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1 INTRODUCAO

Tanto o resfriamento quanto a criopreservacdo de gametas necessitam de
uma soluc¢do diluidora adequada para cada espécie. Tal solucdo deve conter
componentes essenciais e uma osmolaridade adequada. A osmolaridade adequada
é fundamental para o sucesso na técnica de resfriamento celular, pois previne o
choque osmotico, auxilia na imobilizacdo da motilidade e diminuicdo do metabolismo
celular. No entanto, ndo existem estudos sobre os efeitos da pressdo osmaética na
qualidade do esperma da espécie Jenynsia multidentata. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos de diferentes osmolaridades (240-460 mOsm / kg) sobre
0 parametro de integridade de membrana de J. multidentata.

2 REFERENCIAL TEORICO

Jenynsia multidentata € uma espécie amplamente distribuida na América do
Sul e sua populacdo estd em declinio em muitos ambientes, principalmente na
regido da Argentina (Hued e Bistoni 2005). Na preservacdo de células em curto
prazo, alguns fatores como: ph, temperatura, osmolaridade, podem alterar ndo so as
estruturas celulares como também a motilidade, segundo Alavi e Cosson(2006).

3 MATERIAIS E METODOS (ou PROCEDIMENTO METODOLOGICO)

Foram utilizados machos, adultos, de Jenynsia multidentata (n=30). Os peixes
foram aclimatados durante 15 dias sob condicdes ambientais constantes: agua
potével (salinidade 0) sem cloro, pH 7,0, aeracédo constante, temperatura de 26° C,
um fotoperiodo de 12/12h claro/escuro. Os animais foram alimentados diariamente,
ad libitum, com racdo comercial para peixes onivoros. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Rio Grande aprovou (CEUA-FURG)

ApOs o periodo de aclimatacdo, os peixes foram anestesiados com
benzocaina 0,1 gL-1 por imersdo em solucdo tamponada a pH 7,0 e imediatamente
sacrificados. Apds a incisdo abdominal ocorreu a coleta de génadas, estas foram
colocadas em tubos Eppendorfs de 1,5 ml contendo o diluente HBSS em diferentes
osmolaridades (240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 460 mOsm/kg). As
suspensodes contendo esperma foram mantidas refrigeradas a 5° C.

A avaliacao de integridade de membrana ocorreu no sémen fresco de 10 min
apos a diluicdo em HBSS a diferentes osmolaridades e a cada 24h tendo duracao de
4 dias. Para avaliar a integridade da membrana plasmatica, foram usados dois



fluorocromos diacetato de carboxifluoresceina e iodeto de propidio afim de verificar
membranas integras e danificadas. A percentagem (0-100%) de células com
membranas intactas foi determinada pela proporcdo de células que emitem
fluorescéncia verde, de um total de 200 células.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando software Statistix
9.0. A normalidade dos dados foi analisada com o teste de Shapiro-Wilk. Uma vez
gue os dados sao apresentados como nao parametricos, é realizada uma analise de
variancia de Kruskal-Wallis seguido por um teste de Duncan. Os dados s&o
expressos como a media * erro padrao (SEM) com um nivel de significancia de 95%
(p <0,05).

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

Integridade da membrana plasmatica (%) de Jenynsia multidentata expostos a
diferentes osmolaridades (240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 460 mOsm /
kg) durante 4 dias: média (+ erro padrdo). Diferentes letras minusculas indicam
diferencas significativas dentro do mesmo tempo experimental (P <0,05).

Osmeolality Plasma membrane imtegrity (%)

(mOsm/Kg) 0 day 1 day 2 days 3 days 4 days

240 80.3x1.3 (c) 82.3+4.1 (b) 49.0=11.4 (b) 47.3+9.8 (c) 24.3x5.5 (d)
260 89.0+1.5 () 83.6=1.6 (ab) 66.0=3.9 (b) 36.0=4.6 (c) 59.0=1.2 (bed)
280 88.0+1.9 (c) 89.3+1.9 (ab) 80.3=5 8 (ab) 75.6£2.5 (abc) 64.0=5.7 (abed)
300 90.6=1.6 (bc) 02.3x1.6 (ab) 86.0=1.7 (ab) T8.0=0.6 (abc) 77.5=4.7 (abc)
320 86.0=3.8 (be) 90.0=0.3 (ab) 90.6=1.9 (a) 82.3+3.3 (ab) 85.0=1.1 (ab)
340 90.6+2.2 (bc) 93.6=0.6 (a) 93.6=0.6 (a) 86.3£1.0 (a) 73.2+5 0 (abc)
360 92.6=0.9 (abc) 89.0=2.7 (ab) 74.3=7.6 (ab) 84.7=1.8 (a) 87.6=2.3 (a)
380 97.0=0.5 (ab) 93.0=1.0 (ab) 89.0=1.9 (ab) 69.0=7.8 (abc) 58.0=8.6 (abecd)
400 93.6+0.2 (abc) 90.6=1.6 (ab) 77.3+5.1 (ab) 60.0£3.8 (c) 54.0=5.6 (bed)
460 99.0=0.5 (a) 92.3+1.2 (ab) 77.0=4.8 (ab) 60.3+3.7 (bc) 53.0=6.0(cd)

No sémen fresco a integridade de membrana foi maior em HBSS 460, porém
essa nao diferiu significativamente (P <0,05) de HBSS 400, HBSS 380, HBSS360
mOsm/kg. J& ao longo dos 4 dias de exposicdo as amostras entre 290 a 380
mOsm/kg obtiveram os melhores resultados e nao apresentaram diferencas
significativas entre si.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo de 4 dias a osmolaridade entre 290 a 380 mOsm/kg tiveram
resultados mais promissores sobre o parametro de integridade de membrana
plasmatica, porém deve se considerar outros paradmetros tal como: motilidade
espermatica, integridade de DNA, atividade mitocondrial, para definir qual a
osmolaridade mais adequada para preservacdo de sémen de J. multidentata a curto
prazo.
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