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1. INTRODUCAO

Por ser um passatempo muito popular, a aquariofilia possui milhdes de
adeptos em todo mundo (LIVENGOOQD et. al, 2007), sendo a Xiphophorus Helleri,
comumente conhecida por Espada, uma das espécies de peixes ornamentais de
agua doce mais criadas. Além disso, trabalhos relatam a eficiéncia desta espécie
como bioindicadores de poluicdo ambiental. Seus sistemas organicos sao muito
mais proximos do ponto de vista histolégico e fisiologico dos sistemas humanos (e
de outros vertebrados), que os invertebrados, permitindo exploragcbes mais
confiaveis (CONELL, 1997).

A busca pela melhoria dos processos de acondicionamento e andlise de
sémen de peixes procura atender as exigéncias econdmicas e ecoldgicas atuais.
Para isso, a preservacdo seminal a curto prazo permite o estudo da qualidade das
células esperméticas, além de faciltar o manejo e aumentar a eficiéncia da
inseminacao artificial na piscicultura (CIEREZKO & DABROWSKI,1994).

A adicdo ao sémen de meios diluentes que mimetizem a composicao ibnica e
a osmolaridade do plasma seminal é efetiva em potencializar a longevidade, sem
provocar mudancas significativas na qualidade das amostras (PENARANDA et al.,
2010). Segundo SUQUET et. al. (1994), variacdes na pressdo osmética induzem a
motilidade em muitas espécies de peixes, e ao contrario, a alta osmolaridade inibe a
ativacao espermaética.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes osmolaridades do
meio diluente BTS (Beltsville Thawing Solution) sobre parametros de qualidade
espermatica da espécie Xiphophorus Helleri.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas as gdénadas de 10 peixes da espécie citada ap0s terem sido
submetidos a crioeutanasia. As gonadas foram mantidas em diluente BTS com
osmolaridade variando de 240 a 460 mOsm/L em temperatura ambiente, apos
maceracao para liberacdo dos gametas.

As amostras seminais passaram por andlises em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, S&o Paulo — Brasil) em aumento de
40x para avaliacdo dos seguintes parametros: integridade da membrana plasmatica
(ME) utilizando o corante Diacetato de Carboxifluorosceina, que penetra nas células
de membrana integra e emite fluorescéncia verde e lodeto de Propideo que cora de
vermelho os espermatozoides lesados. A integridade de DNA foi avaliada com
corante Acridine Orange, emitindo fluorescéncia verde nas células com DNA integro
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(com a dupla fita) e vermelho para as células com DNA lesado (com fita simples).

Também foi realizada analise da motilidade espermatica (MOT) em
microscopio Optico com aumento de 20x, ap0s ativacado das células espermaticas
adicionando 1pL de sémen diluido em BTS em 99 pL de 4gua destilada a 22°C. Os
resultados obtidos foram tabulados sendo comparados através do teste de Kruskal-
Walllis adotando-se o nivel de significancia P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme demonstrado na tabela 1, a exposi¢cdo das células espermaticas a
diluentes com diferentes osmolaridades nédo afetou a integridade do DNA e a da
membrana espermética. Entretanto, uma queda significativa na motilidade das
células espermaticas foi observada nos diluentes com osmolaridade acima de
340mOsml/L.

ALAVI et. al. (2009) mostraram que a osmolaridade do meio altera a forma da
onda flagelar, afetando assim a velocidade do espermatozoide. Os mesmos autores,
trabalhando com B. sharpeyi, verificaram que a osmolaridade ideal para ativacéo
das células esperméticas da referida espécie € de 100 e 200 mOsm/L. De forma
semelhante ao observado na maioria das espécies de &agua doce, a
hiperosmolaridade do meio em relagdo a do plasma seminal impede a motilidade
(ALAVI et. al, 2010). Estes dados corroboram com os resultados encontrados para a
motilidade de Xiphophorus Helleri, onde a alta osmolaridade, ou seja, acima de 380
mOsm/L, resultou em nenhum espermatozoide movel.

Sabe-se que quando se adiciona um diluidor, a célula expande e encolhe de
volume em resposta a hiperosmolaridade, o que desestabiliza as membranas ou o
citoesqueleto levando a lesdes (WATSON, 2000). Em nosso estudo néao foi
encontrada diferenca estatistica para os parametros de integridade de membrana e
DNA, nem para viabilidade de mitocéndria, porém WINDSOR E WHITE (1995)
comprovaram que a osmolaridade do meio pode interferir diretamente no
metabolismo espermético. Expondo os gametas a meios hipoténicos (150 mOsm/L)
ou hipertonicos (450 mOsm/L), constataram reducéo da concentracdo de Rodamina
123, indicando menor viabilidade mitocondrial.

Tabela 1. Caracteristicas seminais apdés manutencdo em 1 hora das amostras em
diluente com diferentes osmolaridades. Foram avaliadas as variaveis integridade de
DNA (DNA), integridade de membrana (ME), funcdo mitocondrial (MI) e motilidade
(MOT).

Osmolaridade (mOsm/L)

240 260 280 300 320 340 360 380 400 460
DNA  88,7+2,92 9743 99,7t0,3 1000 99+0,6  89,5+10,5 97,7¢2,3 963  98,7+1 99+1
ME 89,7+2,4 93,802  88,2+38 97,2+1,1 86,2+7,7 90,144 93+2 91+3 89,543 99+1
MOT  78,3+19,2° 55i284° 97,7+1,4° 93+6,7° 80+11,5° 16,7+88" 10+1° 0+0° 0+0° 0+0°

Com os resultados obtidos neste trabalho sugere-se que novas analises
sejam realizadas sobre outros padrdes de viabilidade da célula espermatica, como a
fertilizacdo de gametas, para poder se afirmar que a diluicdo do sémen em diluentes
com osmolaridade entre 240 e 320 mOsm/L nao afeta as taxas de fertilidade.
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4. CONCLUSOES

Nas condicdes do presente estudo conclui-se que osmolaridades entre 240 e
320 mOsm/L possibilitam uma melhor manutencédo da qualidade seminal da espécie
Xiphophorus Helleri, sendo estas indicadas para acondicionamento dos gametas
dessa espécie. Assim como nas outras espécies de peixes de agua doce, meios
hiperosmoéticos inibem a motilidade espermatica, porém, sem afetar os outros
parametros avaliados.
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