuicédo
ocorre pela reducdo do estoque de energia, porém diversos elementos podem influenciar a
duracédo da motilidade dos espermatozoides, bem como sua capacidade reprodutiva, a exemplo
das solugdes ativadoras e sua osmolaridade (ALAVI et al., 2009), além da temperatura, estado
nutricional e sanitario dos animais, condi¢des de analise e espécie estudada (MURGAS et al.,
2011).

Por outro lado, espermatozoide de espécies de peixes que fertilizam externamente
apresentam outra dindmica de ativacao espermatica, em que a maioria das espécies apresentam
seus espermatozoides imoveis nas gbnadas e adquirem motilidade no momento que entram em
contato com o0 meio aquoso, ou outro meio suficientemente hiposmético (MURGAS et al.,
2004).

Tais caracteristicas foram reafirmadas por Islam e Akhter (2012), que ressaltaram que
meios hiposmdticos ou hiperosmoéticos favorecem o inicio da motilidade espermatica. Para
Stoss (1983), a hipotonicidade é um dos elementos que pode justificar a inducdo da motilidade
em peixes de agua doce, onde o inicio da motilidade espermatica ocorre principalmente quando
a osmolaridade diminui (TAKAI e MORISAWA, 1995).

Apos a ativacao, os espermatozoides de teledsteos de fecundacdo externa permanecem
mdveis durante um curto periodo de tempo, sendo inferior a um minuto (MELO E GODINHO,
2006), outros autores indicam tempo médio de dois minutos (KIME et al., 2001; RURANGWA

et al., 2004). Assim, a duracdo da motilidade espermética em espécies de peixes de agua doce
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com essa dindmica reprodutiva é muito curta e varidvel (LEGENDRE et al., 1996; COSSON et
al., 1999).

Para Morisawa et al. (1999), o pH ou ions presentes, podem polarizar a membrana
celular e estimular a motilidade espermatica, ja Kowalski e Cejko (2019), afirmaram que outros
elementos como os componentes do plasma seminal (ions, lipidios e proteinas), além da
atividade enzimatica e proteolitica também influenciam a maturacdo dos espermatozoides.

Em estudo desenvolvido por Morisawa e Suzuki (1980), com espécies de peixes de
agua doce (C. carpio, Carassius carassius e e Tribolodon hakonensis), mostraram que 0S
espermatozoides foram méveis quando diluidos em solucGes hipotonicas, ou seja, solugdes que
apresentaram menor quantidade de sais e menor osmaloridade.

A osmolaridade ou pressdo osmética é o principal fator controlador responsavel pela
motilidade de espermatozoides de varios grupos de peixes, como 0s ciprinideos (ALAVI;
COSSON, 2006; COSSON, 2004); Characiformes como C. macropomum (CARNEIRO et al.,
2012); Brycon insignis (PADUA et al., 2012), Brycon orbigniaus e Prochilodus lineatus
(GONCALVES, 2013).

A influéncia da osmolaridade na motilidade espermatica ja foi verificada para algumas
espécies de peixes. Para os Characiformes, foi possivel verificar que solucGes de glicose ou
NaCl com osmolaridade superior (325 a 365 mOsm kg) a do liquido seminal (318 mOsm kg™?),
ndo ativaram o sémen de Brycon opalinus e abaixo de 285 mOsm kg™ permitiram a ativagdo
das células espermaticas (ORFAO et al., 2011). J&, Melo e Godinho, (2006) observaram que
concentracdes de NaCl menores que 75mM (~150mOsm kg?), forneceram taxa de motilidade
variando entre 75 e 90% de celulas para o sémen de Brycon orthoatenia.

Neste sentido, para diferentes espécies a variacdo na pressao osmotica 100, 180, 200,
125, 270 e 274 mOsm kg, sdo eficazes para ativacdo de espermatozoides de B. opalinus
(ORFAO et al., 2011); B. orbignyanus (GONCALVES, 2013); C. Carpio (ALAVI; COSSON,
2006); P. lineatus (GONCALVES, 2013); VIVEIROS et al., 2016); C. macropomum
(CARNEIRO et al., 2012) e B. insignis (SHIMODA et al., 2007), respectivamente.

Assim, em estudos de qualidade seminal é importante desenvolver solucdes que irdo
desencadear boa ativacdo espermatica, sem que ocorra a exposicdo das células a condigcdes
osméticas extremas, favorecendo assim, um prolongamento da motilidade e da fertilidade
(LAHNSTEINER & PATZNER, 1998; COSSON et al., 1999).
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3.3.2 Concentracgdo espermatica

A concentragdo espermatica € uma variavel quantitativa comumente utilizada na rotina
de estudos relacionados a qualidade espermatica, em animais de fecundacéo interna e externa.
Tal andlise é importante para verificar o potencial do material fecundante, contribuindo para
elevada taxas de fertilizacdo (FELIZARDO et al., 2010).

Essa concentracdo é determinada através da quantidade de espermatozoides por mililitro
de sémen, mensuradas através do uso de técnicas como espermatocrito e contagem
microscépica. Essa contagem pode variar de acordo com a espécie, a idade e fatores sazonais
do ambiente, uma vez que, algumas espécies de peixes tém seu periodo reprodutivo associado
ao periodo de chuva (SOLIS-MURGAS et al., 2011; SHIMODA et al., 2007; GODINHO,
2000). A densidade espermatica de peixes esta diretamente relacionada ao estagio maturacional,
essa producdo geralmente € elevada em fungdo das divisdes espermatogoniais (MARQUES,
2001). Em algumas espécies o0 macho chega a produzir 100 bilhdes de espermatozoides/ano/kg
do peso do corpo ou mais de 1x10° espermatozoides/qg de testiculos/dia, obtendo uma producgio
superior a relatada para mamiferos (BILLARD, 1990).

O numero de espermatozoides é altamente variavel entre as espécies de peixes nativos
(Tabela 1), o aumento da concentracdo espermatica é observado quando 0s peixes s&o
submetidos a indugdo hormonal, quando comparado aqueles que ndo sdo (VIVEIROS;
GODINHO, 2009).

Tabela 1. Variacao da concentracdo espermatica em teledsteos

Espécie Concentrago (cel/mL™) Autor

Lutjanus synagris 2,2+0,2x10° SANCHES et al. (2010)

Mugil liza 2,5+1,5x10° MAGNOTTI et al.(2018)

O. niloticus 2,63 x 10° MATAVELI et al. (2007)

Brycon amazonicus 4,8a14,2x10° CRUZ CASALLAS et al. (2006)
B. orbignyanus 8,21 + 2,26 x 10° MURGAS et al. (2004)
C. macropomum 12 a 27 x 10° PINHEIRO et al., (2016)
Steindachneridion scripta 19,5a120,1 x 10° LUZ et al. (2001)

P. lineatus 20 +3,0x10° ORFAO et al. (2010)

Brycon nattereri 30+5,6x10° OLIVEIRA et al. (2007a)

Fonte: o autor (2020)
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O tipo de hormonio utilizado na indugdo hormonal, influencia na concentragéo, a
aplicacdo do hormdnio altera o plasma seminal, diluindo o sémen e aumentando o volume
seminal (SOLIS-MURGAS et al., 2011).

Conhecer a concentragao espermatica, bem como o volume e a taxa de espermatozoides
moveis é de grande importancia para a diluicdo do material fecundante além de mensurar a
capacidade de producdo espermatica de cada animal e a razdo entre machos e fémeas no manejo
reprodutivo (SALISBURY e VANDEMARK,1964).

3.3.4 Morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia esperméatica € uma analise relevante para verificar a
qualidade do sémen, por meio dela € possivel verificar a presenca de anormalidades
espermaticas, que irdo inferir na capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides
(LAHNSTEINER et al., 1998). Estas anormalidades ocorrem naturalmente, e podem ser
identificadas no sémen in natura das espéecies (STREIT JR. et al., 2004).

Em relacdo a estrutura morfoldgica, os espermatozoides de peixes sdo amplamente
diferentes, tanto em forma como em estrutura (MATTEI, 1991). Também podem variar em
tamanho, sendo alguns aflagelados, outros biflagelados, além do ndmero e organizacdo das
organelas(BACCETTI,1986; BACCETTI et al., 1984; JONES; BUTLER, 1988).

Geralmente, sdo compostos estruturalmente por cabeca, peca intermediaria e cauda, ndo
apresentando acrossoma. A falta dessa estrutura é compensada pela presenca da micrépila, um
orificio no corion dos ovdcitos que facilita a penetracdo do espermatozoide, para inicio da
fertilizacdo (COSSON et al., 1999).

Grier et al. (1978), afirmaram que essas diferencas apresentam relacdo com o modo
reprodutivo e a posicao sistematica (Fig. 3). Estes autores ainda relatam que as espécies de
teledsteos de fertilizacdo externa preservaram as caracteristicas do espermatozoide ancestral e
apresentam o nucleo arredondado, enquanto que os espermatozoides de espécies de fertilizacdo
interna (espécie do presente estudo), apresentaram modificacdes evolutivas e possuem um
nicleo alongado e peca intermediaria e mitocondrias bem desenvolvidas, bainhas na peca
intermédia do espermatozoide, além de intensa atividade glicolitica (STOSS, 1983a),

semelhante aos espermatozoides de mamiferos (KALLMAN, 1975).
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Figura 3. Micrografia eletronica de varredura representativa de espermatozoides de peixes que
realizam fertilizacdo externa (esquerda, Til&pia (Oreochromis niloticus) e fertilizacdo interna
(direita, rabo de espada verde, Xiphophorus hellert).

External Fertilization Internal Fertilization

peaH

ey

Fonte: C. Huang et al. (2004)

Na fertilizacdo interna em peixes, durante o processo reprodutivo, 0 macho transfere
espermatozoides em embalagens (espermatoforos), estes sdo armazenados em um receptéaculo
no trato genital das fémeas por varios meses apos a inseminagdo(KALLMAN, 1975; PAABEN
et al., 1996).

As diversas diferencas e adaptac6es morfologicas das células espermaticas em espécies
de dindmica reprodutiva interna estdo diretamente associadas a sobrevivéncia a longo prazo
destas células no trato reprodutivo feminino, apresentando condicdes fisioldgicas diferenciadas,
quando associados ao espermatozoide que fertiliza externamente (TIERSCH, 2001). E
importante ressaltar que essas diferencas morfoldgicas, apontam complexidades desconhecidas
e possibilidades para metodologias de preservacdo espermatica (HUANG et al., 2004a).

Dessa forma, a avalicdo da morfologia espermatica € relevante para otimizar o processo
da reproducado artificial, bem como prevenir problematicas de poliespermia, além de favorecer

o desenvolvimento de técnicas de criopreservacao (GINZBURG, 1968).
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3.4 Diluidores e Crioprotetores

Os diluidores séo solugdes a base de sais e carboidratos (agtcares), que contribuem para
manter as células com viabilidade durante a refrigeracdo (SALMITO-VANDERLEY et al.,
2012). A solucao diluidora é composta por um diluente, que tem a funcdo de diluir e fornecer
nutrientes as células. Para que os diluidores atuem com eficiéncia, algumas condicbes séo
exigidas, como a isotonicidade do diluidor, para que ndo haja ativacdo dos espermatozoides;
que ele seja estavel, onde as caracteristicas fisico-quimicas ndo sejam alteradas durante o
contato com as células espermaticas; estéril, para que ndo conduza microorganismos que
venham trazer danos as células; e que apresente condutividade térmica elevada, que transfira
rapidamente a temperatura do meio externo para 0s espermatozoides (MARIA, 2005;
LEGENDRE; BILLARD, 1980; CARNEIRO, 2007). Dentre os diluidores, 0s mais comumente
utilizados séo: cloreto de sodio; glicose; sacarose; Ringer para peixes, agua de coco, agua de
coco em po (ACP), BTS (Beltsville Thawing Solution®), HBSS( Solucdo Salina equilibrada
de Hank) (CARVALHO et al., 2014; HUANG et al., 2004; MURGAS; FRANCISCATTO;
SANTOS, 2003;VIVEIROS et al., 2010; VUTHIPHANDCHAI; CHOMPHUTHAWACH,;
NIMRAT, 2009; LEITE et al., 2011), vem sendo utilizados, com eficiéncia para a nutricdo das
células no processo de preservagdo a curto prazo.

Os crioprotetores, por sua vez, sdo solugdes que irdo atuar em associacdo com 0S
diluidores. Podendo ser intra e extracelulares, e possuem a fungcdo de proteger o0s
espermatozoides contra o choque térmico (CARNEIRO et al., 2012). Os crioprotetores
intracelulares atuardo na reducdo do ponto crioscépio intracelular, evitando a formacdo de
cristais de gelo, impedindo que haja um elevado estresse osmotico para 0s espermatozoides
através da adicdo de dgua para manter o volume seminal, reduzindo o ponto de congelamento
da &gua e agindo como regulador tampao ajustando as alteracdes de pH (SOARES; PESSOA,
2009; MEDEIROS et al., 2002).

Os principais crioprotetores usados no protocolo de criopreservacdo para células
espermaticas sdo, DMSO; Metilglicol; Metanol; Dimetilacetamida (DMA); Propilenoglicol;
Etilenoglicol; Cloreto de Potassio; Glicerol; Citrato e outros (SALMITO-VANDERLEY et.,
2014;VIVEIROS et al, 2011; MARTINEZ; TARAZONA-MORALES; PARDO-
CARRASCO, 2012).

Ja os crioprotetores externos, atuam recobrindo a membrana celular e estabilizando a
mesma, além de reintegrar fosfolipidios dos espermatozoides que foram desnaturados durante
0 choque térmico e servindo como fonte de ATP (MURGAS et al., 2007; SALMITO-
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VANDERLEY et al., 2012). Diversos s&o os crioprotetores adotados na pratica de preservacao
espermaticas para peixes, como; a gema de ovo e o leite em p6 desnatado. A acdo protetora
destes esta relacionada respectivamente com, a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoproteinas da
gema e a caseina do leite (NAVARRO; VELASCO SANTAMARIA; CRUZ CASALLAS,
2004, CAROLSFELD; HARVEY, 1999), outros crioprotetores externos também foram usados
na preservacao de espermatozoides de peixes, como, ACP (agua de coco em pd), glicose e BTS
(Beltsville Thawing Solution®)(GODINHO; DA CUNHA AMORIM; PEIXOTO, 2003;
PINHEIRO et al., 2016b).

3.5 Toxicidade

Os crioprotetores sdo adicionados ao meio diluidor, com 0 objetivo de proteger as
células espermaticas durante o processo de criopreservacdo, seja no congelamento ou
descongelamento (SQUIRES et al., 1999). Tais substancias devem possuir o potencial toxico
reduzido e alta solubilidade em agua, assim atuardo promovendo uma maior tolerancia dos
espermatozoides as baixas taxas de temperaturas (MARIA, 2005).

A selecdo de um crioprotetor esta relacionada ao seu potencial toxico, permeabilidade
na membrana celular, solubilidade na &agua durante o congelamento (SALMITO-
VANDERLEY et al., 2015; JAMIESON E LEUNG, 1991), e as caracteristicas seminais. Estas
variam de acordo com as ordens, familias e espécies, como relatado para os Chaciformes, em
que o DMSO e o Metilglicol indicaram resultados satisfatorios (NINHAUS — SILVEIRA et al.,
2006; OLIVEIRA 2007; VIVEIROS et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2010), ja para 0s
Siluriformes, o crioprotetor usual que apresentou bom desempenho foi o metanol (VIVEIROS;
SO; KOMEM, 2000; CAROLSFELD et al., 2003; LANG; CHANDLER; TIERSCH, 2003).

O potencial toxico dos crioprotetores foi revelado e indicado que o uso em altas
concentragdes tem eficiéncia toxica (LEUNG, 1991; FAHY, 1986). Diante disso, a
manipulacdo de solucbes crioprotetoras, deve ser realizada com cautela, em baixas
concentracdes e a exposicdo das células espermaticas deve ocorrer de forma imediata e com
rapidas taxas de resfriamento (VAJTA et al., 1998).

A toxicidade do crioprotetor pode ter relacdo espécie-especifico, em que a adicdo de um
mesmo crioprotetor ao sémen, pode provocar taxas de motilidade altas em algumas espécies,
baixas ou nulas em outras (BEDORE, 1999). O efeito distinto do crioprotetor nas espécies esta
diretamente relacionado as caracteristicas biofisicas de cada uma, relacionadas ao volume
celular, volume de agua, superficie celular e permeabilidade da membrana celular (CURRY et

al., 1996; HOLT, 2002), gerando respostas diferenciadas para cada crioprotetor.
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Do mesmo modo que 0 aumento da concentracdo do crioprotetor pode ser toxico para
os mamiferos, assim ocorre em teledsteos, essa toxicidade € identificada através das reducées
drasticas de motilidade, comprometendo o processo de criopreservacao (LEITE, 2019).

A influéncia do aumento na concentracao do crioprotetor e seu poder téxico, foi avaliado
por outros autores em estudo com diferentes espécies de peixes, Leporinus macrocephalus
(RIBEIRO; GODINHO, 2003a), Brycon amazonicus (CRUZ CASALLAS; MEDINA
ROBLES; VELASCO SANTAMARIA, 2006), Pseudoplatystoma fasciatum (ARCINIEGAS,
P.; RODRIGUEZ, M. M.; CRUZ-CASALLAS, J, 2005), Ictalurus punctatus (CUEVAS-
URIBE et al., 2011).

Dentre os crioprotetores utilizados nos estudos de preservacdo e armazenamento
esperméatico o DMSO é um dos menos toxico (GWO; JAMIESON; LEUNG, 2009), enquanto
gque o metanol o mais toxico, com exce¢do para 0 sémen de tilapia (Orechromis niloticus)
(HARVEY, 1983).

Um crioprotetor eficiente segundo Kasai, (1996) apresenta baixa toxicidade, com rapida
capacidade de penetracdo, simplificando o periodo de exposicdo das células ao crioprotetor

durante o periodo critico de temperatura, evitando oscilagdes osmoticas.

3.6 Refrigeragdo

A preservacao de sémen a curto prazo, é uma técnica que tem como principal objetivo
manter a viabilidade espermatica por um curto periodo de tempo (horas ou dias) em temperatura
de refrigeracdo (4°C) (SILVA; KUHNEN; SANCHES, 2018). A refrigeracao trata-se de uma
importante ferramenta para protocolos de reproducdo em peixes, favorecendo o sucesso da
propagacao artificial para diversas espécies (SANCHES; CERQUEIRA, 2010b).

Esta alternativa de baixo custo pode facilitar o momento da reproducéo, dispensando a
presenca dos machos e concentrando as atividades de manejo apenas nas fémeas, especialmente
no monitoramento da ovulagdo, contribuindo na eficacia do procedimento de reproducéo
(CARNEIRO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007a).

O armazenamento do sémen in natura na refrigeracdo pode ser realizado sem diluicao
e com diluicdo em uma solucao imobilizadora (LEGENDRE; LINHART; BILLARD, 1996),
assim é relevante o uso de diluidores, que tém a funcdo de fornecer aos espermatozoides um
meio protetor, além de nutrientes as células (SILVA; KUHNEN; SANCHES, 2018). A diluicao
também favorece um melhor meio de acondicionamento para as células espermaticas,
diminuindo a competicdo por oxigénio e espaco entre as células (SANCHES; OLIVEIRA e
SERRALHEIRO, 2009).
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Alguns cuidados devem ser considerados ao aplicar esta técnica como, reducao de
temperatura, fornecimento e troca de gases, controle relacionado ao desenvolvimento
bacteriano e evitar a desidratacdo, sdo aspectos relevantes que irdo permitir sucesso na
refrigeracio (PENARANDA et al., 2010).

Técnicas de preservagdo de sémen a curto prazo ja vém sendo empregadas ha tempos
em varias espécies de peixes. Diversos estudos tém sido desenvolvidos com espécies que
apresentam interesse comercial como, Ephinephelus marginatus (SILVA; KUHNEN;
SANCHES, 2018), L. synagris(SANCHES; CERQUEIRA, 2010), B. natereri (OLIVEIRA et
al., 2007), Rhamdia quellen (CARNEIRO et al., 2006) e P. lineatus (ORFAO et al., 2010).
Diante disso é necessario os protocolos de refrigeracdo, desde o desenvolvimento de diluentes
espécie-especifico, com o objetivo de garantir melhores resultados na preservacdo da
viabilidade das celulas espermaticas, além de padronizar os protocolos de refrigeracdo e
criopreservacdo para diferentes espécies de peixes (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012).

4. MATERIAL E METODOS

Area de captura do plantel experimental

Os espécimes de cangati T. galeatus foram capturados no municipio de Arari - MA
(Latitude: 03° 30" 25,88181" S Longitude: 44° 45' 34,99587" W), que integra a micro regido da
Baixada Maranhense, esta apresenta elevada importancia ecolégica por meio de suas planicies
inundaveis, fornecendo atividades ecoldgicas fundamentais para a manutencdo biologica da
fauna e flora e contribuindo como fonte de biodiversidade no desenvolvimento de espécies
aquaticas e terrestres dessa regido alagavel (COSTA-NETO et al., 2002).

Em funcdo da grande produtividade e diversidade biologica, essa regido é uma area
internacionalmente estratégica para conservacdo biologica das zonas Umidas do planeta,
considerada um dos 11 sitios brasileiros que integram a Convencdo de RAMSAR (RAMSAR
CONVENTION ON WETLANDS, 2002), que caracteriza areas como unidades de
conservacdo, em funcdo de sua importancia ecoldgica (MATTHEWS, 1993).

Os animais utilizados nesta pesquisa foram capturados com rede de arrasto em uma area
alagavel com vegetacdo flutuante e cercada por floresta de babaguais. Os peixes foram
estocados em sacos plasticos contendo 1/3 de dgua do ambiente e 2/3 de oxigénio e entdo
transportados até o sistema de cultivo do Laboratério de Reproducdo de Recursos Aquaticos,

localizado na Universidade Estadual do Maranhdo- UEMA. No sistema de cultivo, 0s animais
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foram aclimatados e estocados em tanques de alvenaria, com areacdo constante. Durante o

cultivo, receberam ragcdo comercial (36% de proteina bruta), uma vez ao dia ad libitum.

Coleta do material

Durante o periodo reprodutivo, em sistema de cultivo foram selecionados 20 machos
com comprimento médio de 10,7 cm (SOUSA et al., 2016). O sémen foi coletado através de
massagem no sentido antero - posterior. A coleta do material foi feita no gonopédio com auxilio
de seringas graduadas. Imediatamente ap0s a coleta, uma aliquota de sémen foi depositada
sobre lamina de microscopia e observada ao microscépio de luz convencional, para certificar
auséncia de contaminacdo, que pode ocorrer durante a coleta, em caso de contato do sémen,
com urina, fezes, agua do tanque ou muco. Constatada a motilidade dos espermatozoides,
amostras, livres de contaminagdo, foram conservadas em refrigeracdo (4 °C) em caixa

isotérmica contendo gelo.

Caracterizacédo do sémen

Os parametros analisados foram:
- Cor do sémen: A coloracédo do sémen foi avaliado de acordo com Matavelli et al. (2007), que
adotam um escore de 1 a 3, onde o numero 1 representa a coloragdo branca-leitosa, 0 numero
2, a coloracéo branca-aquosa e 0 numero 3 a coloragdo amarelo-citrica.
- pH do sémen: uma aliquota de sémen foi depositada sobre a fita indicadora de pH e foi
avaliado visualmente por meio da escala de 0 a 14 (Neutralit ®).
- Volume do sémen (uL): O volume foi coletado através de seringas graduadas de 5 mL, o
volume coletado foi posteriormente transferido para microtubos e mensurado em plL.
-Motilidade espermatica: Para avaliacdo da motilidade foi utilizado 2uL de amostra de sémen
e verificado em microscopio de luz (ZEISS, Primo Star) (200X), por uma Unica pessoa, em um
campo de visdo selecionado aleatoriamente e com intensidade de luz constante. A porcentagem
de células méveis (%MC) foi feita subjetivamente utilizando uma escala com valores de 0 a 5),
onde: 0 = 100% de espermatozoides imoveis, e 1 = 0— 20%; 2 = 20-40%; 3 = 40-60%; 4 = 60—
80%; 5 = 80-100% de espermatozoides mdveis (SALIBURY; VANDERMARK; LODGE,
1978; OLIVEIRA et al., 2007).
- Concentracdo espermatica: O sémen coletado foi fixado, em solucéo de formol salino (1%),
na propor¢ao de 1puL de sémen para 500uL de solugdo. Uma aliquota de 10uL dessa solugdo

foi transferida para a cdmara de Neubauer e focalizada ao microscépio com aumento de(400x,
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ZEISS PRIMO STAR) onde permaneceu em repouso por cinco minutos. A contagem dos
espermatozoides foi realizada no quadrante de contagem C da camara, nos cantos e no centro
de cada reticulo (Fig. 4). A contagem dos espermatozoides foi feita em trés repeticdes por
amostra (LEITE et al., 2013).

Figura 4. Detalhes de uma cadmara de Neubauer (esquerda). Esquema de contagem dos

espermatozoides nos cantos e no centro da cAmara de Neubauer (direita).

b s

A B A

Fonte: Teixeira (2013)

A concentracdo espermatica foi calculada de forma semelhante ao recomendado pelo
CBRA (1998), segundo a equacdo:

ZSPZ) X 25q.txdiluicaox100
10q.c” profundidadedaciamaramm

CSPZ(SPZ.mLY) = (

Em que: SPZ- espermatozoides; Y SPZ- nUmero total de espermatozoides contados;
g.c- quadriculas contadas; g.t- quadriculas totais; profundidade da camara- 0,10 mm e diluicdo=

fator de diluicdo do sémen pelo fixador; CSPZ- Concentracao de espermatozoides.

- Morfologia dos espermatozoides: Amostras de sémen de 20 machos, foram diluidas em
solucdo de formol 1% na proporcdo de 1uL de sémen para 500uL de diluente, 10 pL desta
amostra foi depositado sobre uma lamina e em seguida coberto por laminula. A metodologia
utilizada foi “prepara¢@o timida” conforme protocolo de Miliorini et al. (2011). A leitura das

laminas foi realizada em microscépio de contraste de fase EVOS#q (Advanced Microscopy
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Grupo, Bothell WA), na objetiva de 100x sob 6leo de imersdo. A varredura da lamina foi
concluida quando a contagem total atingia 200 células. A classificacdo das anomalias
espermaticas foi adaptada da técnica aplicada por Miliorini et al. (2011) e Kavamoto (1999),
ambos para P. lineatus. As anormalidades nos espermatozoides foram identificadas e
classificadas como primaria ou secundaria, em que anormalidades primarias estdo associadas a
alteracOes decorrentes do processo de espermatogéneses e secundarias decorrentes da técnica
de fixacédo ou esfregaco, as anormalidades estdo descritas na (tabela 2). Os dados foram obtidos
por meio da soma total das alteracdes identificadas, que foram apresentadas neste estudo em

valor percentual total.

Tabela 2: Descri¢do das anomalias analisadas em espermatozoides de cangati T. galeatus

Or:jgem do Tipo de dano Descricdo
ano
Defeito na cabeca (DC) Espermatozoide apresentando cabeca grande e cabeca pequena
respectivamente
Primari Cauda fraturada (CF) Cauda com fratura ou auséncia da porcéo final
rimario
Cauda fortemente dobrada (CFD) Cauda enrolada em si mesma
Cauda em formato retroaxial (RT) Cauda em sentido oposto a cabeca.
Cauda enrolada na cabeca(CEC) Cauda enrolada ao redor da cabeca
Cabega sem cauda (CSC) Cabega normal livre, sem alteracdo na forma.
Secundario Cauda dobrada (CSD) Todas as dobras da cauda, exceto as enroladas em si mesma.

Fonte: (adaptado pelo autor) Miliorini et al. (2011)

4. 4 Refrigeracéo

Para o teste de toxicidade foram utilizadas amostras de sémen de cinco peixes que
representaram as repeticbes dos tratamentos. Cada amostra foi diluida em Solucdo Salina
Equilibrada de Hanks (HBSS) acrescida do crioprotetor dimetilsulfoxido (DMSO) em

diferentes concentracdes, resultando em cinco tratamentos:

a) (sémen in natura)

b) HBSS

c) HBSS + DMSO 2,5%

d) HBSS + DMSO 5,0%
e) HBSS + DMSO 10,0%

O sémen foi diluido na propor¢do de 1:4 depositado em microtubos graduados e

imediatamente armazenados em refrigeracdo a 4°C.
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A avaliacdo foi realizada apds a dilui¢do nos tempos (T0), 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas,
quando foi analisada a taxa de motilidade das células esperméticas por meio de avaliacdo
subjetiva.

4.5 Analise estatistica

Os valores em porcentagem foram transformados para arco-seno (y) %°. As médias
foram analisadas pela Analise de Variancia (ANOVA), e quando encontradas diferencas
significativas entre as médias foi aplicado o teste de Tukey. Os dados foram expressos em
médias + desvio padrdo. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Statistica

versdo 7 em nivel de significAncia de 5%.

5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo do sémen

O sémen do cangati apresentou coloracdo branca e aspecto leitoso, correspondendo ao
escore 1; sem variacdo de pH entre os espécimes, enquanto que o volume variou 66,6% entre
as amostras. A taxa de motilidade foi de 90,6% e a concentracdo de 2,7x 108 células mL™
(Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros espermaticos de Trachelyopterus galeatus (n=20) cultivado no Maranh&o
- Brasil.

N .- Desvio Coeficiente de
Parametros Média « o
padrdo variacao(%)

Coloragéo/Aspecto Brancz)l;eltoso - -
pH 6 0 0
Volume pL 392,3 261,5 66,6
Motilidade espermatica (%) 90,6 13,4 14,8

o 8
Cor_11c. espermatica (x 10° sptz 2.7 0.7 256
mLD
Espermatozoides normais (%) 70,64 0,61 18,1
Anormalidades primarias (%) 14,21 0,34 2,39
Anormalidades secundarias (%) 15,14 0,36 2,37
Total de Anormalidades (%) 29,35 0,65 4,47

Fonte: O autor (2020)

A morfologia espermatica de T. galeatus indicou 70,64% de espermatozoides normais:
cabeca alongada, sem acrossoma, um apéndice distal a cabeca e um dnico e longo flagelo
(Figura 5- A). As anormalidades mais frequentes nos espermatozoides da espécie do presente
estudo, estdo indicados na figura 5. O percentual de danos nas células verificadas, para

primarios foi 14,21% e secundarios foi de 15,14%.
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Figura 5- Micrografia de contraste de fase, apresentando morfologia e indicando as principais
anomalias nos espermatozoides de T. galeatus (100 X). (A) normal, (B) cauda dobrada, (C)
espermatozoide com cauda fortemente dobrada, (D) defeito na cabecga (irregularidade da
membrana), (E) espermatozoide sem cauda (F) cauda enrolada na cabeca.

Fonte: O autor (2020)
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Nas amostras de sémen in natura avaliadas, foram identificadas anormalidades tanto

na cabeca quanto na cauda dos espermatozoides, esta ultima em maior frequéncia (Tabela 4).

Tabela 4. Principais danos identificados no sémen in natura de Trachelyopterus
galeatus cultivado no nordeste do Brasil.

Natureza da patologia Tipo de alteracéo Frequéncia e Desvio padrdo Total
12 Cauda dobrada 12,45+ 0,32 14,21
Cauda. Fort. Dobr 4,90 £ 0,15
Retro axial 3,09£0,13
Cauda. Enrol. Cabeca 1,14 £ 0,05
Def. Cabeca 3,5+0,16
28 Cauda quebrada 1,57 £ 0,09 15,28
Sptz sem cauda 2,54 +£0,11
Sptz gota citoplasmatica 0,14 + 0,01
Total de anormalidades (%) 29,49

Fonte: O autor (2020)

5.2 Refrigeragao

Para o teste de refrigeracdo, o sémen in natura de cangati T. galeatus preservado a 4°C,
indicou resultado satisfatorio, pois manteve a qualidade e viabilidade espermatica por 48 horas,
com motilidade espermatica final de 35%. A motilidade declinou a medida que o tempo de
armazenamento aumentou, assim como o incremento na concentracdo do DMSO resultou na
reducdo gradativa da porcentagem das células méveis (Tabela 5).

Foi encontrada diferenca significativa (p<0,05), entre os intervalos de tempo do sémen
diluido em HBSS para taxa de motilidade, em que a partir do intervalo de 12 horas, 0s
espermatozoides estavam completamente inativos. O mesmo acontecendo para HBSS + DMSO
(10%).

Tabela 5. Porcentagem de motilidade (%; média e erro padrao) dos espermatozoides de cangati
(Trachelyopterus galeatus; n=5) estocados durante 72 horas a 4° C in natura, diluido com
HBSS e diluido com HBSS + DMSO em diferentes concentragdes (2,5%, 5,0% e 10%) n=5.

Tratamentos Intervalo(s)
0 12hrs 24hrs 36hrs 48hrs 60hrs 72hrs
Sémen ndo diluido 80+8,1%48 65+15 57,5+17,5%4 40+ 14,7%A 35 +8,6%4 20 +4,0%A 10 + 4,004
HBSS 72,5+10,3%8 Q0+ ("B E E 0 +(Q® 0 +(Q® 0+ (0

HBSS + DMSO (2,5%) 87,5+2,5* 65+8,6°A 60+ 81" 45 +5,0bcA 35 + 500 30 +4,0%4 20 + 4,094
HBSS + DMSO (5%) 72,5+2,5%8 70 7,04 60 8,14  37,5+10,3%°A 37,5+10,3%A 275+ 75A 20 47,004
HBSS + DMSO (10%) 55 +8,6% E E E 0 +(Q® 0 +(Q® 0+ (0

Letras minusculas distintas representam diferenca significativa entre colunas (intervalos) e letras mailsculas
distintas representam diferenca significativa entre linhas (tratamentos) (p<0,05).
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Logo apds a diluicdo (TO), a motilidade espermatica apresentou menor taxa somente
para o tratamento HBSS + DMSO 10% quando comparado ao HBSS +DMSO 2,5%, sem
diferenca entre os demais tratamentos. Os tratamentos HBSS e HBSS + DMSO 10% n&o
apresentaram motilidade apds intervalo de 12 horas (T12). Os demais tratamentos
permaneceram com taxas de motilidade semelhante ao longo do experimento e com
porcentagem de células moveis viaveis para metodologias de preservacdo apds 48 horas, em
que o tratamento HBSS + DMSO 2,5% (35£5), apresentou melhor desempenho.

6.0 DISCUSSAO

A coloragdo branca e o aspecto leitoso do sémen do cangati, indicou escore 1 conforme
classificagdo de Mataveli et al.(2007), que pode estar relacionada com a elevada concentracao
espermatica ou mesmo associada ao pH. Mojica (2004), verificando a qualidade seminal de trés
espécies de peixes tropicais; Brycon orbignyanus, Rhamdia quelen e Brycon hilarii,
identificaram variacdo na coloracdo do sémen coletado; amarelo aquoso, branco-cremoso e
esbranquicado leitoso, respectivamente para estas espécies. Assim, comprovou que a coloragédo
do sémen estava diretamente associada a concentragdo espermatica, indicando que quanto mais
cremoso o sémen, maior foi a concentracao espermatica.

Para a espécie em estudo a concentracao espermatica foi baixa, embora o0 sémen tenha
apresentado coloracdo indicadora de alta concentracdo - escore 1. Esta contradicdo pode ser
justificada pelo formato do espermatozoide que possui uma cabeca bastante alongada além de
uma estrutura filamentar na base da cabeca. Essas caracteristicas podem ter colaborado para
maior adensamento do liquido seminal. O alongamento da cabeca do espermatozoide de T.
galeatus esta associado a dinamica reprodutiva, pois de acordo com Grier, 1981; Billard 1970;
Ginzburg 1972, em peixes de fertilizacdo externa, as células espermaticas possuem cabeca
arredondada, enguanto que espécies de fertilizacdo interna possuem a cabeca alongada. Este
alongamento identificado nos espermatozoides de T. galeatus, indica que tal morfologia ocorre
com o objetivo de facilitar a passagem dos espermatozoides pelo gonopddio lobular dos machos
e nas estruturas labirinticas das fémeas.

A coloracdo do sémen de peixes, geralmente associada a concentracdo, pode apresentar
alteracdes em funcdo do peso, da idade, do periodo reprodutivo, frequéncia de coleta e do
volume coletado (SOLIS-MURGAS et al., 2011; VIVEIROS; GODINHO, 2009).

A baixa concentracdo espermatica registrada pode estar relacionada ao modo
reprodutivo de T. galeatus, que é uma espécie de fertilizacdo interna que realiza copula para a

reproducdo (CHIARINI-GARCIA; VIEIRA; GODINHO, 2014). Essa dindmica reprodutiva
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caracteriza menor desperdicio de material fecundante necessitando de uma menor quantidade
de células, j& que o epitélio germinativo das fémeas mantém os espermatozoides com
viabilidade durante um certo periodo de tempo (MUNOZ et al., 2000; PARREIRA et al., 2009;
VILA et al., 2007), em que as células espermaticas ndo sdo expostas ha estresse osmotico
externo em um meio circundante (TABORSKY, 1998).

As adversidades do meio reprodutivo, ou seja, o ambiente onde 0s gametas sdo
liberados, podem contribuir para uma maior dispersdo do material fecundante, assim um
sincronismo entre as condicdes enddgenas e exdgenas do meio ambiente sdo importantes no
momento da liberacdo dos gametas (ZANIBONI- FILHO; WEINGARTNER, 2007).
Ambientes Iénticos como os reservatorios ou um ambiente com correnteza fluvial, possuem
diferentes dindmicas que atuam na maturacdo das gdnadas dos peixes e consequentemente
estimulam a reproducdo das espécies que ali habitam (GODOY, 1975). Nesse sentido, a
disperséo e quantidade de material fecundante nesses ambientes podem ocorrer de maneira
diferenciada.

Outros autores também identificaram baixa concentracdo espermatica em especies de
fertilizacdo interna, Pavlov; Rodzikhovskaya (1991), identificaram concentracéo de 0,07 a 4,4
x 108 mL? para o lobo marinho (Anarhichas lupus), para a espécie marinha Macrozoarces
americanus, a concentragio espermatica variou de 7,56 x 10° a 2,15 x 108mL™ (YAO et al.,
1995). Estas baixas concentragdes podem ser compensadas, provavelmente, pelo nimero de
micrdpilas presentes nos ovocitos que para estas espécies € de cinco a duas respectivamente
(DZERZHINSKY et al., 1992; YAO; CRIM, 1995), uma adaptacdo para potencializar a
fertilizacdo dos ovocitos em funcdo da baixa densidade espermatica identificada. Baixa
concentracdo espermatica também foi verificada em Xiphophorus helleri, peixe ornamentaal,
com a mesma dinamica reprodutiva, Huang et al., 2004 verificou concentracdo de 5 X
10’cel/mL™.

Por outro lado, espécie que fertilizam em ambiente externo apresentam valores de
densidade espermatica superiores ao relatado neste estudo, bagres como o jundid (Rhamdia
quelen) e o suruvi (Steindachneridion scripta) indicaram variacdes na concentracao
espermatica de 24,6 a 138,9 x 10% e 19,5 a 120,1 x 10°mL?* (FERREIRA et al., 2001; LUZ et
al., (2001). Emesturjao (Acipenser baerii), Cosson et al. (2000), também identificaram variacéo
na concentragdo espermatica de 0,1 a 4 x 10° mL™.

No presente estudo a variacdo na densidade espermatica (25,6%) entre 0s especimes,

pode estar associada a fatores como o estado de maturagdo das gbnadas, interferéncias
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genéticas, manejo e qualidade nutricional. Estes fatores indicam variagdes particulares dos
parametros seminais entre as espécies (CABRITA et al., 2014; SUQUET et al., 2000;
VALDEBENITO; GALLEGOS e EFFER, 2015).

Em estudos de qualidade seminal, variagfes individuais séo frequentemente relatadas
(RANA, 1995). Neste estudo, foi observada uma grande variagdo no volume do sémen 392,3
+ 261,5 pL), equivalente a 66,6%, resultados semelhantes foram encontrados em outras
espécies de peixes dulcicolas, como: Perca fluviantis, de 550 a 6780 pL (ALAVI et al., 2010);
Acipenser persicus, de 20000 a 50000 pL (ARAMLI; KALBASSI; NAZARI, 2015);
Prochilodus lineatus, de 3500 +700 uL (FERREIRA et al., 2001); Brycon orbignyanus de 5850
+ 3620 pL (ORFAO et al., 2010); e Rhamdia quelen, 410uL (MOJICA, 2004).

Para o cangati o valor médio de pH registrado para as amostras analisadas foi 6.0 + 0,
valor semelhante foi encontrado no plasma seminal do esturjdo (Acipenser persicus) no inicio
de sua motilidade (ADI ALAVI et al., 2004), enquanto que em salmonideos o pH foi superior,
7,5a8,5 (ALAVI; COSSON, 2005; FIGUEROA et al., 2018).

Espécies de agua doce € comum o pH variar entre 6,5a 8,5 (VIEIRA et al., 2011), como
registrado para Prochilodus lineatus 7,8 + 0,4 (ORFAO et al., 2010); Prochilodus brevis 8,39
+ 0,12 (NASCIMENTO et al., 2017) e Oncorhynchus mykiss 8,0 (UBILLA et al., 2015).

O pH esta diretamente relacionado as condicdes externas como a salinidade e
temperatura, as quais possuem importante papel na fisiologia das células espermaticas, porém
cada espécie apresenta valores especificos para este parametro (ARAL et al., 2007; BILLIARD
et al., 1995), que tem papel importante no inicio da motilidade espermética (MOJICA, 2004).
Vale ressaltar que os espermatozoides de T. galeatus sdo mdveis dentro dos testiculos e apds a
passagem pelo ducto espermatico também, dispensando assim solugdes ativadoras, sugerindo
que as células epiteliais do trato reprodutivo feminino, podem controlar a motilidade e regular
0 pH do sémen.

Outra caracteristica importante que define a qualidade espermatica € a porcentagem de
células moveis (VIVEIROS; GODINHO, 2009), pois esta relacionada ao potencial de
fertilizacdo do animal (LAHNSTEINER; MANSOUR, 2010). Neste estudo as amostras
avaliadas indicaram porcentagem satisfatdria de células moveis (90,6 £ 13,6 %). Em outras
espécies de fertilizacdo interna, foi verificado variacdo no percentual de células moveis. X.
helleri, Huang et al. (2004), observaram que ap0s extracdo dos testiculos e adicdo de solucédo
salina balanceada de Hanks (HBSS), antes da compresséo dos testiculos, usual para liberar os

espermatozoides, os autores verificaram que a motilidade média foi de 67%, inferior ao que foi
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relatado para o cangati. Anarhichas lupus, conhecida popularmente como lobo marinho, em
estudo desenvolvido por Pavlov; Moksness, (1993) apresentou motilidade no plasma seminal e
as células espermaticas mantiveram-se méveis durante varios dias em temperaturas proximas a
0 °C. Macrozoarces americanus, apds criopreservacao apresentou motilidade média de 50 a
70% (YAO et al., 2000).

A motilidade dos espermatozoides da espécie em estudo foi considerada atipica, quando
comparado com teleGsteos que fertilizam externamente, uma vez que apresentaram motilidade
durante e apds a coleta, mantendo- se mdveis por 48 horas, eliminando a necessidade do uso de
solucdes ativadoras, em caso de uso imediato ou sob refrigeracéo.

A boa qualidade do sémen in natura de T. galeatus observada neste estudo, por meio da
porcentagem de espermatozoides moveis, foi semelhante ao verificado para algumas espécies
de fertilizacdo externa: Rhamdia quelen 91,6 + 4,08% (MOJICA, 2004), Acipenser persicus90
a 100% (COSSON et al., 2000) e Clarias gariepinus70 a 90% (MANSOUR; LAHNSTEINER,;
PATZNER, 2002).

A boa qualidade da motilidade espermatica, do vigor espermatico e 0 sucesso da
fertilizacdo podem estar relacionados a boa morfologia dos espermatozoides (DREANNO et
al., 1999; LAHNSTEINER et al.,, 1998; ARRUDA et al, 2015). A media percentual de
espermatozoides normais encontrados neste trabalho foi de 70,64 +0,61% o0 que esta
diretamente relacionado boa qualidade do sémen in natura da espécie. Galo et al.(2011),
encontraram valores inferiores, 62,20% + 17,86 em piracanjuba (B. obgnyanus), valor mais
baixo foi registrado para Streit Jr. et al.(2009), avaliando o efeito do congelamento do sémen
de pacu (Piaractus mesopotamicus), observou reducdo na frequéncia de espermatozoides
normais (40, 21 + 15,28%) para (31,50 + 12,30%) pds congelacéo.

De forma geral, os espermatozoides de teledsteos sdo divididos morfologicamente em
cabeca, peca intermediaria, cauda e ndo possuem acrossoma, a auséncia deste é compensada
pela presenca da micrépila, um orificio dos ovdcitos que facilita a penetracdo do
espermatozoide (COSSON et al., 1999; LAHNSTEINER; PATZNER, 2008).

A ocorréncia de anormalidades morfologicas nas células espermaticas, estdo associadas
a fatores como nutricdo, idade dos reprodutores, métodos de coleta e coloracdo adequado para
andlise e identificacdo das anormalidades (GRACIA, 2011). A maior frequéncia de
anormalidades aconteceu para a cauda dobrada (12,56 * 0,32%) o que pode ter interferido na

taxa de motilidade espermatica refletindo nos 10% de espermatozoides imdveis registrados. Da
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mesma forma, Fernandes et al. (2020), identificando as anomalias espermaticas em sémen in
natura de Prochilodus lacustres verificou alteragdes associadas a cauda como mais frequentes.

As alteracOes associadas a cauda, estdo relacionadas a distribuicdo de mitocondrias da
peca intermediaria e cauda, portanto causam alteracdes crescentes na motilidade, influenciando
0 aumento de espermatozoides com movimentos circulares ou oscilatérios (BLOM, 1959).

A elevada presenca de defeitos em amostras de sémen in natura de qualquer espécie
inviabiliza sua utilizagdo em protocolos de refrigeracdo ou congelagdo uma vez que 0S
espermatozoides ainda sofrerdo as possiveis injdrias dos processos, resultando em material,
provavelmente, de ma qualidade (BUCHER et al., 2009).

Os espermatozoides de T. galeatus ndo diluidos apresentaram viabilidade em até 60
horas apos refrigeracdo, com 30 + 4,0 %. Uma motilidade com percentual minimo de 30% de
atividade espermatica é indicada para protocolos de fertilizagdo (MARQUES; GODINHO,
2004).

A viabilidade do sémen in natura mantido sob refrigeracdo ja foi comprovada para
varias espécies, em diferentes intervalos de tempo, resultados, e com peculiaridades para cada
espécie, além da presenca de interferéncias extrinsecas (CARNEIRO et al., 2006), estes
mesmos autores, verificaram a viabilidade do sémen in natura do jundia (R. quelen) durante 12
dias, quando ao final apresentou motilidade de 15,5%. Oliveira et al. (2007a) desenvolvendo
protocolos de refrigeracdo para o sémen de pirapitinga (B. nattereri) observaram motilidade de
39 £ 20% ap06s 72 horas de refrigeracdo do sémen in natura. Ja Shaliutina et al.(2013), para o
esturjdo (Acipenser baeri),verificaram motilidade superior a 50% durante 6 dias de
armazenamento em 6°C.

A utilizacdo do HBSS como diluidor ndo apresentou diferenca significativa na
porcentagem de células méveis quando comparado com o sémen in natura (p > 0,05). E comum
0 uso do HBSS com sucesso, Tiersch et al. (2004) adotou o uso do HBSS associado ao NaCl
na refrigeracdo de sémen de Centropomus undecimalis e observou motilidade média de 50%
por 9 dias. No sémen de Mugil liza, 0 HBSS aumentou o tempo de motilidade espermatica em
20%, apds 18h de refrigeracdo e manteve a taxa de motilidade espermatica por 24 horas
(MAGNOTTI et al .2018). O bom desempenho desse diluente esta associado a agucares e sais
(CHRISTENSEN; TIERSCH, 2005; PAUL LANG et al., 2003; ARAUJO, 2012).

As principais func@es dos diluentes na refrigeracdo sdo; proteger as células espermaticas
de alteracbes bruscas de temperatura evitando danos ao espermatozoide durante o
armazenamento  (MCNIVEN;  GALLANT; RICHARDSON, 1993; UBILLA,;
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VALDEBENITO, 2011; VALDEBENITO et al., 2009), promover a diluicdo do sémen que
geralmente apresenta elevada viscosidade e em alguns casos baixo volume (GWO, 2000), evitar
a oxidacdo das membranas mitocondriais e plasma e disponibilizar substratos de energia no
meio extracelular (BATELLIER et al., 2001; MORISAWA et al., 1983). Para o cangati, uma
hipotese para o resultado obtido com HBSS é que os nutrientes do meio diluidor ndo tenham
sido suficientes para promover o prolongamento da motilidade dos espermatozoides ou que a
osmolaridade do diluidor ndo foi compativel com a do plasma seminal. Yao, Richardson e Crim
(1999), obtiveram boa viabilidade espermatica de Macrozoarces americanus, espécie marinha,
de fertilizagdo interna por 5 dias a 4°C, ao adotar diluidor produzido com composicao a partir
do plasma seminal.

Anteriormente, estes autores ainda verificaram que o plasma seminal dispde de
importantes nutrientes e que 98% da composicdo deste, eram de reservas de glicose (YAO,;
CRIM, 1995).

O supracitado sugere que o plasma seminal da espécie apresenta importante papel no
fornecimento de nutrientes para a peca intermediaria, promovendo energia as mitocondrias e
aumentando o tempo de vida Util do espermatozoide. Neste sentido, a morfologia do
espermatozoide de fertilizacdo interna apresenta relacao positiva entre as mitocondrias e a alta
disponibilidade de glicose no plasma seminal, pois dispde de uma extensdo notavel de
mitocéndrias na bainha alongada em torno da regido préxima do axonema (JAMIESON, 1989).

Para o cangati, foi possivel verificar uma morfologia diferenciada no espermatozoide, a
presenca de um apéndice na porcao final da cabeca, tal estrutura estar associada ao abundante
suprimento de energia para 0 movimento espermatico, agindo como uma reserva mitocondrial
(Figura 6.) elevando a capacidade de energia da célula (FAWCETT, 1970; BURNS et al.,
2002), essencial para propulsédo dentro do aparelho reprodutor feminino ou ao armazenamento
prolongado dos espermatozoides no ovario (PECIO; RAFINSKI, 1994).
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Figura 6. Micrografia de contraste de fase indicando espermatozoide de T. galeatus
com apéndice distal a cabeca (seta)

Fonte: O autor (2020)

Modificacdes estruturais como a do espermatozoide de T. galeatus, foi relatada para
outras espécie de fertilizacdo interna como Hemirhumphodon pogonognathus, este juntamente
com X. helleri (HUANG et al., 2004), possuem alongamento do nlcleo das células
espermaticas, um sistema mitocondrial bem desenvolvido na peca intermediaria, além de uma
atividade glicolitica comparavel a dos mamiferos (STOSS, 1983b; JAMIESON, 1989). Da
mesma forma ocorre com Macrozoarces americanus L., espécie marinha de fertilizacdo interna,
possui adaptacfes, como peca intermediaria, uma a duas vezes maior que o comprimento da
cabeca com numerosas mitocondrias alongadas e bem desenvolvidas além de ser biflagelado,
as adaptacdes citadas para os espermatozoides de fertilizacdo interna, estdo associadas ao longo
tempo Util de vida dessas células e a permanéncias destas no ovario (YAO, EMERSON; CRIM
1995).

Isto sugere que o apéndice identificado no espermatozoide da espécie do presente
estudo, pode estar associado ao armazenamento de reservas mitocondriais, favorecendo a
intensa atividade espermatica ja relatada, em que os espermatozoides mantiveram- se mdveis
durante e ap0s a coleta.

Quanto aos tratamentos formados pelo HBSS acrescido das diferentes concentragdes de
DMSO, foi observado que o aumento gradativo das concentra¢fes (2,5%, 5,0% e 10,0%)

resultou na reducéo das taxas de motilidade imediatamente ap0s a diluicdo (T0), porém manteve
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viabilidade das células esperméticas por até 48 horas e sem diferencga significativa para as
concentragdes de 2,5% e 5,0%. O uso de uma destas concentragbes de DMSO durante a
refrigeracdo do sémen de cangati ndo provocou injdrias severas aos espermatozoides
provavelmente em funcdo da capacidade do DMSO em eliminar radicais hidroxilas. Esta
afirmativa é corroborada por Popham e Novacky (1991), ao afirmarem que o DMSO tem
potencial aprético polar, que possui uma atividade antioxidante, com base em sua capacidade
de reagir com espécies reativas nocivas de oxigénio para o radical hidroxila (ROS). O excesso
de producéo de radicais hidroxilas resulta em danos as membranas plasmaticas e mitocondrias,
levando a reducdo da motilidade espermética (AITKEN; BAKER, 2006).

O DMSO é um dos crioprotetores menos toxicos e usual para teledsteos de agua doce
(LIU et al., 2006; SUQUET et al., 2000),em fungédo da sua alta permeabilidade na membrana
celular espermatica (VIVEIROS et al., 2014), e por seu teor tdxico ser reduzido em baixas
temperaturas (LEUNG, L.K.P. & JAMIESON, 1991). Outros autores também adotaram o uso
do crioprotetor associado ao diluente em metodologias de refrigeragdo: Moraes (2004), adotou
o0 uso de diferentes crioprotetores (DMSO, etilenoglicol, glicerol e metanol) no resfriamento (5
- 8°C) do sémen de piau-acu (Leporinus macrocephalus) na concentracdo de 10% por 48 horas
e observou reducdo da motilidade assim que o sémen foi diluido nas solugcbes com os
crioprotetores (73%), em relacdo ao tratamento controle (sémen in natura) (91%), semelhante
ao que ocorreu no presente estudo, na concentracdo de 10%. O autor ndo observou vantagens
no uso de crioprotetores internos na solucdo diluidora, no resfriamento do sémen de piau
(Leporinus macrocephalus). Maria (2005), também ndo identificou vantagens no uso de
DMSO, metanol e metil glicol adicionado a diluidores em refrigeracdo do sémen de piracanjuba
(B.orbignyanus). Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) o uso do DMSO no diluente nas
concentracbes de 1; 2,5 e 5%mantiveram a atividade espermatica por até 5 dias de
armazenamento, entretanto apds 10 dias as ceélulas espermaticas do tratamento de 5% nao
apresentaram motilidade (UBILLA et al., 2015). Ao final do experimento (13 dias) apenas o
tratamento com a concentracdo de 1% de DMSO, apresentou resultados satisfatorios para a
fertilizacao concluindo que a baixa concentracao do crioprotetor reduziu o seu potencial toxico
durante os dias de armazenamento e prolongou a protecao contra o chogue térmico.

T. galeatus tem espermatozoides continuamente mdveis apds coleta. Neste sentido, a
incorporacdo de outras substancias ao diluidor, como: antioxidantes, aminoacidos, acidos
organicos, crioprotetores e outros (MAGNOTTI et al., 2018a), podem melhorar o tempo de

estocagem e o desempenho dos espermatozoides durante o armazenamento em refrigeragéo.
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7.0 CONCLUSAO

e O espermatozoide de T. galeatus possui a cabeca bastante alongada e um apéndice distal
a cabeca que sdo adaptacdes relacionadas a fertilizagdo interna, modo reprodutivo da
espécie, tais adaptacdes auxiliam respectivamente, na passagem dos espermatozoides
pelo gonopddio lobular dos machos e armazenamento da reserva mitocondrial.

e O sémen in natura permanece viavel por 48 horas em refrigeracéo a 4 °C.

e O diluidor HBSS (Solugdao Salina Equilibrada de Hank’s) sem crioprotetor nao
apresenta eficiéncia no prolongamento da motilidade dos espermatozoides de T.
galeatus armazenado em refrigeracéo.

e O DMSO nas concentragdes de 2,5% e 5,0% associado ao diluente HBSS mostrou-se
eficientes, pouco toxico, no resfriamento de sémen por 48 horas. Portanto indica-se este
protocolo para a conservacao de sémen de cangati.

e O DMSO a 10% é toxico para o sémen resfriado com HBSS.
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