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Resumo

RADMANN, Carolina Pinto. Conservagao da Fauna Nativa do Rio Grande
do Sul: Propostas Didaticas e Tecnologias Reprodutivas Aplicadas ao
Rhamdia quelen. 2025. 112f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa
de Pds-Graduagao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

A educacdo ambiental € uma ferramenta fundamental para promover a
conscientizagcdo e mudancas de atitude em relagcdo ao meio ambiente. No Rio
Grande do Sul, estado que abriga uma rica biodiversidade de fauna nativa,
incluindo aves, mamiferos e peixes. Muitas dessas espécies encontram-se
ameacadas de extingdo. Diante disso, a conservagao da fauna regional exige
envolver a sociedade através de processos educativos. Nesse contexto,
abordagens ludicas, como jogos, surgem como alternativas eficazes para a
educagado ambiental nas escolas. Jogos como o0 quebra-cabega, quando
propostos a tematica ambiental, sdo uma estratégia inovadora, auxiliando a
construcdo do conhecimento, além de reforcar a educacao ambiental. Ainda
para espécies nativas € fundamental desenvolver estratégias de
conservacio, e a criopreservagao pode ser uma técnica utilizada, para a
preservagao e também o desenvolvimento socioecondmico de espécies. Tal
técnica consiste, na manutengdo da viabilidade das células, por meio do
armazenamento em temperaturas muito baixas, sendo muito utilizada na
conservacgao de gametas na aréa da reprodugéo. Todavia, a criopreservagao
representa um desafio para a integridade das células espermaticas, pois
promove estresse oxidativo e osmatico, resultando em danos estruturais e
funcionais, como comprometimento da membrana plasmatica, do DNA e das
organelas celulares. Por esta razdo € importante desenvolver novos
protocolos de criopreservagao visando minimizar ao maximo esses danos,
devendo ser ajustada as particularidades de cada espécie. Sendo assim
foram realizadas pesquisas com o bagre Rhamdia quelen (jundid),
inicialmente foi realizada uma reviséo cienciométrica sobre o tema. Logo,
estudou-se os efeitos da osmolalidade (280, 300, 320, 340, 360, 380, e 400
mOsm) nas solu¢des diluidoras de sémen. Sendo avaliado a motilidade no
sistema CASA e integridade das células espermaticas por citometria de fluxo,
ao longo de quatro dias. Posteriormente, testou-se os crioprotetores DMSO,
metilglicol e glicerol nas concentracées de 5 a 15%, na criopreservacao das
células espermaticas de R. quelen. Os resultados demonstraram que a faixa
ideal de osmolalidade para diluicao é entre 300 e 340 mOsm, e que o
metilglicol a 10% €& o crioprotetor mais eficaz para a preservagido dos
gametas.
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Abstract

RADMANN, Carolina Pinto. Conservation of Native Fauna of Rio Grande
do Sul: Didactic Proposals and Reproductive Technologies Applied to
Rhamdia quelen. 2025.112f. Thesis (Doctor in Sciences) — Programa de
Pés-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

Environmental education is a fundamental tool for promoting awareness and
changing attitudes toward the environment. Rio Grande do Sul, a state home to
a rich biodiversity of native fauna, including birds, mammals, and fish, is
threatened with extinction. Therefore, conserving regional fauna requires
engaging society through educational processes. In this context, playful
approaches, such as games, emerge as effective alternatives for
environmental education in schools. Games like puzzles, when proposed with
environmental themes, are an innovative strategy, aiding knowledge building
and reinforcing environmental education. Developing conservation strategies
for native species is also essential, and cryopreservation can be a technique
used for the preservation and socioeconomic development of species. This
technique consists of maintaining cell viability through storage at very low
temperatures and is widely used for preserving gametes in the reproductive
area. However, cryopreservation poses a challenge to sperm cell integrity, as
it promotes oxidative and osmotic stress, resulting in structural and functional
damage, such as impairment of the plasma membrane, DNA, and cellular
organelles. Therefore, it is important to develop new cryopreservation
protocols aimed at minimizing this damage as much as possible, and these
protocols should be tailored to the specific characteristics of each species.
Therefore, research was conducted with the catfish Rhamdia quelen (jundia),
initially conducting a scientometric review on the topic. Subsequently, the
effects of osmolality (280, 300, 320, 340, 360, 380, and 400 mOsm) on semen
extender solutions were studied. Motility in the CASA system and sperm cell
integrity were evaluated by flow cytometry over four days. Subsequently, the
cryoprotectants DMSO, methyl glycol, and glycerol at concentrations of 5 to
15% were tested for cryopreservation of R. quelen sperm cells. The results
demonstrated that the ideal osmolality range for dilution is between 300 and
340 mOsm, and that 10% methyl glycol is the most effective cryoprotectant
for gamete preservation.

Keywords: diluent; preservation; catfish.



Figura 1

Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 1

Lista de Figuras

Dissertagao

Exemplar de Jundia (Rhamdia quelen)..............c...ccccceveuunen..

Artigo 1

Paises de publiCagao.............c.covvviviiiiieeeee e
Periddicos em que os trabalhos de bagre (Rhamdia quelen)
foram publicados..........coovieiii
Anos da publicagdo dos trabalhos com os bagres em

especifico para (Rhamdia quelen).................ccceeeeiiiiineieenneennn.

Artigo 2

Imagem do jogo da memodria com as figuras dos animais da
fauna do Rio Grande do Sul...........coiiviiiiiiiiii e,
Imagem das pecas do quebra-cabega com as figuras dos
animais da fauna do Rio Grande do Sul..............cccoooiiiiiineennn..

Imagem dos alunos montando o quebra-cabecga......................

Artigo 3

Efeito de diferentes concentragdbes de dimetilsulfoxido
(DMSO), metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de
motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) em células

espermaticas criopreservadas de jundia...........cccceeeveeiineennnnn..

41

44

51

52
53



Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Efeito de diferentes concentragbes de dimetilsulfoxido
(DMSO), metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de
distancia média percorrida (DAP), distancia retilinea (DSL),
distancia curvilinea (DCL) em células espermaticas
criopreservadas de jundid...........ccooeeiiiiieiiiiin e,
Efeito de diferentes concentragbes de dimetilsulfoxido
(DMSOQO), metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de
velocidade meédia do percurso (VAP), velocidade curvilinea
(VLC) e velocidade linear reta (VSL).....cceeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeae
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),

metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de Linearidade

Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY, sobre a taxa de deslocamento
lateral da cabecga (ALH).........ooooiiiiiiiii e
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de frequéncia de
batimento flagelar cruzado (BCF)...........cccoooiiiiiiiiiiceee e
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre o periodo de motilidade...
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de Producao de
espécies reativas de oxigé€nio (ROS)...........coooiiiiiiiiiiiiccciceeee,
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY, sobre a taxa de indice
Fragmentagdo de DNA....... ..o e
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY, sobre a taxa de funcionalidade
de MEMDIANA. .. ..o
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de ruptura de
0 0T=T0] o] =T o T RPN

Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),

71

72

73

74

74

75

76

76

77



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 1

metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de Fluidez da
MEMDIANA.......ciiiiiiiei e
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de peroxidacao
70 Lo [>T RSP
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de Funcionalidade
MItOCONAIIAL. ... oo s
Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulféxido (DMSO),

metilglicol (MG) e Glicerol (GLY), sobre a taxa de correlagao de

Artigo 4

Fluxograma da metodologia............ccoeuuiiiiiiiiiiiiiiee e,

78

78

79



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Lista de Tabelas

Artigo 1

Areas de pesquisa dos estudos encontrados com bagres, incluindo
Rhamdia QUEIEN................ccceeeeeeeeeeeeeeeeeee et
Artigos e seus autores do bagre (Rhamdia quelen), que foram

encontrados nas duas plataformas de busca web of scienc e pub

Artigo 4

Motilidade Total (%) dos espermatozoides de Rhamdia quelen
expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360,
380, 400), €M 72 NOIAS.....uuuuuiiiiiiee et e e e e e
Motilidade Progressiva (%) dos espermatozoides de Rhamdia
quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340,
360, 380,400), @M 72 NOraS......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeenes
Distéancia Média do Percorrida (DAP), (%) dos espermatozdides
de R. quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320,
340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas......................
Distancia Curvilinea (DCL), (%) dos espermatozdides de R.
quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340,
360, 380, 400), em um tempo totalde 72 horas........ccccccceeeeeeeeennnns
Distancia em Retilinea (DSL), (%) dos espermatozoéides de R.
quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340,
360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas..............cceeeevveeeeens

38

42

92

92

93

93



Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Velocidade Média do Percurso (VAP) (%) dos espermatozoides
de R. quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320,
340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas......................
Velocidade Curvilinea (VCL) (%) dos espermatozoides de R.
quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340,
360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas.............ccceeeeeeeenn..
Velocidade Linear Progressiva (VSL) (%) dos espermatozdides
de R. quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320,
340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas......................
Retilineidade do trajeto espermatico (SRT) (%) dos
espermatozoides de R. quelen expostos a diferentes
osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo
total de 72 NOras......coooi oo
Linearidade (LIN) (%) dos espermatozéides de R. quelen
expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360,
380, 400), em um tempo total de 72 horas...........ccccceeeeeiiieeeeeeeennnn.
Oscilagao (WOB) (%) dos espermatozoides de R. quelen
expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360,
380, 400), em um tempo total de 72 horas..........cccceeeeeeieeeeeeeeeinnnnn,
Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabecga (ALH) (%) dos
espermatozoides de R. quelen expostos a diferentes
osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo
total de 72 NOras......coooii i
Frequéncia Cruzada do Batimento (BCF) (%) dos
espermatozoides de R. quelen expostos a diferentes
osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo
total de 72 NOras.....ccoooi o

94

95

95

96

96

97

97



Lista de Abreviaturas e Siglas

ALH Amplitude do deslocamento lateral da cabeca
BCF Frequéncia do batimento de flagelo

CASA Frequéncia do batimento de flagelo

CDF Oxidado para diclorofluoresceina

CFDA Carboxifluoresceina diacetate

Cm Centimetros

DNA Acido desoxirribonucleico

DMSO Dimetilsulfoxido

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

ERO Espécies reativas de oxigénio

ETG Acido etilenodiamino tetra-acético

GLI Glicerol

HCL Acido cloridrico

H2DCFDA Diacetato de Diclorofluoresceina

Hz Hertz

Kg Quilograma

LIN Espermatozoides que se movimentam de forma linear
LPO Lipoperoxidacgao lipidica

MOT Relagéo entre o numero de espermatozoides moveis e imoveis
mL Mililitros

MP Motilidade progressiva

M540 Corante fluorescente merocianina

NaCl Cloreto de sédio

PBS Solucéo salina

PH Potencial hidrogeniénico

ROS Espécies reativas ao oxigénio



TNE
TRIS
VAP
VCL
VSL
WwOB

Mg
um

Segundos

Tampéao Tris-NaCI-EDTA

Hidroximetil

Velocidade média do caminho percorrido
Velocidade curvilinea

Velocidade em linha reta

indice de oscilagéo da trajetéria
Micrograma

Micrébmetros



°C

%

Lista de Simbolos

Grau Celsius
Menos
Porcentagem
Vezes
Divisdo

Marca registrada



Sumario

I 191 4o T ¥ o T 18
2 ODbjJetiVos.....cccciireirirerr e ————————— 21
2.1 Objetivos Gerais........cccccrrmrrrrrmimiminnnnsssssssssssssss s 21
2.2 Objetivos EspecifiCos.........ccccerriiiiiimiiiiiiiccceeccsess s ee s e eenee 21
3 Revisdo da Literatura.............ccooviimmiimmmnniesressss e 22
3.1 Aquicultura no Brasil..........cciiimimmimnieerre 22
3.2 Biotécnicas Reprodutivas em Espécies Nativas.................... 23
3.3 CriopreServaga.........ccccceeerrerrrrrrereeenenemnnmmnnssssssssssssssssssseersennnnn 24
3.4 Criopreservacao em PeiXes.......cccceeeeemmmmmnnncsiissssssseseeseeesennnnns 25
3.5 Jundia (Rhamdia quelen) ............cccoovmmmmrmmrmmnneiie s 26
3.6 Avaliagao cinética espermatica............cccccevvviriirrnnnnnnneeseennnnnnes 27
3.7 Avaliagoes Citomeétricas..........ccccererereeeeecccmsnnnss s ee e e eeeees 28
3.8 Educacao Ambiental das Espécies Nativas...........cccceeeeeueeeeee. 29
Y T o= 31
L St Y 1 o R P 31
4.2 Artigo 2. e e s 48
4.3 Artigo 3. 57
QA ArtIgO 4. 84
5 Consideragoes Finais..........ccccccmmmmrmmniiiinnnnnnnsssssssssssesss e 102

(202 (=121 3 Lo = = 103



1 Introducgao

A caréncia de informacdes sobre a fauna brasileira € uma caracteristica
marcante nos livros didaticos de ciéncias adotados pela rede publica do Brasil
(GUERRA; GUSMAO, 2000). A falta de materiais didaticos contextualizados cria
uma lacuna e uma fragmentagcdo do conhecimento dos alunos nas escolas
publicas. A pouca valorizagao das espécies nativas nesse tipo de material acaba
por constituir um importante fator com reflexos negativos na biologia da
conservagdao (GUERRA, 2002). Por isso, é essencial promover acdes de
recuperacao e conservagao dos ecossistemas, destacando-se a Educacao
Ambiental como meio de formar cidaddos com senso critico sobre a destruigao
ambiental (TEIXEIRA, 2019). A tematica Educacédo Ambiental (EA) na escola
oportuniza o desenvolvimento de intervencbées e o aprimoramento de
processos de ensino aprendizagem. (ALBA E GAUDIANO, 1997), O uso de
recursos pedagdgicos ludicos, como jogos, pode ser uma ferramenta eficaz tanto
para incluir conteudos sobre animais regionais quanto para promover a Educagao
Ambiental. No entanto, na maioria das escolas brasileiras, o estudo de espécies
nativas locais geralmente n&o esta previsto no curriculo, exigindo a iniciativa de
projetos especificos por parte das proprias instituicoes.

Paralelamente a educacdo ambiental, a valorizacdo do estudo de
espécies nativas € importante, estudos estes como a criopreservacao, que visa
conservar o material genético de espécies, sendo muito importantes, nao
apenas para a manutencdo da biodiversidade, mas também para o
fortalecimento do desenvolvimento socioambiental e econdmico destas. Esses
estudos ganham ainda mais relevancia diante do recorde mundial na produgéo
aquicola de animais aquaticos, que superou a pesca de captura (FAO, 2022). Em
2023, o Brasil produziu 887.029 toneladas de peixes cultivados, com destaque para
263.479 toneladas de espécies nativas, concentradas principalmente na regido
Norte, especialmente em Rondénia, maior produtora. PEIXE BR (2024).

Em contrapartida o Rio Grande do Sul, com 17.000 toneladas, em 2023,
lidera o cultivo de espécies como carpas e trutas, espécies claramente de
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regioes mais frias (PEIXE BR, 2024). Sendo um mercado que certamente estd em
crescimento no nosso estado, apresentando espago para a expansao de
espécies nativas, como por exemplo os bagres regionais, sendo um dos mais
conhecidos, o Jundia (Rhamdia quelen).

O bagre Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae) € uma espécie
amplamente distribuida na América do Sul e Central, ao leste dos Andes e entre
a Venezuela e o Norte da Argentina (SILFVERGRIP1996). Sendo muito
importante para a piscicultura da regiao sul do Brasil (BERH et al. 1999). Pois o
cultivo de jundia, apresenta-se crescente, principalmente nessa regido do
Brasil, em funcdo da sua rusticidade ao manejo e resisténcia a baixas
temperaturas. A criacdo dessa espécie vem apresentando resultados positivos,
contribuindo para o desenvolvimento econémico e social de muitos produtores
rurais e adequando-se aos atuais enfoques ambientais, por tratar-se de uma
espécie nativa dos rios da regidao (CARNEIRO et al., 2002).

No entanto, para um melhor aproveitamento dessa espécie na piscicultura,
sao0 necessarios mais estudos, ja que ha poucas pesquisas na area, especialmente
no que se refere a criopreservacgao de células espermaticas, ou seja, a utilizagao
otimizada dos gametas disponiveis, bem como a avaliagdo de sua qualidade e
viabilidade, abrangendo uma maior satisfagcéo dos produtores (BOMBARDELLI
et al., 2006). Existem muitas técnicas referentes a otimizagdo dos gametas e
uma maior vida util, no entanto as mais utilizadas sado a refrigeracédo e a
criopreservacgao destas células reprodutivas.

A preservagao do sémen sob refrigeragao € uma alternativa simples e de
baixo custo para a utilizagdo do mesmo por longos periodos, podendo trazer
beneficios ao processo de reprodugdo induzida do jundida (MARQUES&
GODINHO, 2004). Porem em situagdes em que se deseje prolongar a vida util
destes gametas, para serem utilizados em um processo de reprodu¢cao mais
oportuno, visto que o jundid um animal que apresenta ciclos reprodutivos, néo
disponibilizando de espermatozéides o ano todo, a criopreservacao € biotecnia
mais recomendada. A criopreservagao pode ser caracterizada como a
preservacdo da viabilidade do material biolégico em temperaturas
extremamente baixas, de -80°C ou de -140°C (BAUST et al, 2009). Logo, a
criopreservacao de espermatozoides tem levado a muitas mudancgas na

biotecnologia reprodutiva em peixes, e essa técnica tem proporcionado
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vantagens importantes como a simplificacdo do manejo de matrizes e
sincronizagao da disponibilidade de gametas de ambos os sexos, além do
transporte de gametas de diferentes pisciculturas, mantendo a qualidade do
armazenamento do germoplasma e conservando o material genético das
espécies (CABRITA, 2014). Desta forma facilitando o manejo reprodutivo dos
peixes, e consequentemente impulsionado a piscicultura de forma geral.

Mas para a realizag&o da criopreservacao do s€émen, € necessaria a adicao
de solugdes diluidoras, compostas por diluentes e crioprotetores, responsaveis
por manter a viabilidade da célula espermatica e prevenir as crioinjurias durante
a congelacao e descongelacédo seminal (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012).

Para ampliar a cadeia produtiva dos peixes nativos, essas técnicas podem
ser utilizadas na piscicultura para auxiliar de forma pratica a producao destas
especies de interesse comercial, ecoldgico e potencial econbémico. A
criopreservacao de s€men € um exemplo de técnica que pode ser utilizada, sendo
um procedimento essencial para aperfeigoar a conservagéo do material genético
de espécies com importancia econémica e ecologica (FIGUEROA et al., 2016).
Logo no processo de criopreservagao, as particularidades de cada espécie,
juntamente com os diversos aspectos do protocolo utilizado, podem impactar a
qualidade do sémen apos o descongelamento. Por isso, € essencial desenvolver
protocolos especificos para cada espécie, levando em consideracao suas

caracteristicas biologicas.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/germplasm

2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e aplicar estratégias voltadas a preservagcao dos animais nativos
do Rio Grande do Sul, através de ag¢des de educacao ambiental. Paralelamente,
aperfeicoar técnicas de criopreservagao de gametas de espécies nativas, com
énfase no jundia (Rhamdia quelen), com o levantamento de estudos na area, a
investigacao de fatores bioquimicos, como a osmolalidade solugdes diluidoras
utilizadas nos protocolos de diluicdo, e da testagem de novos crioprotetores. O

intuito € contribuir para a preservacao e desenvolvimento da espécie.

2.2 Objetivos Especificos

e Propor e desenvolver uma ferramenta didatica para a educagao ambiental,
dos animais nativos do Rio Grande do Sul, utilizando uma abordagem
ludica através de um jogo de quebra-cabeca;

e Realizar um estudo, levantamento (revisdo cenciométrica), sobre os
estudos de criopreservagcao seminal no bagre, com um enfoque no
Rhamdia quelem;

e investigar os efeitos de diferentes solugdes diluidoras, na qualidade das
células espermaticas do Rhamdia quelen;

e Analisar o resultado da utilizagao de diferentes concentragdes (5, 7,5, 10, 12,5
e 15) dos crioprotetores: dimetil sulféxido, metilglicol e glicerol sobre as
estruturas (mitocéndrias, membranas celulares e DNA) e funcionalidade
(motilidade, tempo de motilidade), das células espermaticas

criopreservadas Jundia (Rhamdia quelen.



3 Revisao da Literatura

3.1 Aquicultura no Brasil

A aquicultura brasileira teve inicio por volta da década de 30, tendo um
crescimento gradativo ao longo dos anos (LEITE et al., 2013). Esta passou
por importantes transformacdes desde a década de 1960. Politicas publicas
foram responsaveis pela constru¢cdo de um ambiente institucional favoravel
a inovacgao e a adaptacao de conhecimento e de tecnologia (VIEIRA FILHO
& FISHLOW, 2017). Medidas que favoreceram o desenvolvimento da
aquicultura no nosso pais, juntamente com as questdes geograficas do
Brasil. Como por exemplo o seu enorme potencial, o Brasil ainda pode
contribuir mais para a produgdo mundial de pescado, quando levado em
consideracao seus recursos hidricos e terrestres (FAO, 2018).

De acordo com a Embrapa (2017), as espécies mais comuns
produzidas no pais, por regido, sdo: Tambaqui, pirarucu e pirapitinga na
regiao Norte, tilapia e camardao marinho no Nordeste, tambaqui, pacu e
pintado no Centro-Oeste, tilapia, pacu e pintado no Sudeste e carpa, tilapia,
jundia, ostra e mexilhdo na regido Sul. Como citado acima o jundia € um
peixe que apresenta uma producao expressiva, e ainda tem potencial de
crescimento. O jundia (Rhamdia quelen) € um dos bagres com grande
potencial para aquicultura (VALLADAO et al., 2018) e também segue em
crescimento com proje¢des positivas. A produgdo de animais aquaticos
aumentara 10% até 2032, alcancando 205 milhdes de toneladas, enquanto o
consumo aparente aumentara 12% para fornecer uma média de 21,3 kg per
capita em 2032 (FAO, 2024).

As exportagdes da piscicultura brasileira apresentaram um crescimento
recorde de valor em 2024, com aumento de 138%, em relagdo a 2023,
chegando a 59 milhées de ddélares. Em volume, o crescimento foi de 102%,
passando de 6.815 toneladas para 13.792 toneladas, sendo maior aumento

em volume exportado desde 2021. O aumento dos embarques de filés
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frescos foi o principal fator responsavel pelo incremento das exportacdes em
2024, atingindo US$ 36 milhdes (EMBRAPA, 2025).

3.2 Biotecnias Reprodutivas em Espécies Nativas

A ictiofauna da América do Sul € a mais rica e diversa do mundo, com
uma expectativa de mais de 8000 espécies (SCHAEFER, 1988). Estudos
recentes tém procurado conciliar técnicas adequadas que promovam um maximo
de aproveitamento zootécnico das espécies nativas, e que possibilitam
programas de conservagao dessas espécies (LUDWIG et.al, 2005). Visto as
particularidades de cada espécie, como por exemplo a biologia reprodutiva
desses animais. Muitos deles, tem sua reproducao baseada em certos periodos
do ano, conhecidos como periodo reprodutivo. As peculiaridades no
comportamento reprodutivo das diferentes espécies estdo diretamente
relacionadas com a possibilidade de aumentar a sobrevivéncia das larvas. Isto
significa que a desova deve ocorrer em um momento no qual ha maior
disponibilidade de alimentos e de protecédo dos jovens contra os predadores.

Os maiores periodos de luminosidade estdo relacionados com a
primavera e o verdo, momentos nos quais ocorrem 0S maiores indices
pluviométricos e aumento da temperatura. Nos rios tropicais, muitos peixes
migratérios tém seu periodo de desova marcado pelo inicio da estagcdo de
cheias (ZANIBONI FILHO e WEINGARTNER, 2007). Ja o comportamento
reprodutivo de R. quelen assemelha-se ao de muitas espécies de agua doce
(MARDINI et al., 1981). A maturidade sexual é atingida por volta de um ano de
idade nos dois sexos. Os machos iniciam o processo de maturagdo gonadal com
13,4cm (NARAHARA et al., 1985). Essa espécie € ovulipara em seu habitat
natural e, quando chega o periodo de desova, formam grandes cardumes que
procuram locais com agua rasa, limpa, de pouca correnteza (GODINHO et al.,
1978).

O cultivo de Rhamdia quelen (jundia) estda aumentando no sul do Brasil,
mas ainda esta muito abaixo de suas possibilidades, pois varios parametros
bioldgicos sobre a espécie estao faltando ou dispersos na literatura (GOMES et.al,
2000). Sendo necessarios mais estudos sobre esses animais, em diversas areas,

como por exemplo a reprodutiva. As caracteristicas seminais sdo muito variadas
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entre as espécies de peixes, e realizar a avaliagido destas € importante para o
estabelecimento da fertilizacao artificial. Como também realizar a descricao de
um perfil espermatico, sendo analisadas as caracteristicas fisicas do sémen
(volume, motilidade, vigor e concentragdo) e as caracteristicas morfolégicas dos
espermatozoides (ROUTRAY et al., 2007) E fundamental conhecer essas
caracteristicas para avaliar a qualidade do sémen coletado e, assim, otimizar seu
uso no processo de fertilizag&o artificial (VIVEIROS, 2005).

3.3 Criopreservacao

A criopreservacéao pode ser definida como a conservagao da viabilidade
de tecidos e de células em baixas temperaturas no estado de quiescéncia,
promovendo o cessamento das reagdes bioquimicas e possibilitando, apés
0 aquecimento, a restauragao das atividades metabdlicas (CHEUICHE et al.,
2011). Outra definicdo de criopreservagao € a preservagao da viabilidade do
material bioloégico em temperaturas extremamente baixas entre -80°C e -
196°C (BAUST et al, 2009). Quando o material biolégico é exposto ao
nitrogénio liquido, que possui temperatura de - /196°C, todas as reacgdes
quimicas, processos bioldgicos e ou atividades fisicas dentro e fora da célula
sao suspensas (PEGG, 2007).

A criopreservacao € um processo prejudicial que induz estresses
oxidativo e osmatico, que alteram a composicgao lipidica e proteica, diminuem
a motilidade e a viabilidade, causam danos as mitocdndrias e caudas
espermaticas e aumentam a fragmentacdo do DNA espermatico, levando a
uma diminuicdo na qualidade do esperma de vertebrados apds a
criopreservacgao (YOON et.al, 2016). Para realizagao da criopreservagao, sao
utilizadas solugdes crioprotetoras, com o intuito de proteger as células e
tecidos durante a diminuigado da temperatura (GUAN et al., 2010).

Os crioprotetores sao solventes organicos que agem protegendo as
células e tecidos no momento de queda abrupta de temperatura. As
caracteristicas principais destes agentes s&o: possuir baixo peso molecular
e altas solubilidade e permeabilidade plasmatica. Os crioprotetores, entdo,
promovem estabilizacdo das proteinas intracelulares, reduzem a formacao

de cristais no interior das células e diminuem o impacto causado pelos



eletrélitos no meio intra e extracelular (CHIAN et al., 2004; EDASHIGE et al.,
2007; GOSDEN; NAGANO, 2002; PICTON et al., 2000).

Os crioprotetores extracelulares sao agucares ou polimeros de alto
peso molecular, ndo permeaveis e hidrofilicos, que recobrem a superficie
celular para estabilizar a membrana, para evitar os danos causados pela
congelagao, e diminuir a formacao de cristais de gelo. a frutose e a glicose
(CAROLSFELD et al., 2003). Ja os Intracelulares ou permeaveis de baixo
peso molecular como o dimetilsulféxido (DMSO), etilenoglicol (ETG), glicerol
(GLI), metanol.

3.4 Criopreservagao em peixes

O congelamento de sémen de peixes foi obtido com sucesso pela
primeira vez nos anos 50 (BLAXTER, 1953), sendo usada até os dias de hoje,
de forma viavel para muitas espécies de peixes. A criopreservagdo € uma
técnica de grande interesse para a piscicultura e que pode ser utilizada como
rotina nos laboratérios de reproducédo (MARIA et al. 2009).

O Brasil iniciou suas pesquisas cerca de 30 anos depois e hoje possui
mais de 22 espécies de peixes que ja foram estudas para o desenvolvimento
de protocolos de criopreservagao de sémen, bem como outros tecidos e células,
com especial destaque para os diferentes géneros que compdem a familia dos
Characidae (CAROSFELD et al., 2003; MARIA et al., 2006; VIVEIROS et al.,
2011; VARELA JR et al., 2015).

Para o desenvolvimento da piscicultura ha a necessidade de melhorar
o processo reprodutivo em cultivo. Neste sentido, a formacéo de bancos de
germoplasma de peixes possibilita eliminar a assincronia reprodutiva entre
machos e fémeas, reduz os gastos com a manutencdo de muitos
reprodutores facilitando o processo de melhoramento genético das espécies
e, consequentemente, aumentando a producgao das pisciculturas. E para isso
o desenvolvimento de técnicas de criopreservacao para sémen de peixes,
tem sido frequentemente utilizada com base em testes espécie-especifico,
apresentando resultados heterogéneos, e diferentes espécies podem
responder de maneira distinta aos protocolos utilizados, evidenciando a
necessidade de protocolos ajustados as particularidades biolégicas de cada
espécie (VIVEIROS; GODINHO, 2009).
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3.5 Jundia (Rhamdia quelen)

O Rhamdia quelen, popularmente conhecido como jundia ou bagre, é
uma especie de peixe autdctone encontrada no Uruguai, no Brasil e no
nordeste da Argentina (GUIDOLI et al.,, 2017). Pertencente ao género
Rhamdia, da familia Heptapteridae e da ordem Siluriformes, essa espécie &
nativa das Américas Central e do Sul. Seus habitats naturais incluem lagos e
pocos profundos de rios. No Brasil, os peixes desse género sdo amplamente
conhecidos como jundias e se destacam por sua significativa importancia
econbmica, especialmente na piscicultura. Eles apresentam grande
diversidade e uma longa e rica historia taxonémica. Apresentando uma
coloragao que varia de marrom avermelhado claro a cinza. A pigmentagao
da parte inferior da cabeca ¢é bastante alternada, os barbilhdes ou
bigodes tém crescimento alométrico (SILFVERGRIP, 1996).

Figura 1: Exemplar de jundia.

Fonte: autor, 2025.

O jundia tem despertado crescente interesse na piscicultura da regiéao
Sul do Brasil, principalmente por seu crescimento continuo ao longo do ano,
mesmo sob temperaturas mais baixas. A espécie também se destaca por
sua resisténcia ao manejo, comportamento docil, alta eficiéncia alimentar em
climas frios e excelente qualidade de carcaga, favorecida pela auséncia de
espinhos intramusculares (LIMA et al., 2013).

O R. quelen possui habito alimentar onivoro (BECKER et al., 2009) A
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espécie apresenta comportamento noturno e, em periodos pos-precipitagao,
emerge de seus refugios para alimentar-se de material organico e detritos
depositados nas margens e leitos dos rios. (GUEDES, 1980). O
comportamento reprodutivo de R. quelen assemelha-se ao de muitas
espécies de agua doce (MARDINI et al., 1981). Estes animais atingem sua
maturidade sexual por volta de um ano de idade, nos dois sexos (GOMES et
al., 2000). O jundia € uma espécie ovulipara em ambiente natural e, durante
o periodo reprodutivo, os cardumes procuram lugares de agua mais rasa,
clara, pouca correnteza e com fundo pedregoso onde depositam seus ovos. A
espécie nao possui cuidado parental. (MARDINI et al., 1981).

O jundia tem sido alvo de pesquisa em diferentes areas, incluindo para
avaliagdes comportamentais (ABREU et al., 2016) como também sendo
necessarios estudos na area de reprodugdo, principalmente o que diz
respeito a inseminacao artificial e a maxima utilizagdo dos gametas
disponiveis e a qualidade destes (BOMBARDELLI et al, 2006). Para que
desta forma esse animal seja ainda mais atraente para o mercado de

piscicultores.

3.6 Avaliacao cinética espermatica

As avaliagdes cinéticas de forma feitas com as amostras
criopreservadas descongeladas, com o intuito de medir os danos da
criopreservagao nas células espermaticas. Uma das principais formas de
avaliar os danos e a qualidade do sémen criopreservado € apor meio da
motilidade espermatica, a qual, geralmente, se correlaciona bem com a
fertilidade (KIME et al., 2001).

Os parametros cinéticos dos espermatozoides foram analisados pelo
Computerassisted sperm  Analysis (CASA) (WILSON-LEEDY &
INGERMANN, 2007) Esses sao os parametros e suas respectivas unidades
que o software CASA pode captar e estimar: a) relagédo entre o numero de
espermatozoides moveis e imoveis (MOT - %); b) velocidade média do
caminho percorrido (VAP - um s-1); ¢) velocidade curvilinea (VCL - pm s-1);
d) velocidade em linha reta (VSL - ym s-1); e) espermatozoides que realizam
movimento progressivo (MP - %); f) espermatozoides que se movimentam de

forma linear (LIN - %); g) indice de oscilacdo da trajetéria (WOB, %); h)
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amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH - um) e a i) frequéncia do
batimento de flagelo (BCF — Hz) (KOWALSKLI & CEJKO, 2019).

3.7 Avaliagoes Citométricas

Para a realizagao das analises através de citometria de fluxo, com o
intuito de averiguar as estruturas celulares. Utilizou-se o equipamento
citbmetro de fluxo CytoFLEX LX (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA),
equipado com os lasers 355, 405, 488, 561, 638, 840 nm. Por meio desse
sistema, foram conduzidas diversas avaliagdes das estruturas celulares,
incluindo fragmentagcdo do DNA, fluidez da membrana, integridade e
funcionalidade mitocondrial, peroxidagdo lipidica (LPO), ruptura celular e
concentragcdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Os dados obtidos
foram processados e analisados por meio do software CytExpert 2.5
(Beckman Coulter; Fullerton, CA, EUA).

DNA: Para avaliagao da integridade do DNA, amostra de sémen foi
misturada com de solu¢éo de TNE (0,01 M Tris-HCL; 0,15 M NaCl; 0,001 M
EDTA, pH 7,2) e se se esperou por 30 s. Em seguida, foi dicionado a solugéao
de Triton (1X)). Células exibindo fluorescéncia verde tinham o DNA intacto,
caso contrario — fluorescéncia vermelha ou laranja—, O DNA foi considerado
danificado. BENCHARIF et,al (2010).

Fluidez de membrana plasmatica: Para esta avaliacao foi utilizado o

corante fluorescente merocianina 540 (M540) no qual se liga preferencialmente
as membranas com lipidios frouxamente ligados, devido ao aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica. As células serao classificadas em
alta fluorescéncia (alta fluidez) e baixa fluorescéncia (baixa fluidez)
(FERNANDEZ-GAGO et al., 2013).

Integridade de membrana plasmatica: essa analise foi realizada pelo

processo de permeabilizagdo e conjugagéo do Pl (iodeto de propidio -
50ug/ml) e da CFDA (carboxifluoresceina diacetate 1ug/ml). Os
espermatozoides serdao classificados como viaveis/ndo lesados e néo
vidveis/lesados. (GILLAN et al., 2005; FERNANDEZ-GAGO et al., 2013).

Funcdo mitocondrial de espermatozoides: Sera avaliada usando

Rodamina 123. Este corante é facilmente sequestrado nas mitocdndrias e

emite fluorescéncia verde intenso na mitocondria ativa (elevado potencial de
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membrana mitocondrial) (GILLAN et al., 2005).

Peroxidacao lipidica (LPO): Os espermatozoides foram incubados por

30 minutos em temperatura ambiente com 1 ym de corante BODIPY® C11
para avaliar a peroxidagao lipidica (HAGEDORN, et.al, 2012).

Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio Intracelular (EROs): Esta

avaliacao ocorreu através do Diacetato de Diclorofluoresceina (H2DCFDA),
sendo este utilizado para a deteg¢do de intracelular de ERO. H2DCFDA é
oxidado para diclorofluoresceina (DCF), que emite fluorescéncia a 530 nm,
em resposta excitacdo (DOMINGUES- REBOLLEDO et.al, 2011).

3.8 Educacao Ambiental das Espécies Nativas

O termo ‘ambiental’, quando associado a educagdo, tem
representatividade histérica e se desenvolveu na condicdo de buscar
respostas as crises ambientais em conjunto com o surgimento de novos
valores éticos relacionados as crises (SOUZA, 2020). Neste contexto a
Educacdo Ambiental passou a ser compreendida como um componente
fundamental do processo educacional, devendo estar presente em todos os
niveis e modalidades de ensino (SANTOS et al., 2020). A conservagao da
biodiversidade esta diretamente ligada ao conhecimento e valorizagdo das
espécies nativas. Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), uma espécie nativa € aquela “apresenta suas populacdes
naturais dentro dos limites de sua distribuicdo geografica, participando de
ecossistemas onde apresenta seus niveis de interacdo e controles
demograficos (BRASIL, 2011). E compreender o papel destas espécies no
ambiente é fundamental, para uma conscientizacao.

Possivelmente uma das formas de melhorar a aproximag¢ao do ser
humano com a natureza é através dos espacos educativos e podemos comegar
por nossas escolas, transformando-as em lugares expressivos da vida.
(BRASIL, 1998). Neste cenario os jogos sao o6timas alternativas para
desenvolver a educacao ambiental, pois eles instrumentos ludicos, tornado
o aprendizado mais envolvente. A pratica destes tem importante papel no
processo de amadurecimento do ser humano desde os anos iniciais de vida,
pois facilita a cooperagao entre os individuos e serve como campo de

preparacao para vivéncias e momentos futuros da crianca/adolescente,
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adaptando-a ao molde social por meio de estimulos a sua inteligéncia
(CHATEAU,1987).
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Uma Revisao Cienciométrica da Criopreservaciao Seminal dos Bagres com foco no

Jundia (Rhamdia quelen).

Resumo:

Os bagres, popularmente conhecidos por “catfish” pertencem a super-ordem
Ostariophysi, a ordem Siluriformes, abrangendo, 38 familias relacionadas e 3844
espécies, nos quais estes animais sdo componentes importantes nas capturas de peixes
de agua doce da América do Sul, uma das espécies ¢é o jundia (Rhamdia quelen), que
pertence a familia Heptapteridae. O cultivo do jundia (Rhamdia quelen) é realizado
predominantemente no Uruguai, Argentina e Brasil. Este peixe de médio porte possui
uma producdo aquicola ainda baixa, mas com tendéncia de crescimento. Por isso, é
necessario realizar mais estudos sobre a espécie, especialmente na area reprodutiva, a
fim de melhorar seu desempenho reprodutivo. A criopreservacido, que consiste na
conservagdo de material liquido biolégico a temperaturas muito baixas utilizando
nitrogénio, € uma técnica importante para melhorar a reproducao da espécie. Afim de
analisar as publicagdes foram utilizadas as plataformas, Web Science e Pub Med. A
pesquisa foi realizada através da busca de artigos com as palavras-chave:
“cryopreservation”, “bagre”, “Rhamdia quelen”. Na qual a busca foi categorizada por
autores, paises, periodicos, areas de pesquisas, onde se encontrou-se 226 estudos com
o bagre abrangendo diversos paises e 28 espécies diferentes, e apenas 23 estudos com
o (Rhamdia quelen), porém especificos sobre a criopreservacao apenas 9 estudos, os
demais sdo de areas afins, e ainda entre estes, muitos artigos estao repetidos nas duas
plataformas de busca.

Palavras chaves: criopreservagao, bagre, Rhamdia quelen, sémen.

A Scientometric Review of Catfish Seminal Cryopreservation With a Focus on Jundia

(Rhamdia quelen).
Summary:

Catfish, popularly known as “catfish”, belong to the super-order Ostariophysi, to the order
Siluriformes, comprising 38 related families and 3844 species, in which these animals
are important components in the capture of freshwater fish in South America, one of the
species is the jundia (Rhamdia quelen), which belongs to the Heptapteridae family. The
cultivation of jundia (Rhamdia quelen) is carried out predominantly in Uruguay, Argentina
and Brazil. This medium-sized fish has aquaculture production that is still low, but with a
tendency to grow. Therefore, it is necessary to carry out more studies on the species,
especially in the reproductive area, in order to improve its reproductive performance.
Cryopreservation, which consists of preserving liquid biological material at very low
temperatures using nitrogen, is an important technique to improve the reproduction of
the species. In order to analyze the publications, the platforms Web Science and Pub
Med were used. The research was carried out by searching for articles with the keywords:
“cryopreservation”, “catfish”, “Rhamdia quelen”. In which the search was categorized by
authors, countries, journals, research areas, where 226 studies were found with catfish
covering different countries and 28 different species, and only 23 studies with (Rhamdia
quelen), but specific on the cryopreservation only 9 studies, the rest are from related
areas, and among these, many articles are repeated on both search platforms.



Keywords: cryopreservation, catfish, Rhamdia quelen, sémen.

Introducgao

A producéo global da pesca e aquicultura atingiu um nivel recorde de 214 milhdes
de toneladas em 2020, compreendendo 178 milhdes de toneladas de animais aquaticos
0 que aponta a importancia deste setor na producdo aquicola mundial. No Brasil, a
producao total de pescado no ano de 2022 foi de cerca de 1,6 milhdo de toneladas,
sendo que cerca de 50
% deste volume foi proveniente da aquicultura (FAO, 2022). “Além de no primeiro
trimestre de 2022, as exportagdes da piscicultura brasileira totalizaram US$ 7 milhdes,
apresentando aumento de 119% quando comparadas ao mesmo periodo de 2021”
(PEIXE-BR, 2022). Segundo ESCHMEYER et al. (2017). Os peixes da ordem
Siluriformes sdo conhecidos de maneira popular como bagres e cascudos, sendo um
grupo de peixes cosmopolitas, nos quais sdo encontrados tanto em aguas continentais.
Além de serem reconhecidos como o segundo grupo de peixes mais diversos.
Atualmente a Ordem possui 38 familias relacionadas e 3844 espécies validas. “Dentro
dessa a familia Ariidae, compreende 14 géneros e 120 espécies, sendo o maior grupo
no tempo da sua ocorréncia” (NELSON, 2006). Outras familias como Clariidae,
Pangasiidae, Siluridae, Ictaluridae, Heteropneustidae, Pimelodidae, Bagridae,

Loricariidae Heptapteridae também apresentam espécies importancia comercial.

No Brasil o jundid (Rhamdia quelen) apresenta consideravel importancia
econdmica na cadeia produtiva aquicola. De acordo com BALDISSEROTO et al. (2005)
até pouco tempo o género Rhamdia, pertencia a familia Pimelodidae, ordem Siluriformes,
classe Actinopterygii, mas esta familia foi dividida recentemente em Pimelodidae,
Heptapteridae e Pseudopimelodidae, (BOCKMANN; et. al., 2003). Este género,
popularmente conhecido como jundia, pertence a familia Heptapteridae, uma das
maiores. Estes peixes de médio porte e habitos oportunistas e noturnos sdo encontrados
em pequenos rios e corregos. O jundia é um bagre nativo das Américas Central e do Sul
que vive em lagos e pogos fundos de rios, preferindo os ambientes de aguas calmas
com fundo de areia e lama, junto as margens e vegetacéo (SILFVERGRIP, 1996). Sendo
um dos bagres com grande potencial para aquicultura (VALLADAO et al., 2018). Ja que
possui uma notavel adaptacdo as condigdes ambientais da regido, além do seu
desempenho zootécnico junto a uma grande aceitagao dos consumidores, estando entre
as trés principais espécies de peixes de agua doce cultivadas na regiao sul. (SILVA et
al.,, 2017), (PEIXE-BR, 2018). “Seu cultivo é realizado principalmente no Uruguai,

Argentina e Brasil, onde diversos piscicultores produzem esse bagre R. quelen]” (PEIXE-
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BR, 2020). E na piscicultura geralmente, possuem alto potencial de consumo, sendo
representativos na produgdo pesqueira de aguas interiores em algumas localidades,

devido a seu rendimento e qualidade da carne (REID,1983).

Com o crescimento da demanda por pescados, a piscicultura tem se tornado cada
vez mais interessante, impulsionada pelo aperfeicoamento das técnicas de produgao
que visam aumentar o rendimento, potencializando a geracao de renda e atendendo as
demandas do mercado. (BARTZ et. al, 2018). O R. quelen apresenta potencial para ser
uma espécie competitiva no mercado pesqueiro, sendo necessario aprimorar as
técnicas de reproducao destes animais. Nesse sentido, a utilizagdo de técnicas como a
criopreservacdo que resume- se a conservacdo de material bioloégico em nitrogénio
liquido (LN) a temperaturas muito baixas, tendo como intuito preservar sua viabilidade
definidamente (BAKHACH, 2009) Sendo importantes, pois tais técnicas de
criopreservacao apresentam relevancia para a piscicultura e podem ser utilizadas nos
laboratoérios de reproducdo (CARNEIRO, 2007), pois muitas espécies de peixes
apresentam alto interesse comercial para aquicultura, sendo que a utilizagdo de sémen
criopreservado pode servir como uma ferramenta para auxiliar a producao
(CAROLSFELD et al. 2003). Protocolos de criopreservagao de esperma de peixe foram
desenvolvidos nos quais diversas substancias foram testadas com a finalidade de
conservar a viabilidade do esperma no processo de congelamento e descongelamento
MARTINEZ- PARAMO et al. (2017). “O que é muito bom pois s&o necessarios estudos
na area da reproducao, para podermos utilizar todo o seu potencial de uma espécie na
aquicultura”. BOMBARDELLI et al. (2006).

Porém embora existam varios protocolos disponiveis para armazenamento de
esperma de peixes de agua doce em baixa temperatura TIERSCH et. al, (2003),
(KOPEIKA 1983), ainda ha muito trabalho a ser feito para melhorar esta tecnologia. “Em
geral, aproximadamente 40-90% dos espermatozoides de espécies de agua doce sao
danificados ap6s o congelamento.” TIERSCH et al. (2003). Também tem sido destacada
a importédncia do uso do sémen criopreservado para aumento da rentabilidade
econdbmica. A redugdo do custo de reproducado e estabelecimento dos programas de
melhoramento genético seria facilitada com o uso de fertilizagao artificial CAFFEY et al.
(2011); MARTINEZ- et al. (2017). Visando aumentar a rentabilidade no mercado da
aquicultura, como ja ocorreu com outras espécies, esta técnica também se mostra
essencial para o desenvolvimento de bancos de esperma criopreservados que podem
contribuir para a conservacao da biodiversidade e programas de melhoramento genético
na aquicultura MARTINEZ et al. (2017).
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Por isso, se torna necessario uma analise cienciométrica dos estudos de
criopreservacao, dos bagres, afim de fazer um levantamento dos estudos com todas as
espécies de bagres encontradas, mas com um foco maior no bagre sul-americano
Rhamdia quelen. A analise cienciométrica € predominantemente refletida na analise
bibliométrica e manual. A analise bibliométrica surge como uma ferramenta, permitindo a
rapida investigacao das estruturas e tendéncias de um determinado tema ou area, por
meio de métodos estatisticos e visualizagao. Essa abordagem facilita a identificacdo de
temas relevantes e a classificagdo de informagdes valiosas. JIANG et al, (2018),
BORDONS et al (1999). Este estudo tem como objetivo realizar uma analise
cienciométrica sobre as principais técnicas utilizadas na criopreservacdo seminal dos

bagres com foco na do Jundia (Rhamdia quelen).
Metodologia:

Este estudo compreende uma revisao cienciométrica apds buscas bibliograficas
com foco em criopreservacao de sémen de bagres com foco na espécie de peixe Jundia
(Rhamdia quelen). Logo a pesquisa teve como base de coleta de dados, de artigos
cientificos. Eles foram extraidos de duas plataformas de busca; Web of Science e Pub
Med, no primeiro semestre do ano de 2024.Tendo como objetivo, analisar os
procedimentos especificos de criopreservagao para a espécie, a fim de aprimorar o
conhecimento técnico, e orientar os pesquisadores da area. A bibliometria (mais
especificamente o mapeamento bibliométrico) descreve a estrutura das publicagbes
cientificas por meio de informacoées sobre autores, como também citagdes ou palavras
compartilhadas entre os trabalhos, além de mostrar o impacto que um estudo apresenta,
em sua area por meio de dados sobre o numero de citagdes, com o intuito de documentar

e visualizar o desenvolvimento de um campo. PAYNE et al. (2008).

LTS

As palavras-chave utilizadas na pesquisa foram: “cryopreservation”, “catfish”
“‘Rhamdia quelen”. Os critérios de inclusdo dos trabalhos analisados foram: Apenas
literatura branca (artigos cientificos e artigos de revisdo) publicados entre 1945 e 2023,
nos idiomas portugués e inglés. E os critérios de exclusdo, consistiram em literatura cinza
(monografias, dissertagdes, teses, livros, capitulos, estudos publicados em anais de
eventos, documentos processuais, resumos de reuniao). Os resumos dos trabalhos
foram lidos, para saber se enquadravam na pesquisa. O valor total de artigos
encontrados nas duas plataformas é de 224 trabalhos, onde 167 artigos da plataforma
de busca Web of Science e os outros 57 restantes da plataforma Pub Med, isso quando
se pesquisou as 3 palavras chaves, quando a busca era apenas “Rhamdia quelen’,

“cryopreservation”. Um total de 23 artigos, 14 na web of Science e 9 no Pub Med. Porém
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quando se faz uma analise dos trabalhos, onde se leu os resumos, apenas 9 artigos
eram relacionados diretamente com R. quelen a criopreservagao que é o foco deste
estudo. Outra questdo importante é no total de 224 trabalhos apenas 153 eram
realmente de espécies de bagres, os demais 4 do Pub Med e 69 na web of Science
tratavam de outras espécies de peixes, também foram excluidos 9 artigos da plataforma
web of Science, por serem documentos processuais, € 2 resumos de reunido, sendo
utilizados apenas artigos, onde foi adicionado o recurso do filtro; artigos, ja no Pub Med

nao foi utilizado nenhum filtro.
Discussao Teodrica:

Foram encontradas 224 publicacbes sobre estudos da criopreservacao dos

bagres e do jundia 23. Nas quais as 3 palavras chaves pesquisadas nas plataformas de

LTS

busca foram; “cryopreservation”, “catfish” “Rhamdia quelen’. Os resultados da pesquisa
foram encontrados a partir da primeira busca. Alguns dos marcadores cienciométricos
observados foram revistas publicadas, autores, pais e ano de publicacdo. Como pode

se observar, de acordo com a figura 1.
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Figura 1: Paises de publicagéo.

Muitos paises ao redor do mundo estdo desenvolvendo pesquisas com o0s
bagres e tecnologias na aréa reprodutiva, 31 paises se somam nas buscas por
conhecimentos que podem desenvolver este grupo de peixes tanto na area comercial,
como na preservacdo das espécies. A reducdo do custo de reproducdo e
estabelecimento dos programas de melhoramento genético seria facilitada com o uso

de fertilizagao artificial CAFFEY et al. (2011),Um dado interessante é a que o Brasil € um
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dos paises com maior numero de trabalhos com 43 manuscritos, no qual foram
encontrados 29 artigos na plataforma web of Science e 16 na plataforma Pub Med. No
entanto em uma andlise detalhada dos dados, se verificou em muitas situacoes,
apresentam-se artigos repetidos nas duas plataformas de pesquisa, com diferentes
espécies, como por exemplo espécies nativas do nosso pais. No entanto o foco do
estudo é comparar os dados das duas plataformas. Os Estados Unidos que é o pais
com o maior numero de trabalhos publicados totalizando 60 artigos, contando com 46 na
plataforma web of Science e 14 na plataforma Pub Med. Um fator interessante que na
web of Science o pais com maior numero artigos € os Estados Unidos, ja na plataforma
Pub Med é o Brasil. Outro pais com bastante trabalhos publicados é a China com 21
artigos. Além disso a Tailandia, Peru, Colémbia, Inglaterra, Malasia, Bangladesh,
Canada, Chile, Arabia Saudita, Vietna, Africa do Sul entre outros, apresentam
publicagbes uma unica plataforma a web of Science. A Argentina é o pais com menor
numero de publicacbes apenas 1, que esta disponivel também na web of Science, que

é a plataforma com mais artigos.

Em relagdo ao uma analise sé com Jundia (R. quelen) os paises que apresentam
trabalhos, o Brasil faz parte de todas as publicacbes 14 na Web of Science, nos quais
dois artigos tém parceria com o Chile, e 9 no Pub Med. Novamente citando que se tem
artigos repetidos entre as plataformas. O fato de ter maior produgéo cientifica brasileira
sobre a espécie (Rhamdia quelen). pode ser justificado por alguns fatores, em uma
analise sobre a producgao cientifica relacionada ao peixe Rhamdia quelen (conhecida
como jundia) revela que o Brasil, apresenta uma significativa parcela na produgéo de
artigos sobre a espécie, com diversos trabalhos tanto na Web of Science quanto no Pub
Med. Podendo ser explicado por diversos fatores; primeiro: por ser uma espécie nativa
da América do Sul, com ampla distribuicdo no Brasil. Essa conexao direta com o
ecossistema e a biodiversidade do pais, além de um clima favoravel e um amplo territério
aquatico, justificam o maior interesse e a maior produgao de estudos sobre a espécie

no territorio brasileiro.

Entre esses e outros motivos o Jundia (R. quelen) tém atraido o interesse de
muitos pesquisadores (CARNEIRO 2002, NEUMANN et al. 2021, BUZZI et al. 2021,
SILVA, 2017) na América do Sul pois é vidvel para reproducao artificial, (BOMBARDELLI
et al., 2021) entre outros, e possui bom indice de crescimento e adaptacao (REIDEL et
al., 2010) .”"Realmente o, R. quelen é a espécie nativa mais frequentemente criada por
piscicultores no sul do Brasil” (BALDISSEROTO, 2009). O “Jundia”, esse € 0 nome que
0 bagre é conhecido no nosso pais, apresenta uma enorme capacidade de habitar

diversos ambientes, aceita dietas artificiais, apresenta grande robustez ao manejo e tem
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enorme valor comercial. Essas caracteristicas conferem a espécie grande interesse pela
aquicultura (FIGUEREDO et al. 2014; BALDISSEROTTO, et. al 2004). Sendo uma
espécie promissora por esses motivos estudar protocolos de criopreservagdo seminal
nessa espécie é importante, a fim de garantir uma reprodugdo comercial mais eficiente,

no desenvolvimento da produg¢ao aquicola da espécie.

A seguir uma tabela, resumindo as areas de estudos realizados com os bagres,
juntamente com o R. quelen, para que dessa forma se faga um levantamento do que se

esta pesquisando
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CRIOPRESERVACAO GENETICA CULTIVO CELULAR| REPRODUGCAO [CELULA ESPERMATICA
BAGRES “.IEb of Pub Med M.IEb of Pub Med vt/eb of Pub Med VYEb of Pub Med vfleb of Pub Med
sicence sicence sicence sicence sicence
bagre (Clarias gariepinus) 7 2 5 1 5 2
bagre (Pangasius bocourti) 3 1
bagre (Pangasianodon gigas) 1 2 1 1 1
bagre (Pseudoplatystoma fasciatum) 1
bagre (Silurus glanis) 3 2 2 1
bagre (Pseudoplatystoma corruscans ) 1 1
bagre(Clarias batrachus ) 1 1 1 2
bagre 3 2 1
bagre (Heteropneustes fossilis) 1 1
bagre (Ictalurus furcatus ) 13 5 1 1 1
bagre (Pelteobagrus fulvidraco) 2 2 1 1 1 1
bagre (Ictalurus punctatus) 3 1 1 2 2 2 3 1 2
bagre (Kryptopterus bicirrhis) 1
bagre (Leiarius marmoratus) 2 1 2 1
bagre (Mystus nemurus) 1 1 1
bagre (Ompok pabda) 1
bagre (Pangasianodon hypophthalmus ) 1
bagre (Pangasius hypophthalmus) 1
bagre (Pangasius larnaudii ) 1
bagre (Pangasius sutchi) 1
bagre (Pseudoplatystoma metaense) 1
bagre (Ramdhia quelen) 5 4 3 7 2
bagre (Silurus asotus) 1
bagre (Silurus triostegus ) 1 1 1
bagre (Steindachneridion scriptum) 1 1
bagre (Zungaro jahu) 1
bagre (Clarias dussumieri) 1 1
bagre (Steindachneridion parahybae ) 2 2
bagre (Sorubim cuspicaudus) 1

Tabela 1: Areas de pesquisa dos estudos encontrados com os bagres, incluindo o (Rhamdia quelen).

A tabela acima correlaciona as areas de pesquisas em que foram encontrados
trabalhos dos diferentes bagres, nas duas plataformas de buscas. As areas dos estudos
séo: Criopreservacao, Genética, Cultivo Celular, Reproducao, Célula espermatica, nos
quais estao divididos os 153 artigos, com 29 espécies diferentes de bagre, e 9 familias
distintas. As familias encontradas sao; Clariidae, Pangasiidae, Siluridae, Pimelodidae,

Heptapteridae Ictaluridae, Heteropneustidae, Bagridae, Loricariidae e alguns artigos



apenas falavam do bagre, sem declarar a espécie. No entanto dentre as espécies
encontradas com maior numero de exemplares é a familia Pimelodidae com 8
diferentes espécies, seguido da familia Pangasiidae com 6, a Siluridae 5, e com menor
numero de representantes sido as familias Heteropneustidae e Loricariidae,

Heptapteridae com apenas 1.

Todos os bagres da pesquisa sdo animais de agua doce, com diversidades
geograficas entre Africa, China, india, México, Canada, Malasia, Japao, Estados unidos,
algumas espécies com abrangéncia em toda a América do norte, Europa, América do
Sul, porem uma porcgao significativa das espécies é regional do Sudoeste Asiatico,
dentre eles (Pangasius bocourti, Pangasianodon gigas, Pangasianodon hypophthalmus,
Pangasius sutchi), entre outros. Ja em relacao ao Brasil, foram identificadas algumas
espécies dentro da sua densidade geografica abrangendo o nosso pais, como
certamente o Rhamdia quelen, mas também o Steindachneridion scriptum,

Steindachneridion parahybae, Leiarius marmoratus.

Em relagao aos trabalhos nas plataformas de busca Pub Med e Web of Science,
como esperado a web of Science tem um maior nimero de artigos 100 no total , em
relagdo a Pub Med com 53. A criopreservagao é a aréa com maior numero de trabalhos
, amesma é ofoco do presente estudo tem umtotal de 81 artigos, sendo 55 na plataforma
Web of Science e 26 no Pub Med. Importante destacar que existem estudos repetidos
nas plataformas, mais este estudo analise e compara os dados das duas plataformas

de modo geral.

O bagre que apresenta maior numero de publicagbes é o Ictalurus furcatus com
um total de 18 artigos, esta espécie é popularmente conhecida como bagre azul, sendo
uma grande espécie de bagre norte-americana, pertencente a familia Ictaluroidea, com
distribuicdo em diversos rios e lagos. Em seguida vem o bagre de principal foco deste
estudo o Rhamdia quelen, e o bagre Clarias gariepinus com o total de 9 artigos
relacionados diretamente com a criopreservagdo. O Clarias gariepinus é conhecido
como bagre-africano, sendo uma espécie de bagre da familia Clariidae que é formada
por bagres de respiracao aérea. No Brasil, se tem relatos das primeiras ocorréncias do
bagre africano Clarias gariepinus (BURCHELL, 1822) segundo ALVES et al. (1999)
“foram registradas nas bacias dos rios Sdo Francisco, Parana”. E também no estuario
da Lagoa dos Patos, ao sul do Estado de Rio Grande do Sul (BRAUN et al, 2003). Em
contrapartida algumas espécies apresentam apenas 1 artigo, em somente uma
plataforma de busca como; Ompok pabda, Pangasius larnaudii, Clarias batrachus,

Heteropneustes fossilis. Sendo necessarios mais estudos relacionados com a
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criopreservacdo, pois existe um leque de crioprotetores, dliuentes entre outras
substancias a serem testadas nos bagres incluindo o R. quelen, para torna-los mais

competitivos no mercado aquicola.

Nas demais areas de estudo poucos trabalhos foram encontrados, muitos estao
relacionados com a criopreservagéo, principalmente, os que abrangem os setores
da reproducéao e da célula espermatica. Como por exemplo trabalhos relacionados com
a qualidade da célula espermatica apdés descongelamento do processo de
criopreservagao, como também indice de fertilizagdo do sémen criopreservado. Na area
de estudo de Genética, se tem apenas 8 artigos, com as espécies Clarias batrachus,
ctalurus furcatus, Pelteobagrus fulvidraco, Ictalurus punctatus. Ja em Cultivo Celular,
encontramos um total de 12 artigos, 5 na plataforma web of Science e 7 Pub Med, os
bagres que apresentam publicagcbes nas duas plataformas é o Clarias batrachus,
Ictalurus punctatus. E na pesquisa realizada, também foram encontrados trabalhos
relacionados a reproducgao, um total de 21 estudos, expressivamente em maior numero
na web of Science com 14 artigos e 7 no Pub Med. O bagre com maior numero de artigos
€ o Clarias gariepinus, que ja foi citado a cima. A segunda area de estudo com mais
artigos publicados, € em relagéo a célula espermatica, diversos estudos relacionados a
qualidade da célula espermatica pés descongelamento, por exemplo, foram encontrados
um total de 31 artigos. 22 na plataforma web of Science e 9 na plataforma Pub Med, e o
bagre com mais publicagdes é o Rhandia quelen, com 9 estudos no total. Sendo o bagre
com mais estudos em duas areas de pesquisa, e o segundo com mais publicagdes em
outra categoria, mostrando ainda mais a importdncia do mesmo em relagdo a
aquicultura. A seguir um levantamento de em quais periddicos os estudos com a espécie

R. quelen, foram publicados.
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Figura 2: Periddicos em que os trabalhos de bagre (Rhamdia quelen) foram publicados.

Dentre as nove revistas com artigos publicados, o peridédico Ciéncia da
Reproducao se destacou com o maior numero de publicacbes referente ao jundia 7ao
total, 3 na plataforma Web Of Science, e 4 no Pub Med. Este possui foco, em estudos
relacionados a reproducédo e fertilidade em animais, isso inclui pesquisa e estudos
aplicados, incluindo praticas de manejo que aumentam nossa compreensdo da biologia
e manipulagdo da reprodugdo. A mesma possui fator de impacto de 2.22 (Animal
reproduction science, 2022). Ja a Aquacultura esta entre os periédicos com maior fator
de impacto de 5,135, além de dois artigos na Web Of Science, ja4 a Pesquisa em
Aquicultura apresenta o fator de impacto de 3,915 e possui 2 trabalhos, o foco é a
producao aquicola. No entanto o periddico Teriogenologia que apresenta Fl 2.923, na
qual tem sua aréa de pesquisa focada em reprodug¢ao animal, apresenta em ambas as

plataformas com 2 trabalhos publicados respectivamente.

No Brasil ha um numero limitado de publicagcdes que abordam a relacéo entre
peixes nativos e a criopreservacao. Apesar da espécie se adaptar facilmente a testes de
laboratdrio e sua biologia reprodutiva ser conhecida (BRITO, 2015). Um artigo que
obteve um numero significativo de citagdes € intitulado: Otimizagao da relagao esperma:
oocito e economia espermatica na reprodugéao artificial de Rhamdia quelen usando
frutose como modelador da motilidade espermatica. Outro estudo bem citado recebe o
titulo: Criopreservagao alteragbes morfolégicas induzidas no esperma do bagre
prateado sul-americano (Rhamdia quelen), em média os artigos sobre criopreservagao
(Rhamdia quelen), que estao disponiveis no site web of Science, no periodo determinado

nesta pesquisa, receberam um total de 69 citagdes, com uma média de 5,75 por item.
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Variando de 0 a 21 citagdes. Alguns trabalhos nao obtiveram nenhuma citagao, ja em
relacao a plataforma de busca Pub Med néo foi possivel obter esses dados. Outro ponto
importante que foram analisados artigos iguais nas duas plataformas de buscas. Como
pode se observar na proxima tabela, em que apresenta os estudos com Rhamdia

quelen, seus respectivos autores, e em quais plataformas estéo disponiveis.
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tempos pds-ativagdo.

WEB PUB
TITULO AUTORES science | mep
A diluicdo pds-descongelamento do esperma de Rhamdia quelen . o .
. FRANGA T.F, et. al, doi: 10.1016/j.anireprosci.2022.10701 X X
melhora o sucesso reprodutivo
Criopreservagdo bem-sucedida de células-tronco de espermatogdnias de
bagre neotropical (Rhamdia quelen ) e transplante enriquecido de células ROSA, I.F, etal, do0i10.3390/peixes8100478 X
germinativas em carpa comum (Cyprinus )
Alteragbes morfoldgicas induzidas pela criopreservagdo no esperma do . -
. . FRANCAT.F, et. al, d0i10.1111/jai. 13928 X
bagre prateado sul-americano (Rhamdia quelen ).
Efeitos da suplementagdo de cisteina naqualidade do esperma .
. . COSTA, B.B. et al, doi10.1111/are.14389. X
criopreservado do bagre prateado sul-americano.
d'crtladorets dz baglre p‘rateab\dot(thrgdla qu:»:;len )f}llmenttadbolsrcom BOMBARDELLI, R. A et al, )
ietascontendo glicerina bruta exi |ra~\m a era;cfe_s metabdlicas e d0i10.1016/i.aquaculture.2020.735724
aumento da concentragdo espermatica.
Estratégias de desova natural e artificial com sémen fresco e
criopreservado em Rhamdia quelen: Pardmetros reprodutivos e VAI, M. D. et al, doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.09.029 X X
variabilidade genética da prole.
Selegdo de espermatozoides de leite criopreservado de bagre (Rhamdia PEREZ-ATEHORTUAM. et. al. doi: 10.1016/i 2021101422 X X
) . 4 ) - \M, et. al, doi: 10.1016/j.mex.2021.101422
quelen ) por centrifugagdo em gradiente de densidade com AllGrad® 90%. ! X
O uso de separagdo diferencial e gradiente de densidade com AllGrad P .
90% ap6s o descongelamento melhora a qualidade do esperma do bagre PEREZ-ATEHORTUAM, et. 2, X
o ap g 0 R P g doi10.1016/j.aquaculture.2022.738072
sul-americano (Rhamdia quelen)
Otimizagdo da relagdo espermatozéide:ovdcito e economia espermatica
na reproducdo artificial de Rhamdia quelen utilizando frutose como ADAMES, M.S, et al, doi10.1016/j.anireprosci.2015.08.014 X X
modulador da motilidade espermatica.
Asolugd L- iti ivaca |
Rhso u;fso del carmtlnatusada nla atnt/ag;o do esperma dtelsconge aln?l;) Ze PEDREIRAA. C .0 et. al, . .
amdia quelen aumenta o |_-novu?1e.n o do esperma, mantém a qualidade doi+10.1016/i.anireprosci.2022. 107054,
larval e permite otimizar o uso do esperma
Efeito da suplementagdo de glutamina e cisteina na qualidade do .
. . COSTAB.B et al, doi10.1111/are.15070 X
esperma criopreservado de bagre prateado sul-americano
Efei if | iveis pl ati isol
eitos de di lﬁ;ezte; doses de e:geno ndos mvelsI pdasmatll)cos de colrtlso CORSO, N.M, etal , . .
e na qualidade do esperma fresco e descongelado em bagres sul- . X .
doi10.1016/j.theriogenology.2018.10.033
americanos (Rhamdia quelen ). /i.theriogenology.
Criopreservagdo de esperma de peixe utilizando recipientes .
. o . . . . FRANCA T.F, et. al, doi: 10.1530/REP-23-0046. X X
biodegradaveis: nova metodologia de baixo custo e amiga do ambiente.
Uso de leite em pd em protocolos de criopreservagdo de sémen para . - . .
. o - luri Moraes NEYRAO I.M, et.al, doi: 10.1089/bio.2022.0091. X X
peixes: uma revisao sistematica.
Efeitos na fertilidade da proporgdo de espermatozoides mdveis e évulos
com o uso de sémen de Rhamdia quelen criopreservado em diferentes NEUMANN, G. et al, doi: 10.1016/j.anireprosci.2019.01.001 X

Tabela 2: Artigos e seus autores do bagre (Rhamdia quelen), que foram encontrados nas duas

plataformas de busca web of Science e Pub Med.

Analisando a tabela a cima, em relacdo aos artigos encontrados nas duas
plataformas de busca utilizadas nestes estudo Web of Science e Pub Med, é notavel em
que ambas apresentam trabalhos iguais, fazendo uma analise detalhada ao total tem-
se 23 artigos das duas plataformas, porém 8 artigos sdo os mesmos tanto na web of

Science e Pub Med. Resultando em 15 artigos apenas, o que deve provavelmente




ocorrer com outras espécies de bagre, sendo sempre importante levar esse dado em
consideracado. Dentro dos titulos que aparecem duas vezes temos: A diluicdo pos-
descongelamento do esperma de Rhamdia quelen melhora o sucesso reprodutivo,
Criopreservacdo de esperma de peixe utilizando recipientes biodegradaveis: nova
metodologia de baixo custo e amiga do ambiente, uso de leite em p6 em protocolos de
criopreservacao de sémen para peixes: uma revisao sistematica, entre outros .No entanto
o presente estudo analisa os dados das duas plataformas, o nimero total de artigos, e

seus dados decorrentes como anos, paises, autores.

Em relacido aos autores que publicaram os estudos, observa-se em que muitos
artigos s&o os mesmos autores, € na maioria das vezes apenas muda a ordem em que
se encontram nas publicagbes. Autores que se destacam Marques, L.S. 8 artigos e,
Rodrigues, R.B.e Rua D.P respectivamente também com 8 publicacdes, artigos e De
Freitas, T.R., Bombardelli R.A, Gomes |.C, com 4 artigos dentro da plataforma (Web of
Science), ja na plataforma Pub Med encontra-se praticamente os mesmos autores. Ja
em relagao as citagbes Rodrigues, R.B.4, Marques, L.S. 3, Bombardelli R.A,3, entre

outros.

O autor Marques, é vinculado a universidade federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Tem interesse em pesquisar: Biologia reprodutiva de peixes, ciéncias
veterinarias, entre outros. O pesquisador Rémulo, vinculado a mesma universidade
respectivamente. Apresenta como aréa de pesquisa, Nutricdo Animal (em especial de
animais ndo ruminantes e organismos aquaticos), Tecnologia do Pescado, Reprodugao
de Peixes, Criobiologia, Comportamento e Bem-Estar Animal. Ja a autora De Freitas, T,
R. atualmente é doutoranda do Programa de Pesquisa em Zootecnia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Interesses de pesquisa em ciéncia pesqueira,
biologia molecular, criopreservacao de gametas de peixes e fisiologia reprodutiva. Entre
os autores chilenos, temos Atehortua, Maritza Perez. Possui vinculo com a Universidade
Catdlica de Temuco, e interesse em pesquisa em Biologia Reprodutiva Ciéncias
Veterinarias, Agricultura entre outros. Desta forma, os estudos ndo sao muito recentes,

conforme a figura a seguir.
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Figura 3: Anos da publicagao dos trabalhos com os bagres, e especifico para o (Rhamdia quelen).

Conforme a (Figura 4), fazem mais de 30 anos que se desenvolvem trabalhos
envolvendo os bagres de modo geral, vale lembrar que existem estudos iguas nas duas
plataformas. Nota-se que recentemente se tem o maior nimero de trabalhos, nos anos
de 2019 e 2021 e 2023 obteve-se o expressivo valor de, 23, 17 e 20 artigos
respectivamente. Nos quais no ano de 2019 apresentou um numero de 8 trabalhos no
Pub Med, e 15 no Web of Science, ja em 2021 3 Pub Med, e 14 no Web of Science e no
ano de 2023 4 e 18 artigos respectivamente. Em alguns anos como por exemplo; 2008,
2007,1996,1995,1994, 1993,1992 em apenas uma plataforma web of Science tiveram
trabalhos publicados. No ano e 2007 nenhum artigo foi publicado. Ja o ano de 2015 teve

um numero médio de 12 publicacdes, e o ano de 1992 tem apenas 1 artigo.

Ja especificamente com o R. quelen recentemente surgiu-se interesse em
publicar pesquisas com o tema da pesquisa deste trabalho. Menos de dez anos de
publicagbes na area, o primeiro artigo surgiu apenas no ano de 2015, e neste mesmo
ano contabilizou 2 artigos, um em cada plataforma, porém no ano de 2016 e 2018
nenhum artigo com jundia. Nos anos de 2019 e 2022, foram os anos com mais artigos
publicados, dez no total, e cinco em 2019 e 5 em 2022, 2 no Pub Med e 3 na web of
Science em cada ano respectivamente, 2023 tivemos 4 publicagbdes. No entanto o ano
com menor numero de publicagbes € 2020 com apenas 1, na plataforma web of Science.
No entanto o bagre R. quelen foi proposto como uma espécie prioritaria para conservagao
em sua distribuicdo mais ao sul. LOREIRO, et.al (2013). Talvez esse regionalismo,

justifique o pequeno numero de trabalhos na aréa de reproduc¢ao e criopreservagao. Por
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outro lado, o uso do jundia como biocindicador em ambientes aquaticos contaminados,
como aqueles afetados pelo glifosato, € um exemplo do tipo de pesquisa mais comum,
pois envolve aspectos ambientais e de monitoramento ecoldgico (SOSO et al. 2007,
MENEZES et al. 2011).

Conclusao:

Conclui-se que a pesquisa cientifica em relagdo a reproducao assistida, mais
precisamente na aréa de congelamento, como areas de reproducado, genética, células
germinativas, qualidade da célula espermatica em bagres é recente, cerca de 30 anos.
O que resulta em relativamente poucos trabalhos comparado a todas essas areas, e a
diversidade de bagres exigentes, também se encontrou poucas espécies de bagre,
apenas 28. No entanto a aréa com maior numero de estudos é a criopreservacéo, e a
espécie com mais estudos é a Ictalurus furcatus, e o Rhamdia quelen, se tornando desta
forma um bagre relevante para pesquisa, pois esta entre as espécies com mais artigos
publicados. Porém ainda é necessario muito estudo com os bagres de modo geral e
especificamente o R. quelen, quando comparado a outros grupos de animais, para de
fato se ter mais dados para a preservagido da espécie, além de futuramente ser mais

rentavel economicamente para a cadeia da piscicultura.
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Quebra - Cabe¢a Dos Animais da Fauna do Rio grande Do Sul, a Utilizagao

Do Ludico Na Construgcao da Educagao Ambiental.

Resumo: Esse trabalho trata-se da criagcdo de um jogo didatico como proposta
de ensino da Educagdo Ambiental no contexto da fauna dos animais do Rio
Grande do Sul. Este foi criado como intuito de auxiliar a Educacdo Ambiental. Os
jogos didaticos sdo amplamente utilizados nas escolas de educacgao basica e
sao vistos como atividades ludicas que vem auxiliando a compreensao dos
conteudos. O jogo foi desenvolvido para ser aplicado em diferentes idades,
porém com o foco no ensino fundamental, trazendo uma proposta diferente da
aula tradicional expositiva, agregando a diversdo ao desenvolvimento da
Educagdo Ambiental.

Palavras - Chave: Meio Ambiente, ensino, modelo didatico.

Abstract: This work involves the creation of an educational game as a proposal
for teaching Environmental Education in the context of the fauna of animals in Rio
Grande do Sul. It was created with the aim of assisting Environmental Education.
Educational games are widely used in basic education schools and are seen as
playful activities that help students understand the content. The game was
developed to be applied to different ages, but with a focus on elementary
education, bringing a different proposal from the traditional expository class,
adding fun to the development of Environmental Education.

Keywords: Environment, teaching, didactic model

Introdugao:

Os jogos atuam como um instrumento pedagdgico, ha muito tempo,
pois possuem um papel que vai além do entretenimento, sendo também uma
ferramenta pedagogica (carneiro, 2015). Esses jogos s&o amplamente
trabalhados nas escolas de educagao basica e sao vistos como atividades ludicas
que facilitam a compreensdo dos conteudos, relacionando-os a realidade dos
alunos. Dessa forma, funcionam como metodologias alternativas as aulas
expositivas tradicionais, estimulando os estudantes a interagir de maneira
dialégica com o professor e promovendo uma compreensdo mais dinamica da
matéria (Colombo, 2017).
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A Educacgédo Ambiental (EA) “surgiu como resposta as necessidades
que nao estavam sendo completamente correspondidas pela educacgao formal”,
(Medeiros, et. al, 2011, p. 3). Portanto, é responsabilidade das Instituicbes de
Ensino desenvolver e aplicar metodologias que possibilitem a abordagem da

Educacao Ambiental (EA) de acordo com os principios da Educacéo.

Para isso, algumas ferramentas e estratégias de ensino podem ser
empregadas como: oficinas, estudos de caso, jogos educativos, entre outras
metodologias que tragam a reflexdo e ao aprendizado significativo por meio da
pratica, além de possibilitarem a inclusdo dos educandos como parte do meio
ambiente, transformando-os em sujeitos multiplicadores (Cunha; Mota, 2018).
Essas praticas sdo chamadas de metodologias ativas, pois promovem o

protagonismo do aluno e estimulam sua motivagéo (Soares, 2008).

Nesta perspectiva do contexto social atual, observa-se que a visao
de mundo esta em constante transformagao, funcionando como uma rede
din@mica que passa por diversas mudancgas. Desta forma, as instituicbes de
ensino tém refletido sobre a necessidade urgente de redefinir seu papel social e
os processos de ensino- aprendizagem, que continuam sendo fundamentais.
(Marin; Gullich, 2015; Miranda et al., 2016). No entanto, ha varias formas de
utilizar jogos no contexto escolar, uma vez que eles podem ser classificados de
diferentes maneiras: por faixa etaria, modalidades, niveis de dificuldade e
categorias, como estratégicos, de treinamento, geométricos e mentais (Texeira;
Santos, 2014). Assim, é possivel criar diversos tipos de jogos, o que permite aos
docentes desenvolver praticas de ensino variadas e adaptaveis a diferentes
conteudos. Desta forma este estudo teve como objetivo propor uma ferramenta
pedagdgica para promover a Educagdo Ambiental (EA) no ensino basico,

através de um jogo educativo.

Metodologia:

O jogo foi desenvolvido e aplicado pelos alunos da pds graduagéao
em veterinaria da universidade federal de Pelotas (UFPEL), como parte de

diversas iniciativas de um projeto que tem como intuito a conscientizagao
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ambiental sobre os animais nativos da Fauna gaucha, na qual foi idealizada por
grupos de pesquisa do curso de veterinaria. E tendo como objetivo
comtemplar escolas de ensino fundamental do municipio de Pelotas e Capéao

do Ledo.

O presente jogo foi elaborado a partir da selegcado de alguns animais
nativos do Rio Grande Do Sul, mais precisamente 8 animais, sendo eles: Bugio-
preto (Alouatta caraya), Esquilo serelepe (Guerlinguetus ingrami),
Tamandua- bandeira (Myrmecophaga ftridactyla), lagarto Teiu (salvator
merianae), Gato-do-mato (leopardus gquttulus), Peixe-do-céu (Austrolebias
minuano), Pica-pau chorao (Veniliornis mixtus) e o passaro Caboclinho-de-

barriga-vermelha (Sporophila hypoxantha).

Apos a selecao de todos os animais, foi elaborada a dindmica do
jogo que consiste em cartas dos animais, e 0s mesmos animais recortados em
formato de quebra cabeca. A confecgcédo ocorreu com a impressao colorida em
duplica das imagens selecionadas, apos elas foram separadas em dois grupos
ambas com uma imagem de cada animal, onde uma porgéo das imagens foi colada
em isopor, e o0 outro grupo de imagens foi colado em papeldo e feito os cortes,

para de fato formar o quebra-cabecga(Figura 1 e 2).

Figura 1: Imagem do jogo da meméria com as figuras dos animais da fauna do Rio Grande do Sul.
Fonte: Arquivo do autor.
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Figura 2: Pecas do quebr—cbega com as figuras dos animais da fauna do Rio Grande do Sul.
Fonte: Arquivo do autor

A aplicagdo do jogo ocorreu em duas diferentes ocasides, com
criancas de diferentes idades, mas todas cursando o ensino fundamental. No
primeiro momento em foi utilizado em uma escola de ensino fundamental do
municipio de Pelotas, onde se trabalhou com diferentes turmas, e apds com uma
escola no municipio de Capao de Leao, nao se tem o numero exato de alunos
que participaram do jogo, porém as praticas ocorreram no més de outubro.
Entretanto as regras do jogo foram apresentadas a todos os participantes, no
qual a dinamica ocorria sempre em dupla, e estes estudantes eram
apresentados aos 8 animais, através das cartinhas, cada crianga escolhia um
animal, apos eles realizavam uma corrida no saco para chegar até o quebra
cabeca, que apresentava as pecas de todos os animais, e eles deveriam montar
o seu animal escolhido, podendo contar com a ajuda de seus colegas, quem

terminasse primeiro ganhava a atividade.

Apos o jogo, foi realizada uma roda de conversa a fim de descobrir
qual foi a percepg¢ao dos alunos sobre a atividade realizada e ainda, estimulando
uma discussao acerca da importancia dos animais apresentados, e todos os

demais do nosso bioma.
Resultados e Discussao:

Os alunos demonstraram grande interesse em jogar, interagindo

entre si e aparentemente se divertindo, em alguns casos gerando uma torcida
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para ver qual aluno acabaria a atividade primeiro. Ja em alguns momentos
enfrentaram dificuldades com o animal escolhido para montar o quebra-cabeca.
Durante o jogo os alunos dos grupos de pesquisa, supervisionaram os alunos

participantes, além de auxilia-los no decorrer do processo, tirando suas duvidas.

Ao decorrer do jogo, foi possivel notar que a interagao dos alunos
foi satisfatoria, alguns até ajudavam seus colegas a encontrar as pegas do
quebra- cabega. Os mesmos demonstraram tamanha facilidade na maioria dos
casos, e em poucas situagdes surgiu dificuldades, conforme ilustra imagem 3,

as criangas, jogando.

Figura 3: imagem dos alunos montando o quebra-cabeca.
Fonte: Arquivo do autor.

As atividades praticas devem desenvolver-se se apoiando nas
vivéncias dos alunos e dos fendmenos que ocorrem a sua volta, buscando
encaminha-los com o auxilio dos conceitos cientificos pertinentes (Medeiros
et.al., 2011). De modo que ao final da atividade foi gerado o debate sobre os
animais apresentados no jogo, se conheciam algum animal, se ja tinham tido
contato, ou seus familiares, pautando a tematica da educacdo ambiental,
fazendo os alunos refletirem sobre a diversidade de animais que compdem a

nossa fauna.
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Pois acredita-se na importancia da conservacao e a valorizagao da
biodiversidade do bioma pampa, pautado nas praticas educacionais, mostrando
aos alunos que é possivel sermos um agente transformador no cuidado com o
meio ambiente, onde nossas agdes causam impacto na sociedade. Pois a EA,
tem representatividade historica e se desenvolveu na condicdo de buscar
respostas as crises ambientais em conjunto com o surgimento de novos valores

éticos relacionados as crises (Souza, 2020).

Como ja mencionado as questdes ambientais estdo cada vez mais
presentes no cotidiano da sociedade e por isso, a Educagcdao Ambiental é essencial
em todos os niveis dos processos educativos e em especial nos anos iniciais da
escolarizagao, ja que é mais facil conscientizar as criangas sobre as questdes
ambientais do que os adultos (Mousinho, 2003). Assim como foi feito neste
estudo com criangas do ensino basico, onde acredita-se que o emprego desta
ferramenta, ajude a promover a educagcdo ambiental, e estigue ainda mais o

tema e agdes como estas no cotidiano escolar.

Consideragoes Finais:

Desenvolver um jogo didatico, onde se propde a utilizagdo de um
tema se suma importancia como o Educagao Ambiental, pois além de fazer parte
do dia a dia dos alunos, € um tema que precisa ser trazido recorrentemente no
ambito escolar, sempre com a intengdo de instigar o interesse dos alunos. E
quando trabalhada fora de uma aula tradicional, tende-se aumentar o interesse

dos estudantes.

Outra questao € o baixo custo de produgao do jogo, sendo utilizado
inclusive materiais descartaveis como o papeldo, desta forma podendo ser
facilmente reproduzido pelos docentes e sendo facilmente aplicado em todas as
escolas, além de poder ser faciimente editavel para outros temas, como por
exemplo plantas, garantindo a continuidade da aplicacdo da Educagéo
Ambiental .Assim sendo ao abordar temas préximos a realidade dos alunos e
apresentar informacgdes relacionadas ao seu cotidiano, o jogo contribui para fugir

do formato tradicional de aulas, que geralmente se limita a exposi¢cédo de
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conteudo. Esse processo é fundamental para o ensino-aprendizagem.
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Dimetilsulféxido, metilglicol e glicerol na criopreservagao
seminal de Bagre Rhamdia quelen.

Resumo:

Os alcbois dimetil sulféxido (DMSO), metilglicol (MG) e glicerol (Gli) foram
testados como crioprotetores internos, com diferentes concentragcdes, em
diluentes de células espermaticas, no bagre conhecido como Jundia (Rhamdia
quelen). Os parametros de qualidade espermatica tais como cinética
espermatica (CASA) e estruturas celulares (Citometria de fluxo), como ruptura,
fluidez, funcionalidade de membrana, fragmentagdo do DNA, funcionalidade
mitocondrial, peroxidacéo lipidica (LPO), concentragao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) foram avaliados neste estudo. O sémen foi diluido no extensor
BTS, e para a criopreservacao foram adicionados os diferentes crioprotetores
nas concentragdes de 5%; 7,5%; 10%; 12,5 % e 15%. A concentragao de 10%
de metilglicol proporcionou neste estudo resultados mais benéficos (P < 0,05)
aos parametros cinéticos (P < 0,05) quando comparado com os demais
crioprotetores. A concentracdo 7,5% de DMSO, dentre as diferentes
concentragdes deste alcool, foi a que apresentou os resultados promissores na
preservacgao das células, nao diferenciando (P > 0,05) nas variaveis cinéticas de
distancia e velocidade quando comparada ao metilglicol. Apesar do glicerol ser
o crioprotetor mais antigo e mais utilizado dentre as diferentes espécies de
animais, no Jundia em todas as concentragdes avaliadas ele se mostrou menos
eficaz (P < 0,05) na preservagcao das células espermaticas. Desta forma
sugerimos a utilizagao do crioprotetor metilglicol na concentracédo de 10 % para
a criopreservacao das células espermaticas de Rhamdia quelen.

Palavras- chave: Congelamento, Catfish, reproducao, peixes-nativos, CASA,
citbmetro.

Abstract:

Dimethyl sulfoxide (DMSO), methyl glycol (MG), and glycerol (Gly) were tested
as internal cryoprotectants at different concentrations in sperm cell extenders for
the Jundia catfish (Rhamdia quelen). Sperm quality parameters such as sperm
kinetics (CASA) and cellular structures (flow cytometry) such as rupture, fluidity,
membrane functionality, DNA fragmentation, mitochondrial functionality, lipid
peroxidation (LPO), and reactive oxygen species (ROS) concentration were
evaluated in this study. The semen was diluted in the BTS extender, and for
cryopreservation, different cryoprotectants were added at concentrations of 5%,
7.5%, 10%, 12.5%, and 15%. In this study, the 10% methylglycol concentration
provided the most beneficial results (P

< 0.05) in kinetic parameters (P < 0.05) when compared to the other
cryoprotectants. Among the different concentrations of this alcohol, the 7.5%
DMSO concentration presented the most promising results in cell preservation,
showing no differences (P > 0.05) in the kinetic variables of distance and speed
when compared to methylglycol. Although glycerol is the oldest and most widely
used cryoprotectant among different animal species, in Jundia, at all
concentrations evaluated, it proved less effective (P < 0.05) in preserving sperm
cells. Therefore, we suggest the use of the 10% methylglycol cryoprotectant for the
cryopreservation of Rhamdia quelen sperm cells.

Keywords: Freezing, Catfish, reproduction, native fish, CASA, cytometer
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Introducao:

A aquicultura tem sido uma importante alternativa para suprir a crescente
demanda por proteina de origem animal, pois esta vem contribuindo para a
seguranca alimentar global e o desenvolvimento socioeconémico de diversas
regides, como o caso do Brasil, que apresenta diversos fatores favoraveis a
pratica da mesma, como vasta imensidao de agua e geografia apropriada. Neste
contexto espécies nativas que apresentem potencial zootécnico, estao

despertando interesse dos piscultores e também de pesquisadores.

O jundia (Rhamdia quelen) é um bagre amplamente distribuido pela
América do Sul BALDISSEROTTO et al. (2020). Pertencente ao género

Rhamdia, familia Heptapteridae e ordem siluriformes, essa espécie é nativa das
Américas Central e do Sul, habitando lagos e pogos profundos de rios. Devido
as suas carateristicas, e a facilidade de habituagao o jundia é considerado um
dos bagres com grande potencial para aquicultura (VALLADAO et al., 2018). No
entanto para aprimorar o uso desta espécie na piscicultura, tornando-a rentavel
economicamente, e consolidando o jundia como espécie estratégica para a
piscicultura brasileira, torna-se imprescindivel a realizacdo de estudos
adicionais, sobretudo em relagdo a inseminacao artificial, € ao maximo de
aproveitamento dos gametas disponiveis, considerando o pequeno numero de

pesquisas na area.

Desta forma, o desenvolvimento de técnicas aplicadas a reproducéo,
desempenham um papel fundamental para aquicultura quanto para a
conservacgao dos recursos genéticos das espécies cultivadas (MURGAS et al.,
2004). Entre as biotecnologias reprodutivas, destaca-se a criopreservagao,
definida como a preservacdo da viabilidade do material biolégico em
temperaturas extremamente baixas, abaixo de -80°C ou de -140°C (BAUST et al,
2009). Entretanto, apesar da sua importancia, a criopreservagao € prejudicial as
células espermaticas, uma vez que induz estresses oxidativo e osmdtico,
resultando em alteragdes na composigédo lipidica e proteica. Promovendo a
reducdo da motilidade, viabilidade e da funcionalidade das mitocdndrias

espermaticas. Esse processo também esta associado ao aumento da

59



fragmentacado do DNA espermatico, culminando em uma diminuicao significativa
da qualidade do sémen em vertebrados apds a criopreservagao (YOON et.al,
2016).

A criopreservacao deve ser adaptada as particularidades de cada
espécie, respeitando suas caracteristicas fisiologicas e reprodutivas especificas.
Alguns individuos nao sao criotolerantes, devido as diferengas na composigao
quimica e estruturais, ndo tendo capacidade das células de suportarem o
processo de congelamento e descongelamento (HOROKHOVATSKYI et.al,
2016). O desenvolvimento de técnicas de criopreservagédo para sémen de
peixes, tem sido frequentemente utilizada com base em testes espécie-
especifico. No entanto, os resultados obtidos sdo frequentemente
heterogéneos, mesmo entre individuos de uma mesma espécie, evidenciando a
complexidade e a variabilidade biolégica envolvidas no processo (VIVEIROS;
GODINHO, 2009).

Os crioprotetores utilizados no congelamento de sémen tém como fungao
evitar a formagao de cristais de gelo no interior da célula, além de reduzir o
estresse osmotico, interagir com ions e macromoléculas, servir de tampao para
ajustes de possiveis alteragbes do potencial de hidrogénio - pH, entre outras
fungdes (Medeiros et al., 2002). Os componentes do diluente de criopreservagao
sao classificados como extracelulares ou intracelulares. O crioprotetor
intracelular deve ser uma substancia quimica nao téxica capaz de retirar a agua
da célula e diminuir a temperatura de congelamento no seu interior, impedindo a
formacéao de cristais de gelo internamente. Diversos diluidores e crioprotetores
foram utilizados para a criopreservagdo seminal nas diferentes espécies de
peixes, sendo que o DMSO ja foi considerado o crioprotetor mais eficiente para a
maioria das espeécies (Suquet et al., 2000). O glicerol é a substancia mais antiga
usada para criopreservacao de gametas masculinos (Ahn, Park, & Lim, 2018), e
uma série de estudos indicam que o MG é um crioprotetor insurgente para
espermatozoides de peixes (Viveiros et al., 2012). Portanto, o presente estudo
avalia o efeito de diferentes concentragdes (5%; 7,5%; 10%; 12,5% e 15%) de
trés alcoois metilglicol, dimetil sulféxido e glicerol na criopreservacéo do bagre

(Rhamdia quelen).
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Materiais e Métodos:

2.1 Animais

Os animais foram adquiridos com pescadores locais, com coordenadas
geograficas altitude -33.75 e longitude- 53. 33, na localidade de Vila Nova, na cidade
de Pelotas, RS, Brasil, no periodo sexual da espécie Os peixes foram transferidos
para o laboratorio de ictiologia da faculdade de zootecnia da universidade Federal
de Pelotas (UFPEL), e aclimatados em condicbes ambientais ideais. As amostras
de esperma foram obtidas através da coleta de 15 machos selvagens
sexualmente maduros do bagre R. Quelen. A coleta do esperma foi realizada,
apos terem sidos seco com papel toalha, através de massagem abdominal,
todas as medidas cabiveis foram tomadas para ndo haver contaminagao, por
sangue, urina ou ativagédo do esperma. Aliquotas do sémen coletado foram
armazenadas em tubos cdnicos de 15 ml, e mantida a uma temperatura entre 5 e
8 °C. A ativacdo do esperma foi realizada pela adigcao de 1 uL de amostra em4
ML de agua destilada em camara makler, a avaliagdo do esperma foi realizada em

amostras de sémen fresco por analise no CASA.

2.2 Criopreservacgao:

O extensor utilizado para as amostras deste estudo foi o Beltsville
Thawing Solution (BTS), que € composta por 37 g de glicose, 6 g citrato de
sodio, 1,25 g de bicarbonato de sddio, 1,25 g de EDTA e 0,7 g estreptomicina
para 1 L de agua destilada (Pursel e Johnson, 1975). Sendo os crioprotetores
adicionado ao BTS: os tratamentos foram dimetilsulfoxido (DMSO), metanol
(MET) e metilglicol (MG), nas concentragdes de 5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15%.
Todos os crioprotetores utilizados neste estudo foram obtidos da Sigma
Chemical Company® (St. Louis, MO, EUA).

Apés a diluigao das células espermaticas nos respectivos tratamentos, as
amostras foram envazadas em palhetas de 250 pl em duplicata para cada
concentragao. O tempo de equilibrio, apds a diluicado, foi 5 minutos a temperatura
de 22°C. Em seguida realizou-se a curva de resfriamento até o congelamento
final: as palhetas foram posicionadas em um suporte 5 cm acima do nivel do

nitrogénio liquido permanecendo por 5 minutos. Apos este periodo foram
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imersas no nitrogénio, permanecendo por no minimo 10 minutos. Posteriormente
foram transferidas para um botijao de nitrogénio liquido, sendo armazenadas por
30 dias (Varela Junior et al., 2012). No descongelamento foi utilizado um banho-
maria a 35°C, por 30 segundos (ADAMS et al., 2015). Apds as amostras foram
transferidas para tubos cénicos de 1,5 ml identificados com 500 uL de BTS para
rediluir a amostra e minimizar os efeitos toxicos do crioprotetor e as amostras

permaneceram em temperatura de ambiente (22°C).

2.3 Sistema de analise espermatica assistida por computador (CASA)
A cinética espermatica foi averiguada através do equipamento CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis) Androvision (Minitube, alemanha) sendo
colocado na cadmara de makler 1 uL de amostra e 4 uL de agua destilada para
ativacao das células espermaticas a avaliagao ocorreu no periodo de5até15 s
apos a ativagao do sémen, sendo avaliado em triplicata, tendo 3 campos para
cada uma das analises. Os parametros cinéticos analisados foram: motilidade
total (MT); motilidade progressiva (MP); distdncia média do tracado (DAP);
distdncia em linha curva (DCL) e em linha reta (DSL); velocidade média do
tracado (VAP); velocidade curvilinea (VCL), velocidade média do caminho
(VAP), velocidade em linha reta (VSL), retiddo do caminho espermatico (STR),
linearidade (LIN), oscilacdo (WOB), amplitude do deslocamento lateral da

cabeca (ALH) e frequéncia cruzada de batimento (BCF).

2.4 Citometria de Fluxo

Para estas analises se utilizou o equipamento de citdmetro de fluxo
CytoFLEX LX (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA), equipado com os lasers
355, 405, 488, 561, 638, 840 nm. Foram realizadas diferentes analises: Ruptura
celular, fragmentacdo do DNA, fluidez da membrana, funcionalidade de
membrana e funcionalidade mitocondrial, peroxidagdo lipidica (LPO) e
concentragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Onde os resultados
foram obtidos através do software CytExpert 2.5 (Beckman Coulter; Fullerton,
CA, EUA). Todas as incubac¢des com sondas fluorescentes foram realizadas em
amostras seminais ajustadas para 1 x 106 espermatozoides/ml em PBS
isotérmico, e 10.000 espermatozoides, isolados foram avaliados por réplica, sem

detritos e com célula dupla (a vazao foi de 30 uL/s), através dos graficos FSC-A x
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SSC-A, FSC-H x FSC-A e excluido os eventos negativos para o Hoechst 33342.
Os reagentes para o experimento foram adquiridos da Invitrogen (Thermo
Fisher - Waltham, MA, EUA) ou da Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA. Dentre as
florescéncias utilizadas para as analises, o Hoechst 33342 (14533 Sigma) foi
excitado com o laser 355nm e sua emissdo foi coletada na faixa 450/45.

Os fluoroforos), YO-PRO-1 (Y3603 — Invitrogen), DCF (21888Sigma) e
H2DCFDA (D399 — Invitrogen) foram excitados com o laser 488 nm e detectados
na emissao de 525/40 nm.

A florescéncia Merocianina 540 (323756 — Sigma) foi excitada com laser
561 nm, sendo detectada através da emissao de 585/42 nm. Ja o fluoroforo
rhodamina 123(21877- Sigma) também foi excitado com laser 488 com detecao
no canal (5625/40). O fluoréforo BODYPI-C11 (D3861 — Invitrogen) foi excitado
com os lasers 488 nm sendo detectadas as emissdes de 525/40 lipideos nao
oxidado se o laser561nmsendo detectadas as emissdes 610/20, para a
Lipoperoxidagao. E por final o laranja de acridina (318337 sigma) foi excitado com

o laser488 nm e detectado nas emissdes 525/40 e 610/20 nm.

2.5 Integridade DNA:

Para avaliar a integridade do DNA. Foi incubado em placa de 96 pogos
(200pL/pogo) com amostra de espermatozoides descongelados diluidos (v/v) em
TNE (0,01 M Tris- HCI, 0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA dissédico, pH7,2) e
incubados por 30 segundos, rediluido com 2x (v/v) de Triton X-100 a 1% (Vv/v).
Em seguida, foi adicionado "4 (v/v) corante laranja de acridina, sendo realizada
aleitura entre 30 e 120 s. Os espermatozoides foram classificados como intactos

(verde) ou fragmentados (laranja/vermelho).

2.6. Funcionalidade da Membrana Plasmatica:

A funcionalidade da membrana foi avaliada utilizando os fluoréforos
Hoechst 33342 [2 mM (®*355nm ¢m450/45nm)], iodeto de propidio [5,6 uM (¢*561
nm ¢M610/20nm)], e a carboxifluoresceina [20 uM (¢*488 nm ¢M525/40nm)]. Uma
aliquota de amostra foi incubada contendo as substancias e nas placas de 96
pocos (200uL/pocgo), por 20 minutos, em agitador orbital com 60 ciclos/min.

Os espermatozéides foram classificados em membrana nao funcional e/ou
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danificada (Carb+/Pl+%; Carb-/Pl+%; Carb-/PI-%) e membrana funcional e sem
danos (Carb+/Pl1-%).

2.7. Fluidez da Membrana Plasmatica:

As coloragbdes utilizadas na solugao de fluidez de membrana plasmatica
foram a merocianina hidrofébica M540 [10 uM (8*488 nm em525/40nm)], o YO-
PRO-1 [50 nM (®*488 nm ©em525/40nm)] e o Hoechst 33342 [2 mM (®*355nm
em450/45).Tais fluoroforos adicionados a células espermaticas descongeladas
foram encubadas em uma placa de 96 pocos (200uL/pogo), tampa fechada por
20 minutos, em agitador orbital com 60 ciclos/min, na temperatura de 22°C.Apods
as analises, as populagcbes de células com alta fluidez (alta intensidade de
marcagao com M540) e baixa fluidez (baixa intensidade de M540) foram avaliadas
entre as células espermaticas intactas, ou seja, negativos para YO-PRO-1. A taxa
de fluidez da membrana foi calculada pela razdo entre o numero de
espermatozoides com alta fluidez e YO-PRO-1 negativo e o numero total de
espermatozoides YO-PRO-1 negativos, multiplicada por 100, sendo expressa em

porcentagem.

2.8 RupturaMembrana plasmatica:

Foi utilizado os florescentes Hoechst 33342 [2 mM (8*355nm ¢m 450/45nm)],
e iodeto de propidio [5,6 uM (¢*561 nm ¢™610/20nm)] e a carboxifluoresceina [20
MM (ex488 nm em525/40nm)] sendo o terceiro componente da respectiva
solugdo. juntamente com aliquota de amostras, incubadas na placa de 96 pogos
(200uL/pogo), sendo homogeneizadas no agitador orbital com 60 ciclos/min, por
20 minutos a temperatura de 22 °C. Os espermatozoides foram classificados em
membrana n&o funcional e/ou danificada (Carb+/Pl+%; Carb-/Pl+%; Carb-/PI-%) e

membrana funcional e sem danos (Carb+/Pl-%).

2.9 Funcionalidade Mitocondrial:

A funcionalidade mitocondrial das células foi verificada com auxilio das
florescéncias Hoechst 33342 [2 mM (#*355nm ¢M450/45nm)], iodeto de propidio
[5,6 uM (ex561 nm em 1389 610/20nm)] e rhodamina 123 [13 yM (®x488 nm
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em1390 525/40nm], juntamente com aliquota de células espermaticas
congeladas incubadas na placa de 96 pocos (200uL/pogo), sendo
homogeneizadas no agitador orbital com 60 ciclos/min, por 20 minutos a
temperatura de 22 °C. A taxa de alta funcionalidade foi calculada, apenas em
espermatozoides sem ruptura na membrana (negativo para iodeto de propidio)
pela intensidade fluorescéncia verde (alta funcionalidade) / intensidade da

fluorescéncia verde + fluorescéncia mediana laranja (baixa funcionalidade) *100.

3.0 Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS):

Para a avaliacdo de ROS utilizou-se Hoechst 33342 [2 mM (ex355nm
em450/45nm)], iodeto de propidio [5,6 uM (¢*561 nm ™ 610/20nm)] e diacetato
de 2.,7- diclorodihidrofluoresceina [H2DCFDA; 100 uM  (®488nm
em525/40nm)]. Tais floreentes foram incubadas em uma aliquota de amostra na
placade 96 pocos (200uL/poco), por 20 minutos e homogenizadas no agitador
orbitalcom 60 ciclos/min, a 22 °C. Se utilizou a intensidade mediana de
fluorescéncia verde apenas para espermatozoides integros (negativos para
iodeto de propidio), a taxa foi calculada pela multiplicagao de 100, expressa em

porcentagem.

3.1 Peroxidagao Lipidica (LPO)

A avaliagao da peroxidagéo lipidica nos espermatozoides o Bodipy C11 [20
MM (8%488 nm ©em525/40nm lipideos n&o oxidados e #565 nm ©m585/15
Lipoperoxidado)], mantendo a amostra em homogeneizagdo por 30min em
placas de 96 pocos (200uL/poco), em um agitador orbital com 60 ciclos/min, a
22 °C. Apos esse periodo, foi adicionada a solugdo de Hoechst, e as amostras
foram novamente colocadas no agitador orbital por mais 20 minutos. A taxa de
peroxidacdo lipidica foi calculada, apenas para espermatozoides vivos
(negativos para violeta vivo-morto), pela intensidade mediana da fluorescéncia
verde (lipidio peroxidado) / intensidade mediana da fluorescéncia verde +
fluorescéncia vermelha mediana (lipidio ndo peroxidado), o resultado foi

expresso em porcentagem, onde se multiplicou por 100.
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3.2 Analise Estatistica:

Para as analises estatisticas em todas as variaveis foi utilizado o teste de
Shapiro- Wilk, afim de avaliar a distribuicdo de normalidade. Como as variaveis
dependentes ndo se comportaram de forma paramétrica foi feito analise de
variancia de Kruskal- Wallis com posterior comparacao entre as médias pelos
testes de Dunn’s. Todos os procedimentos analiticos foram realizados usando
o programa Statistix 10 (Statistix, 2014). Foi considerado indicativo de

significancia das diferengas o valor P < 0,05.

Resultados:

Dentre todos os tratamentos o crioprotetor que apresentou maior motilidade
total e progressiva (P < 0,05), apdés o descongelamento foi o metilglicol na
concentragdo de 10% (M762,6% e MP51,6%), ndo diferindo apenas da
concentragao de 12,5% (M758,8 e MP48,5%), isto pode ser visualizado na figura 1.
As motilidades espermaticas da concentragao de 12,5% de MG foram superiores
(P < 0,05) a todas as concentragdes de glicerol, e as concentracbes de 5; 7,5 e
15%, nao diferindo (P > 0,05) apenas das concentracbes de 10 e 12,5% de
DMSO. O (dlicerol foi o agente crioprotetor mais prejudicial (P < 0,05) na
criopreservagao das motilidades espermaticas, sendo que as concentracées de
12,5% e 15% foram as mais prejudiciais, em todos os crioprotetores a
concentragao de 15 % de foi sempre a mais nociva para a cinética espermatica,
(P < 0,05) na criopreservacao espermatica de Jundia (Figura 1). O Metilglicol 10
e 12,5% foram superiores a todas as concentragdes de Glicerol na distancia
curvilinea, periodo de motilidade (Figura 2). Os demais dados da cinética
espermatica, nao foram conclusivos para ajudar na interpretacdo dos dados,
para eleger o melhor crioprotetor e concentracdo que deve ser utilizado na
criopreservagao espermatica de Rhamdia quelen, isto pode ser constatado nas
figuras 3, 4, 5, 6 e 7. Esse mesmo padrao continuou ocorrendo nas analises
bioguimicas celulares de ROS e LPO (Figuras 8 e 13) e nas analises das
organelas: funcionalidade de mitocéndria e de fragmentagao de DNA (Figuras 14

e 9), onde nao ocorreu diferenga (P > 0,05) entre crioprotetores e concentragdes.

As concentragdes de MG5 (33,2+2,5) e DMSO5 (34,5+ 2,8), sdo as menores

taxas de funcionalidade da membrana quando comparado ao MG10 (48,8 £ 2,8),
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e MG12,5 (48,8 = 2,8); por outro lado, as demais concentracbes de todos os

crioprotetores nao diferiram entre si (P<0,05) (Figura 10).

Estas concentragcdes de Metilglicol apresentou correlacdo de spermam
negativa com ruptura da membrana (p - 0,5971, P < 0,0001), fluidez de membrana
(p -0,5971, P <0,0001), e positiva com a funcionalidade de membrana (p 0,3140;
P < 0,0001), estas analises seminais apresentaram correlagdes significativas
entre si como pode ser observado na figura de correlagao (Figura 15). Com o
aumento das concentragdes de alcdois ocorreu a diminuigéo da ruptura (Figura
11), da fluidez (Figura 12) e aumentou a funcionalidade de membrana. Sendo
que as concentracbées de 12,5% e 15%, foram superiores a todas as

concentragdes dos crioprotetores DMSO e Glicerol.

Discussao:

Esse trabalho é o primeiro estudo de criopreservagdo seminal do bagre
nativo Rhamdia quelen em que é realizado o uso de citometria de fluxo, trazendo
resultados inovadores para as analises das estruturas celulares como a
integridade da membrana plasmatica, a funcionalidade mitocondrial, o indice de
fragmentacédo do DNA, a fluidez e ruptura da membrana. Combinado ao uso do
equipamento de avaliacdo espermatica CASA, se tornando um dos estudos
mais robustos da aréa, com os melhores resultados para a criopreservacio na
espécie. A avaliacdo da motilidade € um parametro crucial para a reprodugao
em peixes. A motilidade dos espermatozoides € uma das variaveis mais
importantes que €& avaliada para a qualidade do esperma apdés o
descongelamento (Maria et al.,, 2006). Em razdo disso, muitos estudos de
criopreservacao em peixes limitam-se a analise desse indicador, negligenciando
aspectos fundamentais como a integridade estrutural dos espermatozoides, que
sao determinantes para a manutencdo da capacidade fertilizante dos
espermatozoides (BILLARD et al, 1995).

Neste estudo, o Metilglicol (MG) apresentou os melhores resultados,
inclusive na cinética espermatica, produzindo uma taxa de motilidade total e
progressiva, superior aos demais tratamentos atingindo 62,5%, e 51,6%,
atingindo excelentes para a fertilizagao. E o periodo de duragao do movimento

também foi melhor em MG, com 50 s. A eficacia do MG fica ainda mais
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evidenciada nas analises citométricas de fluxo, no qual se observou menor
ocorréncia de ruptura e maior estabilidade da membrana celular, nos
tratamentos com concentracao elevada do crioprotetor. Nessa condicédo, o MG
demostrou maior capacidade de penetrar as células, com maior nivel de
crioprotetor, preservou a integridade da membrana, reduzindo, assim, sua
fluidez. A membrana plasmatica, por sua vez, funciona como uma barreira
seletiva, controlando a troca de substancias entre o interior da célula e o meio
externo (MEER et.al, 2008). Desta forma sendo muito importante na estabilidade
celular. Além disso, essas altas concentragcbées nao apresentaram toxicidade
significativa as células espermaticas, evitando a inducédo de estresse oxidativo
ou Lipoperoxidacdo. Desta forma recomendamos a utilizagdo do crioprotetor
Metilglicol na concentragdo de 10% para a criopreservagdo das células
espermaticas do Jundia.

Assim como nesta pesquisa, utilizando o extensor BTS com MG para a
criopreservacao, outros autores também encontraram resultados benéficos em
outras espécies. No Suruvi (Steindachneridion scriptum), foi observada
motilidade espermatica total e progressiva respectivamente 47,3% e 37,7% em
amostras criopreservadas utilizando BTS associado ao MG (Pereira et al.,
2019). Porem os valores encontrados no r. quelen para os mesmos parametros
sao cerca de 20% superiores, dando mais relevancia o uso deste crioprotetor para
a espécie. Além disso também foram obtidos na mesma espécie com o uso
isolado de MG (Ribeiro et al.,, 2019). Demais pesquisadores também
demonstraram a viabilidade da criopreservacédo de sémen de alta qualidade em
Brycon nattereri, utilizando a combinacédo de BTS e MG (Viveiros et al., 2012), o
mesmo foi comprovado com a espécie Austrolebias minuano (Fernandez et al,
2019).

O DMSO é amplamente utilizado na criopreservagao de sémen de
diversas espécies de peixes ao redor do mundo, como o salmao (Oncorhynchus
masou) (GWO et, al 1998) e a carpa (Cyprinus carpio) (Irawan et. al, 2010) entre
outros. Sua eficacia, no entanto, varia consideravelmente de acordo com a
especie em questao (ALVES et.al, 2016). Ainda que o DMSO apresente menor
toxicidade em comparagao a alguns crioprotetores, como por exemplo o glicerol,
ha relatos que indicam sua elevada toxicidade, como por exemplo a outro bagre

tropical bagrid (Mystus nemurus) (Muchlisin et.al, 2004), ja para a espécie de

68



barramundi (Lates calcarifer) o DMSO e glicerol foram considerados ser
crioprotetores de esperma mais eficazes do que o metanol (Leung, 1987
Espermatozoides de C. jordani podem ser criopreservados com DMSO a 10%, com
taxas de motilidade de 48,8% (GONZALES et.al, 2021), esses valores sao
menores do que os encontrados no presente estudo r. quelen, que apresentou
uma taxa de motilidade 52, 9% deste mesmo crioprotetor e mesma
concentragao. ). Neste estudo, o glicerol apresentou os menores valores para
os parametros analisados. A eficacia limitada do glicerol pode ser devida a um
efeito toéxico no esperma (Viveiros et al., 2012).

Vale ressaltar que no processo de criopreservacao cada etapa é
importante, bem como as conexdes entre elas, pois a falha em qualquer fase do
procedimento pode levar ao insucesso no final (Tiersch, 2001). Pois o
funcionamento das células apdés o descongelamento reflete os danos
acumulados ao longo de todo o processo de congelacdo. Esses danos, que
variam em gravidade, podem ser causados por diferentes fatores e mecanismos

em cada etapa da criopreservagao (Medeiros et al., 2002).

Conclusao:

O presente estudo demostrou que todos os crioprotetores testados do
foram eficazes para a espécie. Sendo o Metilglicol (MG) a 10% é o melhor para

a criopreservagao de espermatozoides de Rhamdia quelen.
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Figura 1: Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentracdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %),
sobre a taxa de motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) em células
espermaticas criopreservadas de Rhamdia quelen.
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Figura 2: Efeito de diferentes concentragcbes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragbes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %,
sobre a taxa de distancia média percorrida (DAP), distancia retilinea (DSL),
distancia curvilinea (DCL) em células espermaticas criopreservadas de Rhamdia
quelen.
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Figura 3: Efeito de diferentes concentragbes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
a taxa de velocidade média do percurso (VAP), velocidade curvilinea (VCL)
velocidade linear reta (VSL)
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Figura 4:_Efeito de diferentes concentracdes de dimetilsulféoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
a taxa de Linearidade (LIN).
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Figura 5: Efeito de diferentes concentracbes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
a taxa de deslocamento lateral da cabeca (ALH).
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Figura 6: Efeito de diferentes concentracdes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %,
sobre a taxa de frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF)
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Figura 7: Efeito de diferentes concentracbes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
Tempo o periodo de motilidade
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Figura 8: Efeito de diferentes concentracbes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragodes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
a taxa de Producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
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Figura 9: Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
a taxa de indice Fragmentacao de DNA
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Figura 10: Efeito de diferentes concentragcdes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentracdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
a taxa de funcionalidade
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Figura 11: Efeito de diferentes concentragcbes de dimetilsuféxido (DMSO), metilglicol (MG)e
Glicerol (GLY) nas concentragdes 5;7,5; 10; 12,5; e 15% sobre a taxa de ruptura da
menbrana.
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Figura 12: Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre
a taxa de Fluidez da membrana
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Figura 13: Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulféxido (DMSO), metilglicol
(MG) e Gilicerol (GLY) nas concentragdes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %, sobre a taxa de
peroxidacao lipidico.
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Figura 14: Efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragbes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %,
sobre a taxa de Funcionalidade mitocondrial.
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Figura 15: Efeito de diferentes concentragbes de dimetilsulféxido (DMSO),
metilglicol (MG) e Glicerol (GLY) nas concentragbes 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 %,
sobre a taxa de correlacao de dados
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Figura 16: Esquema experimental da metodologia
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Efeitos da osmolalidade da solugao de diluicao na qualidade do

esperma em Jundia (Rhamdia quelen).

RESUMO:

Os estudos realizados em relagdo a qualidade dos espermatozoides em peixes,
sao utilizados frequentemente em experimentos relacionados a criopreservacao
seminal, tendo como intuito além de melhorar os padrbdes reprodutivos,
maximizar estes em alguma espécie. O choque osmodtico no meio de
armazenamento € um dos principais fatores que influenciam a qualidade do
esperma. Desta forma o objetivo deste estudo foi analisar diferentes
osmolalidades (280- 400 mOsm), entre 2 a 72 horas de exposicao do sémen
destas. A motilidade do sémen foi maior na osmolalidade de 340 (mOsm), do
mesmo modo a osmolalidade de 280 miliosmois € que menos manteve estaveis
as células espermaticas. Outros parametros analisados se manteram mais
estaveis na osmolalidade de 340 (mOsm), na qual a recomendamos para a
solucéao de diluigdo das células espermaticas do R. quelen.

Palavras Chave: Diluente, biomarcador, criopreservagéo, bagre.
ABSTRACT:

Studies on sperm quality in fish are often used in experiments related to seminal
cryopreservation, with the aim of improving reproductive patterns and maximizing
them in a given species. Osmotic shock in the storage medium is one of the main
factors that influence sperm quality. Thus, the objective of this study was to
analyze different osmolalities (280-400 mOsm) between 2 and 72 hours of
semen exposure. Semen motility was higher at an osmolality of 340 (mOsm),
and the osmolality of 280 milliosmols was the one that kept sperm cells the least
stable. Other parameters analyzed remained more stable at an osmolality of 340
(mOsm), which is the recommended solution for diluting sperm cells from R.
quelen.

Keywords: Diluent, biomarker, cryopreservation, catfish.

INTRODUCAO:

O jundia (Rhamdia quelen) € um peixe da ordem Siluriformes,
pertencente ao género Rhamdia e a familia Heptapteridae, sendo popularmente
conhecido como bagre ou cascudo (Eschmeyer et al., 2017). Essa espécie &
amplamente distribuida pela América do Sul (Baldisseroto et al., 2020) E na
piscicultura geralmente, possuem alto potencial de consumo, sendo
representativos na produgdo pesqueira de aguas interiores em algumas
localidades, devido a seu rendimento e qualidade da carne (REID,1983). O
Brasil por sua vez, apresenta grande potencial aquicola, resultado da
combinacgao fatores geograficos e climaticos. ldeal para o cenario atual que
ve



apresentando crescimento da demanda por pescados, a piscicultura tem
ganhado destaque, impulsionada pelo aperfeicoamento das técnicas visam
aumentar a produtividade, potencializando a geracgédo de renda e atendendo as
demandas do mercado. (Bartz et. al, 2018). A expansao do mercado é
fundamental para incluir espécies nativas como R. quelen, para isso estudos na
aréa da reprodutiva sao essencias.

Para tal feito, conhecer a biologia reprodutiva das espécies é
fundamental, a fim de desenvolver protocolos de criopreservacao seminais
eficientes. Neste conceito €& importante recapitular a fisiologia dos
espermatozoides de peixes, 0s quais sao imoveis no trato seminal. A motilidade
€ ativada apenas apds sua liberacdo no ambiente aquatico, no caso de espécies
oviparas (Stoss, 1983.) Assim, as caracteristicas quimicas do meio, juntamente
associados a demais fatores determinam a duracdo do movimento dos
espermatozoides, desempenhando um papel essencial na qualidade seminal
(Cosson, 2004). Carateristicas estas que podem ser caraterizadas como,
concentragdes definidas de ions (NaCl, KC, Ca2C, Mg2C, etc.), osmolalidade e
pH do meio. Por influenciarem significamente a capacidade e a duragao da
mobilidade dos espermatozoides de peixes, para otimizar a eficiéncia da
fertilizagdo artificial, a composicao desses diluentes, € essencial e deve ser
ajustada o mais proximo possivel da composicao especifica da espécie. (Alavi
et al., 2004, Rurangwa et al., 2004).

Além formular diluentes o mais proximo possivel do plasma seminal da
espécie estudada, é importante compreender os fatores bioquimicos que
impedem o inicio da motilidade dos espermatozoides quando sao diluidos por
extensores, a fim de melhorar as técnicas de fertilizacao artificial e preservacao
(Alavi et al., 2009). Isso por que, para o sucesso reprodutivo € necessario que o
sémen se mantenha inativo, antes de se iniciar os protocolos de reprodugéo. O
avancgo destas técnicas de armazenamento de células é essencial, para os
protocolos de criopreservacdo. Esta €& fundamental, mas biotécnicas
reprodutivas, e o desenvolvimento de protocolos especificos para cada espécie,
incluindo novos marcadores de qualidade espermatica sdo importantes, visando a
diminuicdo dos danos nas células espermaticas, os diluentes sdo importantes
nesse processo. Contudo, ndo ha relatos da osmolalidade sobre os efeitos da
osmolalidade na qualidade espermatica do Rhamdia quelen, e nem valores da
osmolalidade do plasma sanguineo e seminal. Desta forma o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos de diferentes meios diluentes com osmolalidades
entre (280-400 mOsm), sobre os parametros em relagao a qualidade seminal do
R. quelen.
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METODOLOGIA:

Coleta e Aclimacao:

Os Machos adultos de R. quelen (n = 5) foram coletados em uma propriedade
particular, com coordenadas geograficas altitude -33.75 e longitude- 53. 33, na
localidade de Vila Nova, Pelotas, Rio Grande do Sul. Os peixes foram
transferidos para o laboratério de ictiologia da faculdade de zootecnia da
universidade Federal de Pelotas (UFPEL), e aclimatados por 15 dias em
condicdes ambientais ideais.

Coleta de Esperma:

Apés o periodo de aclimatacéo, os peixes foram submetidos a uma massagem,
na qual é feita uma leve compressao abdominal e a liberagcdo de s€men ocorre
(Woynarovich; Horvath, 1983), a coleta é feita evitando a contaminagao por
fezes e

/ou urina. O ejaculado foi coletado através de uma pipeta de 1000 IL, e em
seguida acondicionado em tubos Eppendorfs de 1,5 ml, as amostras utilizadas
eram as que apresentavam, no minimo, 80% de motilidade. E diluidas em uma
solugao chamada de Beltsville Thawing Solution (BTS), que € composta por 37
g de glicose, 6 g citrato de sddio, 1,25 g de bicarbonato de sédio, 1,25 gde EDTA
e 0,7 g estreptomicina para 1 L de agua destilada (Pursel e Johnson, 1975). Cada
uma das osmolalidades foram aferidas no equipamento osmdmetro, sendo
posteriormente ajustado Ph. Esta solucdo foi preparada com diferentes
osmolalidades (pressdo osmotica), com os valores: 280 mOsm, 300 mOsm, 320
mOsm, 340 mOsm, 360 mOsm,380 mOsm, 400 mOsm) nas quais as amostras foram
colocadas em contato, e a diluigao utilizada foi de 1/100 (volume/volume) para
cada uma das osmolalidades testadas (Huang et al. 2004). As analises de
motilidade e demais parametros foram realizadas ao longo de 4 dias. Durante
esse periodo, as suspensdes contendo espermatozoides foram mantidas
refrigeradas a 5 °C e, antes de cada avaliagao, foram homogeneizadas utilizando
uma de micropipeta de 10 pL.

Motilidade diluentes:

A motilidade espermatica foi avaliada apds 2 horas do resfriamento do sémen,
seguindo da diluicdo nas diferentes solugbes com distintas osmolalidades,
citadas a cima, sendo esse processo repetido a cada 24 horas, por um periodo total
de 72 horas. A avaliacdo da motilidade ocorreu entre 20-30 s apos a ativagéo do
sémen, com agua destilada. As analises de motilidade foram realizadas através
do equipamento CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Os parametros
espermaticos analisados foram: motilidade total (MT); motilidade progressiva
(MP); motilidade progressiva; distancia média do tragado (DAP); distancia em
linha curva (DCL) e em linha reta (DSL); velocidade média do tragado (VAP);
velocidade curvilinea (VCL), velocidade média do caminho (VAP), velocidade em
linha reta (VSL), retiddo do caminho espermatico (STR), linearidade
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(LIN),oscilagédo (WOB), amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH) e
frequéncia cruzada de batimento (BCF).

Osmolalidade Plasma seminal e sanguineo:

As analises para aferir a osmolalidade do plasma seminal e sanguineo do bagre de
R. quelen, foram realizadas utilizando os animais citados a cima, durante a
coleta de esperma para as analises deste estudo. Foram utilizados trés animais,

de cada animal, foram coletas amostras de sémen e sangue. sendo
posteriormente centrifugadas por 30 minutos, a 1200x G. Apss a centrifugagéo,

o0 sobrenadante de cada amostra foi cuidadosamente retirado e submetido a
analise em um osmbmetro. Cada amostra de plasma sanguineo e seminal foi
analisada em triplicata.

Analises estatisticas:

Os dados sé&o expressos como média = erro padrdao da média (SEM). As
analises estatisticas foram realizadas usando o programa Statistix 10 (Statistix,
2014). Sendo a normalidade verificada através do teste de Shapiro-Wilk foi feito
analise de variancia com posterior comparagao entre as meédias, através do teste
LSD.

RESULTADOS:

A cinética das células espermaticas de Rhamdia quelen, incubadas em
solucdo de osmolaridade de 340 (mOsm), manteve-se eficaz nos diferentes
tempos de avaliacdo (2; 24; 48; 72 horas), tanto na motilidade total como
progressiva (tabela 1 e 2), com base nos resultados recomendamos manter as
células de R. quelen resfriadas a 5 °C na concentragdo de 340(mOsm) por até 72
horas. Observa-se, que as melhores taxas de motilidade, entdo na faixa de
concentragdes osmoticas entre 300 e 380 mOsm.

Para as analises relacionas as distdncias percorridas dos
espermatozoides, o sistema CASA disponibiliza trés diferentes parametros.
Distancia média do caminho (DAP), distancia em linha curva (DCL) e a distancia
em linha reta (DSL). Evidentemente estes parédmetros apresentam alta
correlacdo com as velocidades correspondentes, sendo intrisicadamente
relacionadas. Causando uma grande tendéncia de as respostas obtidas nas
distdncias serem parecidas com as das velocidades. (médias retilineas e
curvilineas). Ficando evidente ao observar que a faixa osmética que melhor
preservou as células espermaticas, relacionados as analises de distancia e
velocidade esta entre 300 e 340 (mOsm), conforme demostrado nos parametros
de DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL. Tabelas: 3, 4, 5, 6,7,8.

Em relacado a retiddo do caminho espermatico (STR), novamente a faixa
osmotica entre 300 a 340 mOsm demostrou os resultados mais satisfatérios. No



entanto a osmolalidade de 300 miliosmois (mOsm), destacou-se por manter
maior eficacia, ao longo de diferentes tempos de analises (2; 24; 48; 72 horas),
tabela 9. Observagao semelhante foi realizado no parametro de linearidade,
tabela 10.

A amplitude do deslocamento dos espermatozoéides manteve-se maior
surpreendentemente na osmolalidade de 400 (mOsm), quando colocada em
contato com diferentes osmolalidades com variagao entre 280 e 400 miliosmois,
em todo o periodo de tempo ja citado a cima, tabela 12. Quando analisamos a
Frequéncia Cruzada de Batimento (BCF), nota-se que ocorre o mesmo, que
ocorreu com demais padrdes cinéticos, as células espermaticas apresentam-se
mais estaveis na faixa osmoética entre 300 e 340 miliosmois, tabela 13.

Os dados referentes a osmolalidade do sangue e das células
espermaticas de Rhamdia quelen, apresentaram valores aproximados de
274+74, mOsm/kg e 279+ 18mOsm/kg, respectivamente.

DISCUSSAO:

Como observado, os sistemas de analise espermatica assistida por
computador (CASA) tornaram-se uteis ferramentas, na investigacao da fisiologia
espermatica em peixes, proporcionando uma compreensao mais aprofundada,
em relacdo aos mecanismos de ativagcao espermatica, que circundam os diferentes
géneros e familias deste grupo de animais, envolvendo diversos fatores, como
osmolalidade, Temperatura e composigao iénica plasmatica, entre outros (Gallego,
2018). Conforme os dados apresentados anteriormente, o uso do sistema CASA
permite uma analise detalhada da cinética espermatica, possibilitando a
avaliacao de até 13 diferentes parametros relacionados a motilidade e qualidade
do sémen.

Todavia, muito autores debatem a importadncia de cada uma dessas
anadlises e seus efeitos na fertilizacdo de gametas, onde é feita diversas
correlacdes em relagao aos diferentes fatores, para tentar definir qual € o mais
importante. Embora a motilidade total (MOT) e motilidade progressiva (MOTP),
tenham sido os parametros de movimento mais usados em analises de
motilidade de espermatozoides, outros autores consideraram a velocidade do
esperma como um melhor biomarcador da qualidade do sémen (Rurangwa et al.
2001; Viveiros et al. 2010; Gallego et al. 2017). Neste estudo, a motilidade total
e progressiva na faixa de osmolalidade entre 300 e 380 miliosmois, manteve-se
sem apresentar diferenga estatistica; o centro aritmético dessa faixa é 340
miliosmois. Desta forma recomenda-se que seja confeccionado meios de
manutengao para as células espermaticas do R. quelem com a osmolalidade de 340
mOsm. De outro modo as solugdes de 280 (mOsm) e a de (400 mOsm/ kg) néo
foram benéficas para a motilidade espermatica do Jundia, ativada com agua.

O conhecimento sobre as caracteristicas do sémen sdo fundamentais
para compreender os processos bioquimicos basicos envolvidos na motilidade
dos espermatozoides e durante a fertilizagcéo (Linhart et al., 1991, Coward et al.,
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2002; Ingermann et al., 2002; Itoh et al., 2003). Sendo que o plasma seminal
poOssui uma composi¢cao unica: fornecendo alguns componentes que
sustentam os espermatozoides, enquanto outros refletem as fungcbes do
sistema reprodutor e dos espermatozoides (Ciereszko et al.,, 2000). As
informagdes bioquimicas referentes ao plasma seminal do bagre R. quelem,
foram relatados por BORGES et. al, (2005). Neste estudo os valores médios de
pH seminal foram de 8,7 £ 0,07, e osmolalidade seminal foi de e 274,8 + 11,2
(mOsm/kg). A composicao idnica também foi constata: Na 153,7 + 2,4, K 10,7
24,Cl1394+21,Ca4,2+0,2,Mg0,9+0,05,P 0,9+ 0,08

(mEg/l). Além disso foram qualificados a proteina total, com um valor médio de
0,6 £ 0,05 mg/dl e a concentracao de colesterol 13,9 = 0,9 mg/dl. Neste presente
estudo também foi averiguado o valor de osmolalidade do plasma seminal, no
qual se obteve o resultado de 279+ 18 (mOsm/kg), muito préximo ao valor
previamente mencionado para o0 sémen anteriormente. Ressalta- se a
importancia de conhecer esses valores, principalmente da osmolalidade seminal
dos animais que trabalhamos, pois é importante levar em conta a variabilidade
fisiologica individual e populacional. Fatores como dietas, ou até mesmo
sazonalidades, podem intervir nestes valores, conforme relatado por Borges
et.al (2005). Desta forma valores de referéncia séo importantes, pois servem de
parametros iniciais. Nesta pesquisa também foi verificado o valor da
osmolalidade sanguinea do jundia, no qual foi de 274+74, mOsm/kg, embora os
valores de osmolalidade do plasma sanguineo ndo serem tao relevantes, podem
interferir indiretamente os valores obtidos nos dados apresentados, pois sao
valores da fisiologia do mesmo animal.

Alavi et al. (2004) e Suquet et al. (1994) relataram que, em outras espécies
de peixes de agua doce, os valores de osmolalidade do plasma seminal
variaram entre as espécies: 297+15 em truta arco-iris (Oncorhynchus mykis),
30215 em carpa (Cyprinus carpio) e 31711 em dourado (Carassius auratus). O
conhecimento da osmolalidade interna especifica da espécie, é essencial para
a fabricacdo de um diluente de esperma que imita as condi¢gbes naturais dos
espermatozoides no sistema reprodutor masculino, contribuido com a
integridade do esperma e a preservagao das células espermaticas in situ (Silva
et al, 2015).

Lahnsteiner et al. (1996), demonstraram que existe uma correlagao entre
a motilidade espermatica e a composicdo do fluido seminal em Alburnus
alburnus, um ciprinideo. Os autores sugeriram que essa correlagdo poderia
indicar quais componentes do plasma seminal influenciam a motilidade
espermatica. Concluindo que os niveis de NaC e KC apresentam relagdes
estatisticamente significativas, positivas e negativas, respectivamente, com as
porcentagens de espermatozoides moveis. E no jundia as concentracdes de
Na+ e K+ sdo muito altos (Borges, et.al, 2005). Sendo provavelmente
responsaveis pela supressdo da motilidade dos espermatozoides devido a sua
atividade osmoética (Billard 1975; Benau e Terner 1980).

Observou-se a osmolalidade do plasma seminal foi de 279+ 18
(mOsm/kg), valor inferior a de 340 (mOsm/kg), que se mostraram mais eficazes
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na manutencido das células espermaticas. No entanto, ambas medidas estao
dentro de uma faixa osmatica relativamente proximas, ndo causando choque
osmotico. Em Jenynsia multidentata, por exemplo, a osmolalidade plasmatica é
de 326,2 £ 3,9 mOsm/kg, e as células apresentaram as taxas de motilidade mais
constantes e duradouras nas osmolalidades de 300 e 320 (Silva, et.al, 2015).
Valores osmoticos préximos aos encontrados paras estes mesmos parametros,
neste estudo.

Estas informacgbes relatadas acima, sdo de suma importancia para a
elaboragao de protocolos de criopreservacido, pois dentre os fatores que
influenciam o sucesso da biotecnia reprodutiva, esta a osmolalidade das
solucdes diluidoras, que devem ser compativeis osmoticamente com a espécie.
Desta forma maximizando a qualidade das células espermaticas, e por fim o
sucesso reprodutivo.

CONCLUSOES:

Com base da analise dos dados, sugerimos a utilizagao da osmolalidade
de 340 (mOsm), como a mais indicada para a manutencao da motilidade
espermatica no periodo entre 2 horas e 72 horas. Este valor também se mostrou
mais eficiente, para os parametros relacionados a distancia percorrida e a
velocidade, além da retiddo do caminho (STR). Ou seja, de forma geral a
osmolalidade de 340 miliosmois € a que melhor preservou a integridade e
funcionalidade das células espermaticas quando analisamos a cinética
espermatica. Por tanto, para as analises realizadas durante o intervalode 2a 72
horas, recomendamos a utilizagédo da osmolalidade de 340 mOsm para o bagre
Rhamdia quelen. No entanto a faixa dentro osmatica entre 300 e 340 miliosmois
€ benéfica as células espermaticas, podendo desta forma ser utilizada nas
solugdes de diluigado.

91



Tabela 1:

92

Tabela 1: Motilidade (%) dos espermatozoides de R. quelen expostos a diferentes

osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas

MOTILIDADE

TOTAL 2 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
280 59,3+3,2°¢ 53,0+3,2¢P 40,7+3,4P 44,7+3,2C
300 71,142,9/8 57,642,958 61,612,748 55,1£3,08
320 73,9+2,4* 59,8+3,0 B¢ 66,9+2,74 62,5+2,0"
340 73,241,94 68,7+2,04 59,0+2,8%8 62,0£2,748
360 63,5+2,4°¢ 63,412,148 55,8+2,58¢ 54,3+2,98
380 65,7+2,08¢ 63,4+2,6"8 56,2+3,35C 41,0£2,7¢
400 60,1+2,7°¢ 46,5+3,4P 49,94+3,2 ¢ 44,9+3,2C

Letras minusculas diferentes indicam diferencgas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).

Tabela 2:

Tabela 2: Motilidade Progressiva (%) dos espermatozoides de R. quelen expostos a
diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72

horas.
|\E’|0T|L|DAD 2 HORAS 24 HORAS 48 HORAS TABELA 72 HORAS
PROGRESSIVA
280 44,443 4°  39,0+3,3°P 32,8+3,4° 34,6+3,08
300 62,2+3,3*  46,7+3,38C 52,5+2,8"8 45,7+3, 17
320 64,5+ 3,00  47,7+3,68 58,3+3,0* 52,012,447
340 63,6+ 2,3*  59,2+2 44 50,7+3,178 53,7£2,94
360 53,4+3,08C 54,942 478 47,1+2,98¢ 45,6+3,1A
380 58,2+2,5"  54,6+2,9"8 49,3+3,4B 32,242, 78
400 47,9+3,2°®  352+3,3° 40,2+3,3°P 35,4+3,28

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo

experimental (P\0,0).
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Tabela 3:

Tabela 3: Distancia Média Percorrida (DAP), (%) dos espermatozodides de R. quelen
expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo
total de 72 horas.

DAP 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 15,5+ 0,7¢ 15,5+0,7°¢ 16,8+1,0¢ 16,2+0,5°
300 19,9+1,2A 17,7+1,078C 20,3+1,1A8 19,6+0,9*
320 19,8+1,04 17,0+0,98¢ 22,2+1,0A 19,3+0,77
340 19,240,978 19,6+0,84 19,0+1,08¢ 19,3+0,8*
360 18,241,078 19,4+1,078 18,9+0,98¢ 17,810,778
380 18,710,978 19,6+1,07 19,0+0,98¢ 16,5+0,5°
400 17,0+0,9 BC 17,4+40,7 A€ 17,1+0,9¢ 17,3+0,58

Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).

Tabela 4:

Tabela 4: Distancia curvilinea (DCL), (%) dos espermatozéides de R. quelen expostos
a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72

horas.

DCL 2 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
280 19,8+0,8° 19,5+0,7¢ 21,0£1,0¢ 20,8+0,6°8
300 22,941,148 21,5+1,048¢ 23,941,148 23,9+0,8*
320 23,5+1,0* 20,7+0,98¢ 26,2+1,0* 24,1+0,74
340 22,3+0,948¢ 23,9+0,8% 22,3+1,08¢ 23,2+0,9*
360 21,3+1,078¢ 22,6+1,08 22,5+0,98¢ 22,6+0,8"8
380 18,710,978 23,7+0,94 21,9+1,08¢ 20,9+0,68
400 20,4+0,95¢ 21,940,778 21,240,785 22,9+0,6*

Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas dentro do mesmo tempo

experimental (P\0,05).
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Tabela 5: Distancia retilinea (DSL), (%) dos espermatozoides de R. quelen expostos a
diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas.

DSL 2 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
280 12,840,7¢ 12,8+0,6° 14,241,0°P 12,940,5°
300 17,611,14 15,2+1,078C 17,611,078 16,3+0,8"
320 17,001,078 14,4+1,08¢ 19,3+1,04 15,640,748
340 16,610,948 16,2+0,7"8 16,8+0,95¢ 16,0+0,8"
360 15,941,078 16,9+0,9" 16,3+0,9 B°P 14,040,685
380 16,3+0,9"® 16,611,078 16,6+1,05¢ 13,1+0,6°
400 14,740,885 13,840,7¢ 14,1+0,6° 13,040,5°

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).

Tabela 6:

Tabela 6: Velocidade Média do Tracado (VAP);(%) dos espermatozdéides de R. quelen
expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo

total de 72 horas

VAP 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 34,0+1,6° 34,2+1,5C 37,4+2,1¢ 36,7+1,2¢
300 43,8+2,6" 39,5+2,3ABC 45,242 47 44,51, 74
320 44,0+2,34 37,7+2,18¢ 49,242,378 43,6+1,6"8
340 42,342,178 44,2+1,88C 42,242 2/8 43,842,018
360 40,1+2,278 42,842,278 42,1+2,078¢ 40,6+1,6"8¢
380 41,412,078 43,812,224 41,9+2,1°¢ 37,6+1,2¢
400 37,5+1,98¢ 39,4+1,5%8¢€ 38,6+1,585¢ 40,1+1,18¢

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).



Tabela 7:

Tabela 7: Velocidade Curvilinea (VCL), (%) dos espermatozoéides de R. quelen
expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um
tempo total de 72 horas.
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VCL 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 43,5+1,8° 43,1+1,6° 46,8+2,18 47,111,48
300 50,41 2,68 48,042,36C 53,3+2,5 54,5417
320 52,3+2,3" 46,142,160 58,2+2,34* 54,7+1,64
340 49,342, 148¢ 53,8+1,9° 49,52 2~ 52,942, 2
360 46,8+2,28¢ 50,1+2,448C 50,042,148 51,8+1,8"8
380 48,042, 148¢ 52,9+2,28 48,422,3° 47,741,478
400 45,0+2,08¢ 49,7+1,648C 48,0£1,7° 53,241,6*

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).

Tabela 8:

Tabela 8: Velocidade Linear Progressiva (VSL), (%) dos espermatozdéides de R. quelen
expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo
total de 72 horas.

VSL 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 28,241,5° 28,3+1,4° 31,642,2C 29,041,1°
300 38,8+2,5 33,742,208 39,142,3" 36,8+1,7°
320 37,72,2%% 31,7+2,08CD 42,82 18 35,2+1,68
340 36,4£2,0% 36,4+1,6"8 37,242,1A 36,241,84
360 35,042,2%8 37,242,1A 36,241,985 31,041,45C
380 36,041,9% 36,042,148 36,8+2,0° 29,041,3°
400 32,241,95¢ 31,141,650 31,7+1,4° 29,942,0°

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).
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Tabela 9:

Tabela 9: Retiddo do Caminho Espermatico (STR), (%) dos espermatozdides de
R. quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400),
em um tempo total de 72 horas.

STR 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas

280 0,8184+0,0121¢ 0,8175+0,0111® 0,8024+0,0203%¢  0,7815+0,01085¢

300 0,8653+0,0082* 0,8322+0,0096"®  0,8480+0,00878  0,8098+0,0098°
320 0,839+0,00808¢ 0,8129+0,0204 8 0,8571+0,0075%8¢ 0,7913+0,01¢

340 0,8476+0,0082%8 0,8142+0,0067° 0,8644+0,0083* 0,8187+0,00914
360 0,8535+ 0,0092%  0,8556+0,0073* 0,8478+0,0080¢  0,7745+0,0099°
380 0,8583+0,0069"  0,8251+0,00948  0,8649+0,0064%¢  0,7816+0,01358¢

400 0,8440+0,0085*®  0,7771+0,0150° 0,8104+0,0097° 0,7375+0,0115P

Tabela 10:

Tabela 10: Linearidade (LIN), (%) dos espermatozoides de R. quelen expostos a diferentes
osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas.

LIN 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 0,641+0,017¢ 0,648+0,0155C 0,636+0,024° 0,610+0,014¢
300 0,738+0,0144 0,673+0,014°B 0,713+0,014%8 0,659+0,015%8
320 0,696+0,0148 0,658+0,022 8¢ 0,716+0,0138¢ 0,630+0,016 8¢
340 0,722+0,0138 0,666+0,0108 0,729+0,013% 0,678+0,013%
360 0,720+0,016"8 0,725+0,0114 0,709+0,012°¢ 0,609+0,014°
380 0,735+0,012%8 0,675+0,0158 0,746+0,011 8¢ 0,623+0,018°5¢
400 0,702+0,014"8 0,619+0,019°¢ 0,656+0,015° 0,558+0,014°P

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).
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Tabela 11: Oscilagédo (WOB), (%) dos espermatozéides de R. quelen expostos a diferentes
osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas.

woB 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 0,7738+0,0116% 0,7844+0,0110®8  0,7664+0,0201°°  0,7727+0,0090°°
300 0,8442+0,0102* 0,8013+0,01008  0,8336+0,0099*®  0,8053+0,0098"8
320 0,8220+0,0101* 0,7840+0,0192B 0,8285+0,01048%¢  0,7871+0,010°B
340 0,8442+0,0096" 0,8124+0,0067*®  0,8355+0,0088% 0,8216+0,0089*
360 0,8338+0,0108* 0,8415+0,0074*  0,8298+0,0082¢ 0,7776+0,0096°
380 0,8505+0,0091* 0,8084+0,0107B 0,856+0,008130%¢ 0,7842+0,01118¢
400 0,8225+0,0104* 0,7842+0,0114®  0,8009+0,010° 0,7491+0,0089°

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo

experimental (P\0,05).

Tabela 12:

Tabela 12: Amplitude
dos espermatozéides de R. quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320,
340, 360, 380, 400), em um tempo total de 72 horas.

do Deslocamento

Lateral

da Cabeca

(ALH), (%)

ALH 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 1,7593%0,1349%  1,5669+0,1005°  1,8773+0,1080%¢ 2,3580+0,1063BC
300 1,4304+0,0720® 1,7593+0,1016°° 1,9271+0,10878¢ 2,3511+0,07818C
320 1,7482+0,0904*  1,5844+0,097“° 1,9385+0,09558¢ 2,4187+0,09538C
340 1,5460+0,0843%8  2,2896+0,0730" 1,6945+0,0877¢  2,1560+0,0929°8
360 1,5144+0,0983"%  1,6544+,0917°  1,8858+0,1034%  2,4849+0,1031B
380 1,6842+0,0930® 1,9645+0,09728¢ 1,7064+0,0815%¢ 2,3875+0,1218BC
400 1,5831+0,0943"® 2,2395+0,1314”%  2,2329+0,110*  2,9569+0,08914

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo
experimental (P\0,05).



Tabela 13:

Tabela 13: Frequéncia Cruzada de Batimento (BCF), (%) dos espermatozoides de R.
quelen expostos a diferentes osmolalidades (280, 300, 320, 340, 360, 380, 400), em um

tempo total de 72 horas.

BCF 2 Horas 24 Horas 48 Horas 72 horas
280 26,240,718 26,8+0,8° 28,1+1,24 28,8+0,6*
300 28,7+0,8* 28,8+0,8"8 29,9+0,74 29,6+0,5*
320 28,8+0,6* 27,5+0,9%8 31,7+0,6"8 28,6+0,6"8
340 27,8+0,6"8 29,3+0,5* 29,3+0,778 28,1+0,6"8
360 27,6+0,8"8 29,1+0,74 29,5+0,78¢ 27,2+0,58¢
380 28,4+0,74 28,340,748 29,340,7° 25,5+0,6°
400 26,3+0,78 27,04+0,7°8 27,2+0,7°P 26,0+0,5P

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas dentro do mesmo tempo

experimental (P\0,05).
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5 Consideragoes Finais

Promover praticas que auxiliam na preservagao de animais nativos,
juntamente com a ampliagcao da educagao ambiental, € de suma importancia.
Para isso, o uso de recursos ludicos, como jogos, sdo uma estratégia eficaz,
especialmente na escola, pois estdo presentes no cotidiano dos alunos.
Jogos como o quebra-cabeca, por exemplo, sdo bem aceitos e facilitam a
aprendizagem.

Paralelo a isso, a realizacdo de estudos com animais nativos € de grande
importancia, tanto pelo seu valor econdémico, quanto pela a necessidade de
preservar a biodiversidade. Neste cenario a criopreservagdes apresenta
como uma estratégia altamente eficaz para a conservacdo de gametas,
oferecendo uma solugao promissora para a reproducio assistida.

Para garantir a eficacia desses estudos, € fundamental uma investigagao na
aréa de interesse de estudo, pois a escolha dos parametros experimentais €
importante.

Desta forma, nosso estudo mostrou que a selecido adequada da
osmolalidade do diluente utilizado nas células espermaticas do Rhamdia
quelem durante o processo de criopreservagao exerce um papel significativo,
influenciando diretamente a qualidade e a eficiéncia das células.

Além disso, os efeitos de diferentes concentracdes de substancias
crioprotetoras pertencentes ao grupo dos alcoois, como o dimetil sulféoxido
(DMSO), o metilglicol (MG) e o glicerol, foram avaliados quanto ao impacto
sobre as estruturas celulares e os parametros espermaticos apds a
criopreservacgao. Entre estes crioprotetores, o metilglicol (MG) apresentou os
melhores resultados para a espécie em estudo, sendo especialmente eficaz

nas concentracoes de 10%.
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