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CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE ZEBRAFISH?

Autor: Rémulo Batista Rodrigues
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

Resumo: O zebrafish apresenta diversas caracteristicas interessantes, que fazem da
espécie um modelo bioldgico popular para estudos de diversas areas de pesquisa,
resultando em um elevado desenvolvimento de novas linhagens que precisam ser
mantidas e preservadas. A criopreservacdo pode atender essa necessidade de
manter 0s recursos genéticos da espécie, o que torna o desenvolvimento de
pesquisas na area de suma importancia. Esta tese tem como objetivo principal realizar
um levantamento do histérico da pesquisa sobre criopreservacdo em zebrafish e
realizar o desenvolvimento de protocolos de criopreservacédo de sémen de zebrafish
utilizando diversos tipos de avaliacbes sobre os danos causados pelo processo
criopreservacgdo. O objetivo do primeiro estudo foi realizar uma revisdo sistematica
sobre a criopreservacédo de tecidos e células reprodutivas de zebrafish. Na revisédo
sistematica foi possivel identificar e quantificar as principais caracteristicas dos
protocolos de criopreservacao ja utilizados em diferentes tipos de amostras. Com 0s
resultados obtidos nesse estudo foi possivel identificar limitagées e tendéncias para
novas pesquisas, além de confirmar que assim como em outras espécies de peixes,
a criopreservacao de sémen é o método mais efetivo para preservacédo do material
genético do zebrafish. No segundo estudo objetivou-se avaliar a combinacdo e
interacdo de diferentes extensores, crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis,
analisando os efeitos da criopreservacao sobre 0s espermatozoides através de uma
abordagem ampla de variaveis. Nesse estudo foi possivel identificar que a utilizacao
do leite em pOé na solucdo crioprotetora promoveu maior protecdo aos
espermatozoides, especialmente quanto aos danos oxidativos e de DNA. No terceiro
estudo o objetivo foi avaliar o estresse oxidativo e os danos no DNA em diferentes
etapas do processo de criopreservacdo. Observou-se que a etapa de
congelamento/descongelamento gerou mais danos que a exposicdo do sémen aos
crioprotetores durante o equilibrio. Foi possivel identificar que a utilizacdo de leite em
po diminuiu a geracdo de espécies reativas de oxigénio e a fragmentacdo de DNA,
além de promover maior atividade antioxidante. Com todos os resultados obtidos foi
possivel observar que a criopreservacdo de sémen de zebrafish atualmente é a
alternativa mais concreta para preservacado do material genético da espécie, e que 0s
protocolos de criopreservacdo de sémen devem ser otimizados levando em
consideracdo uma abordagem mais ampla das variaveis. Os bons resultados obtidos
com a inclusdo do leite em p6 na solucédo crioprotetora indicam que a combinacéo
entre crioprotetor permeavel e ndo permeavel pode melhorar os resultados obtidos
apOs o processo de criopreservacgao.

Palavras-chave: Danio rerio; estresse oxidativo; danos no DNA; leite em p&; revisao
sistematica.

Tese de Doutorado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (192 p.) Marco,
2020.



ZEBRAFISH SEMEN CRIOPRESERVATION?

Author: Romulo Batista Rodrigues
Advisor: Danilo Pedro Streit Jr.

Abstract: The zebrafish has several interesting characteristics, which make the
species a popular biological model for studies in several research areas, resulting in a
high development of new strains that need to be maintained and preserved.
Cryopreservation can meet the need to maintain the genetic resources of the species,
which makes the development of research in the area of extreme importance. The
main objective of this thesis is to carry out a survey of the history of research on
cryopreservation in zebrafish and to develop protocols for cryopreservation of
zebrafish semen using different types of assessments on the damage caused by the
cryopreservation process. The aim of the first study was to conduct a systematic review
on the cryopreservation of zebrafish reproductive tissues and cells. In the systematic
review, it was possible to identify and quantify the main characteristics of the
cryopreservation protocols already used in different types of samples. With the results
obtained in this study, it was possible to identify limitations and trends for new research,
in addition to confirming that as in other fish species, cryopreservation of semen is the
most effective method for preserving zebrafish genetic material. In the second study,
the objective was to evaluate the combination and interaction of different extenders,
permeable and non-permeable cryoprotectants, analyzing the effects of
cryopreservation on sperm through a wide approach of variables. In this study, it was
possible to identify that the use of powdered milk in the cryoprotective solution
promoted greater protection for sperm, especially regarding oxidative and DNA
damage. In the third study, the objective was to assess oxidative stress and DNA
damage at different stages of the cryopreservation process. It was observed that the
freeze/thaw stage generated more damage than the semen exposure to
cryoprotectants during equilibrium. It was possible to identify that the use of powdered
milk decreased the generation of reactive oxygen species and the fragmentation of
DNA, in addition to promoting greater antioxidant activity. With all the results it was
observed that the zebrafish sperm cryopreservation is currently the most concrete
alternative to preserving the genetic material of the species, and that semen
cryopreservation protocols must be optimized considering a broader approach of the
variables. The good results obtained with the inclusion of powdered milk in the
cryoprotective solution indicate that the combination of permeable and non-permeable
cryoprotectants can improve the results obtained after the cryopreservation process.

Keywords: Danio rerio; oxidative stress; DNA damage; powdered milk; systematic
review.

’Doctoral thesis in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (192 p.) Marco, 2020.



RELACAO DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1 — Dimorfismo sexual de zebrafish (Danio rerio)...........cccccceeeeniiininnnns 21
Figura 2 — Crescimento de artigos publicados com zebrafish no periodo de 1950 a
120 4 O PR UPPPTRRTUPPIIN 22
Figura 3 — Danos gerados por EROs ao DNA de espermatozoides................ccccuueeee 34
CAPITULO Il

Figura 1. Esquema mostrando o fluxograma utilizado para selecdo de artigos
U1 2= To [0 S T I =S LU o [ J U 44

Figura 2. Panorama geral dos estudos selecionados e analisados. A) Historico de
publicacdes de estudos com criopreservacao de diferentes materiais biolégicos de
zebrafish; B) Percentual de trabalhos publicados de criopreservacao de diferentes
amostras em zebrafish; C) NUumero de estudos com os métodos de congelamento e
vitrificacdo para cada material biologico de zebrafish. PGCs = Células Germinativas
o T 0T (0 L= 1 U 46

Figura 3. Quantificacdo dos principais componentes das técnicas de criopreservagao
utilizadas nos estudos analisados. A) Principais crioprotetores permeaveis utilizados
em protocolos de congelamento e Vvitrificacdo em zebrafish; B) Principais
crioprotetores ndo permeaveis utilizados em protocolos de congelamento e vitrificacao
em zebrafish; C) Extensores utilizados em protocolos de criopreservacdo em
zebrafish; D) Dispositivos de criopreservacao utilizados em estudos com zebrafish.

Figura 4. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacao de sémen de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores; B) Utilizacao
de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacdo de meios de
(o g [0 o] £ Y= V= o= T TSR 53

Figura 5. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacao de tecido gonadal e espermatogonias de zebrafish. A) Utilizacdo de
crioprotetores; B) Utilizacdo de extensores; C) Utilizacao de dispositivos; D) Utilizacao
de Meios de CriIOPreSEIVAGAD. ........ccevuuuuiiiiieeeeeeeeeiiee e e e e e e e e et e e e e e e e et aeeeaaes 54

Figura 6. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacao de foliculos ovarianos de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores
(%); B) Utilizacdo de extensores (%); C) Utilizacdo de dispositivos (%); D) Utilizacéo
de meios de CriopreSErvaCan (%0). ......uuuuieeeeeeeeieeeiii e e e e e e e et e e e e e e aaaes 59

Figura 7. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacdo de fragmentos de tecido ovariano de zebrafish. A) Utilizacdo de
crioprotetores; B) Utilizacdo de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacao
de MEIOS de CrIOPIESEIVAGED. ....ccieeuiiiieiiiiit ettt e e et e e e et e e e e et e e e e eat e e e e eataaeeaenes 60



Figura 8. Dados percentuais de utilizagdo de materiais e métodos para
criopreservacdao de embrides de zebrafish. A) Utilizagdo de crioprotetores; B)
Utilizacdo de extensores; C) Utilizagdo de dispositivos; D) Utilizagdo de meios de
(o] go] o] €25 =T 4 V7= Tox= Lo IR PPPPPPPPPPPP 65

Figura 9. Dados percentuais de utlizagdo de materiais e métodos para
criopreservacao de blastdmeros de zebrafish. A) Utilizagcdo de crioprotetores; B)
Utilizacdo de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizagdo de meios de
(o] go] o] £25{=T 4 V7= oz Lo PP PP PPPPPPPPPPPP 66

Figura 10. Dados percentuais de utilizagdo de diferentes materiais e métodos para
criopreservacao de PGCs de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores; B) Utilizagao
de extensores; C) Utilizagdo de dispositivos; D) Utilizacdo de meios de
(o] go] o] €25 =] V7= Tox- Lo PP PPPPPPPPPPPP 67

CAPITULO Il

Figura 1. Caracteristicas qualitativas de espermatozoides de zebrafish apos a
criopreservacao. A) Motilidade (%); B) Tempo de motilidade; C) Viabilidade (%); D)
Integridade de membrana (%); E) Espermatozoides normais (%). Letras diferentes
indicam diferencas entre os tratamentos criopreservados pela ANOVA, seguido pelo
TESTE A TUKEY . ..ottt ettt ettt e et et e e e e eeeeeeeeees 93

Figura 2. Dados bioquimicos de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica em sémen
de zebrafish apds a criopreservacéo. A) Teste de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico - TBARS (nmol de MDA/mL); B) Avaliacdo da Oxidacdo da
Diclorofluoresceina diacetato (H.DCF-DA) - DCF (nmol/mg de proteina); C) Avaliagéo
da atividade da enzima Superéxido Dismutase - SOD (U/mg de proteina); D) Avaliacéo
da atividade da Catalase - CAT (U/mg de proteina); E) Quantificacdo de grupos
sulfidrilicos totais - Grupos Sulfidrilas (nmol/mg de proteina). Letras diferentes indicam
diferencas entre os tratamentos criopreservados pela ANOVA, seguido de teste de
Tukey. *Indica diferenca entre os grupos controle (Fresco diluido em HBSS X Fresco
diluido em Ginsburg), pelo teste T-Student. ...........ccccoeiiiiiiiiiiiiii e, 97

Figura 3. Variaveis objetivas do Ensaio Cometa Alcalino. Danos ao DNA em
espermatozoides de zebrafish apds a criopreservacédo. A) % de DNA na cauda do
cometa; B) Comprimento da cauda do cometa (uM); C) Tail Moment; D) Olive Tall
Moment. Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos criopreservados
pela ANOVA, seguido pela comparacdo de médias do teste de Tukey. ................... 99

Figura 4. Andalise de Componentes Principais (PCA). A) Gréficos de dispersao dos
dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) para as variaveis analisadas no
sémen fresco e diluido (HBSS e Ginsburg) e nos diferentes grupos criopreservados.
B) As setas marcadas mostram os loading dos parametros dos tratamentos
apresentados nos eixos PC1 e PC2. para todos as variaveis analisadas no sémen
fresco e diluido (HBSS e Ginsburg) e nos diferentes grupos criopreservados. ....... 102

CAPITULO IV

Figura 1. Analises bioquimicas de estresse oxidativo. A) Avaliacdo da Oxidacédo da
Diclorofluoresceina diacetato (DCF) (Efeito das solucdes crioprotetoras: P<0,0001;
Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001; Interacao entre fatores: P<0,0001); B)
Quantificacdo de grupos sulfidrilicos totais (SH) (Efeito das solugbes crioprotetoras:



P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacgédo: P<0,0001; Interagdo entre fatores:
P<0,0001); C) Atividade enzimética da Superoxido dismutase (SOD) (Efeito das
solugdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacdo: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P<0,0001); D) Atividade enzimética da Catalase (CAT) (Efeito
das solugdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P<0,0001). Letras maiusculas distintas indicam diferenca
entre a etapa da criopreservacao, dentro de cada solugéo crioprotetora pelo teste de
Tukey. Letras mindsculas distintas indicam diferenca entre as solu¢des crioprotetoras,
dentro de cada etapa da criopreservacao, pelo teste de Tukey. ........ccceevvvviieeeeennn. 127

Figura 2. . A-D: Imagens obtidas através das andlises dos cometas com software
Comet Imager 2.2. E-H: Imagens obtidas da visualizacdo de cometas em microscépio
de epi-fluorescéncia, corados com brometo de etideo. ...........ccevvvevvvvviiiiiiiiiieeeenne. 130

Figura 3. Ensaio cometa alcalino padrdao. A) Comprimento da cauda do cometa (Efeito
das solugdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P<0,0001); B) % de DNA na cauda do cometa (Efeito das
solugdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacdo: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P<0,0001); C) Tail Moment (Efeito das solucdes
crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacéo: P<0,0001; Interacéo
entre fatores: P<0,0001); D) Olive Tail Moment (Efeito das solu¢des crioprotetoras:
P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacédo: P<0,0001; Interacdo entre fatores:
P<0,0001). Letras maiusculas distintas indicam diferenca entre a etapa da
criopreservacao, dentro de cada solucéo crioprotetora pelo teste de Tukey. Letras
minusculas distintas indicam diferenca entre as solucdes crioprotetoras, dentro de
cada etapa da criopreservacao, pelo teste de TuKey. ..........ouvceeiiiiiiiiiiieicciiee e, 131

Figura 4. Ensaio cometa enzimatico (Formamido Pirimidina Glicosilase - FPG). A)
Comprimento da cauda do cometa (Efeito das solucbes crioprotetoras: P=0,0003;
Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,3570); B)
% de DNA na cauda do cometa (Efeito das solu¢Bes crioprotetoras: P=0,6350; Efeito
da etapa da criopreservacédo: P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,0603); C) Tail
Moment (Efeito das solucdes crioprotetoras: P=0,0078; Efeito da etapa da
criopreservacao: P<0,0001; Interacéo entre fatores: P=0,0888); D) Olive Tail Moment
(Efeito das solucbes crioprotetoras: P=0,0085; Efeito da etapa da criopreservacao:
P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,0593). Letras mailsculas distintas indicam
diferenca entre a etapa da criopreservacéao, dentro de cada solucao crioprotetora pelo
teste de Tukey. Letras minusculas distintas indicam diferenca entre as solucdes
crioprotetoras, dentro de cada etapa da criopreservacéo, pelo teste de Tukey. .....133

Figura 5. Ensaio cometa enzimatico (Endonuclease Il — ENDO III). A) Comprimento
da cauda do cometa (Efeito das solucdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da
criopreservacao: P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,5372); B) % de DNA na
cauda do cometa (Efeito das soluc¢des crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da
criopreservacao: P<0,0001; Interacao entre fatores: P=0,1370); C) Tail Moment (Efeito
das solucdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P=0,3696); D) Olive Tail Moment (Efeito das solucdes
crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacdo: P<0,0001; Interacdo
entre fatores: P=0,3223). Letras mailsculas distintas indicam diferenca entre a etapa
da criopreservacao, dentro de cada solucao crioprotetora pelo teste de Tukey. Letras



minusculas distintas indicam diferenca entre as solugfes crioprotetoras, dentro de
cada etapa da criopreservacgédo, pelo teste de Tukey. .........coevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 135

Figura 6. Andlise de Componentes Principais (PCA). A) Gréaficos de dispersdo dos
dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) para as variaveis analisadas nos
guatro tratamentos (SC1, SC2, SC3 e SC4) e nos trés diferentes momentos do
processo de criopreservacdo (Fresco, apO6s tempo de equilibrio e apos
congelamento/descongelamento). B) As setas marcadas mostram os loading dos
parametros dos tratamentos apresentados nos eixos PC1 e PC2. Legendas: ApGs
aquecimento (AT); Apés tempo de equilibrio (EAT); Sémen fresco diluido (Fresh);
Grupos sulfidrilicos (SG); Superdxido Dismutase (SOD); Diclorofluoresceina diacetato
(DCF); Catalase (CAT); Tail Moment (TM); Tail Moment Olive (OTM); Comprimento
de cauda do cometa (TL); % de DNA na cauda do cometa (DNAIT); Endonuclease Il
(ENDO); Formamido Pirimidina Glicosilase (FPG). .........ccccceiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 137



RELACAO DE TABELAS

CAPITULO Il

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos protocolos de criopreservacao de sémen e tecido
gonadal masculino de zebrafish. ... 49

Tabela 2. Principais resultados observados nos artigos publicados com
criopreservacgao de sémen de zebrafish..........ccccccvvviiiiiiii 52

Tabela 3. Caracteristicas gerais dos protocolos de criopreservacdo em tecido e
foliculos ovarianos em fémeas de zebrafish.............ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 55

Tabela 4. Viabilidade de oodcitos apoOs criopreservacdo de foliculos ovarianos e

fragmentos de tecido ovariano de zebrafish. ..o 58
Tabela 5. Caracteristicas gerais dos protocolos de criopreservacdo de embrides,
blastdmeros e células germinativas primordiais (PGCs) de zebrafish...................... 61
Tabela 6. Viabilidade celular apos criopreservacéo de células germinativas primordiais
(PGCs), blastdbmeros e embrides de zebrafish. ...........ccccoovviiiiiiiiiiii . 64
CAPITULO 1l

Tabela 1. Composicdo das solucdes crioprotetoras utilizadas na criopreservacéo de
Semen de zebrafiSh. ... 85

Tabela 2. Patologias espermaticas de espermatozoides de zebrafish apds
criopreservacao com diferentes tratamentos. ...........cevviieeiiieeeiiiiiei e 95

Tabela 3. Efeito do crioprotetor permeavel, crioprotetor ndo permeavel, extensor e
suas interacdes na qualidade do sémen de zebrafish apds a criopreservacao....... 100

CAPITULO IV

Tabela 1. Composicdo das solucdes crioprotetoras utilizadas na criopreservacéo de
Sémen de zebrafiSh. ... 122



RELACAO DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AFP — Proteina anticongelante

BD — Butanodiol

BG — Butilenoglicol

BIC — Bicina

BSA — Albumina sérica bovina
CsH1206 — Glicose

CaCl22H20 — Cloreto de calcio dihidratado
CAT - Catalase

cm — centimetro(s)

DCF - Diclorofluoresceina

DMA — Dimetilacetamida

DMF — Dimetilformamida

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA — Acido desoxirribonucleico
EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético
EG — Etilenoglicol

ENDO Ill — Endonuclease llI

EROs — Espécies reativas de oxigénio
ETH — Etanol

EY — Gema de ovo

FBS — Soro fetal bovino

FPG — Foramido Pirimidina Glicosilase
FRU — Frutose

GLU — Glicose
GLY - Glicerol
GLYC - Glicina

GPx — Glutationa peroxidase

GFR — Ginsburg Fish Ringer

GSR - Glutationa redutase

H>DCF-DA - Diclorofluoresceina diacetato
H20 — Peroxido de hidrogénio

HBSS — Solucéao salina balanceada de Hank
HEPES — Acido 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazineethanesulfonico
IGS — indice gonadossomatico

K — Fator de condicdo

KCI — Cloreto de potassio

Kg — Quilograma(s)

L-15 — Meio Leibovitz

KH2PO4 — Fosfato monopotassico

M — Molar

mA — MiliAmpere

MDA — Malondialdeido

MET — Metanol

NL — Nitrogénio liquido

nm — Nanémetro(s)
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1. INTRODUCAO GERAL

Para a preservacdo dos recursos genéticos, utiliza-se a técnica de
criopreservacao, que é uma importante biotecnologia que auxilia ha manutencao da
diversidade de espécies e gestdo de peixes na aquicultura e em peixes que sao
modelos experimentais na area biomédica (Tsai et al., 2010). A criopreservacao de
gametas de peixes evoluiu durante as Ultimas décadas devido ao crescente nUmero
de aplicagbes potenciais (Asturiano et al., 2017).

A criopreservacao pode ser utilizada para auxiliar na manutengéo de recursos
genéticos disponiveis através de diversas linhagens desenvolvidas de animais que
sdo considerados modelos biologicos, como o zebrafish (Danio rerio). Nos ultimos
anos, a comunidade de pesquisa em zebrafish gerou diversas linhagens, produzindo
um enorme recurso genético para estudos (Matthews et al., 2018). Nesse sentido, a
criopreservacdao de sémen de zebrafish surge como um dos principais focos dos
estudos visando a preservacao do material genético da espécie.

Os diversos protocolos aplicados para criopreservacao de zebrafish oferecem
diversas informacdes que auxiliam na orientacao sobre alguns procedimentos a serem
adotados durante o processo de criopreservacao. Contudo, ainda ha a necessidade
de aprimoramento dos protocolos de criopreservacao para que os resultados pos-
descongelamento das amostras sejam mais consistentes e menos variados. Diante
da importancia do zebrafish para comunidade cientifica em diversas areas do
conhecimento e da variabilidade das respostas encontradas pelos estudos sobre a
criopreservacao de sémen de zebrafish, torna-se necesséario o desenvolvimento de
pesquisas que visem esclarecer 0s processos que levam ao dano celular durante a
criopreservacdo. Com isso, o presente estudo visa atender as necessidades citadas
acima por meio de diferentes abordagens.

Primeiramente buscou-se através de uma revisdo sistematica realizar um
levantamento do historico da criopreservacdo com tecidos e células reprodutivas de
zebrafish, descrevendo os detalhes metodoldgicos dos protocolos de criopreservacao
disponiveis na literatura e quantificando os principais componentes dos protocolos.
Com base no cenario observado procurou-se identificar as limitacdes e as tendéncias
para pesquisas futuras através dos resultados potenciais observados. Posteriormente
testou-se protocolos de criopreservacao utilizando diferentes combinacfes entre

extensores, crioprotetores permedveis e nao permedveis, realizando analises de
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qualidade do sémen apo6s o descongelamento que foram pouco exploradas ou ainda
ndo foram utilizadas em zebrafish. Paralelamente realizou-se analises de estresse
oxidativo e danos no DNA de espermatozoides de zebrafish em diferentes momentos
do processo de criopreservacdo, buscando um maior entendimento de qual etapa
pode causar maiores danos as células espermaéticas, utilizando biomarcadores de
oxidacdo e danos de DNA pouco estudados em sémen de zebrafish, mas que

possuem alta relevancia para o sucesso da criopreservacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish (Danio rerio) € um teledsteo tropical de 4gua doce, de origem
asiatica, pertencente a familia Cyprinidae (Engeszer et al., 2007). A espécie apresenta
tamanho pequeno, podendo atingir em torno de 4-5cm de comprimento (Spence et al.,
2008). Apresenta habito alimentar onivoro, ndo apresentando estdmago verdadeiro e
um longo intestino com uma grande area de absorc¢éo (Ulloa et al., 2011). Na natureza
o zebrafish se alimenta de larvas de mosquito e outros insetos (Engeszer et al., 2007).

O zebrafish € encontrado em rios, riachos pequenos e outros canais, em aguas
estagnadas ou de movimento lento perto de cdérregos e arrozais, sendo que as
larguras dos corpos d'agua variam de 1 a 12 metros, e as profundidades variam de 16
a 57 centimetros; com caracteristicas de agua relativamente calma, clara, com
temperatura de 27°C a 34°C e pH de 7,9-8,2; sobre substratos de argila ou pedras
(Engeszer et al., 2007). A espécie é encontrada na natureza em cardumes de variados
tamanhos, como grupos pequenos de 6-7 peixes em aguas lentas, grupo de 22 peixes
em aguas paradas e até de 300 peixes em aguas com alto fluxo (Graham et al., 2018).

A espécie apresenta dimorfismo sexual (Figura 1). As diferencas na coloracéo
comecam a aparecer apos seis semanas de vida (Darrow & Harris, 2004), sendo que
na fase reprodutiva, ao amanhecer, os machos apresentam coloracao nitidamente
amarelo/dourado na parte ventral, enquanto as fémeas apresentam cor prateada
(Paull et al., 2010). Na fase reprodutiva os machos sao mais afilados que as fémeas,
mais leves que as fémeas, porém apresentam o mesmo comprimento (Eaton & Farley,
1974). As fémeas apresentam apds os quatro meses de idade, uma papila genital
transparente, macia e proeminente, cobrindo a abertura urogenital, sendo esta uma

caracteristica mais precisa para diferenciacdo sexual (Yossa et al., 2013).
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Figura 1 — Dimorfismo sexual de zebrafish (Danio rerio).
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A) Macho e B) Fémea. Fonte: Adaptado pelo autor, 2020.

O zebrafish € um peixe ovuliparo, ou seja, a fertilizacdo e o desenvolvimento
sdo externos. A espécie apresenta condicdes de se reproduzir desde 0s quatro meses
apos a fertilizacao até aos 3 anos de idade, contudo, a capacidade de reproducao
diminui com o avanco da idade, e a recomendacao de varios laboratérios € que a
reproducdo seja realizada com animais entre 6 a 18 meses de idade (Nasiadka &
Clark, 2012). O testiculo do zebrafish é classificado como do tipo tubular
anastomasado (Maack & Segner, 2003). As fémeas podem desovar a cada 2-3 dias,
sendo que cada desova pode conter centenas de oocitos (Lawrence, 2007). Contudo,
a frequéncia ideal de desova é de uma vez por semana, pois foi 0 método encontrado
para produzir um rendimento maximo de odécitos e eficiéncia de fertilizagdo (Kurtzman
et al., 2010). Em seu habitat natural o zebrafish apresenta estacao reprodutiva entre
abril e agosto, presumivelmente variando um pouco pela altitude e condicbes
climaticas, sendo que a colocacdo dos ovos ocorre em pequenas areas alagadas
adjacentes a coérregos (Engeszer et al., 2007).

O zebrafish apresenta caracteristicas que favorecem a sua escolha como
modelo experimental, como a alta fecundidade, pequeno tamanho, tempo entre
gerac0es € rapido, transparéncia 6ptica durante a embriogénese e homologia genética
com humanos (Lawrence, 2007). Como demonstrado em estudo de Howe et al.
(2013), os humanos apresentam aproximadamente 70% dos seus genes com pelo
menos um ortélogo com o zebrafish. Fazendo com que a espécie se tornasse um
organismo popular no estudo de genética, biologia do desenvolvimento e biomedicina
(Kalueff et al., 2014).

Segundo levantamento de Kinth et al. (2013), o zebrafish & utilizado em
pesquisas de diversas areas de estudo, sendo as principais a de biologia do
desenvolvimento, e bioquimica e biologia molecular. A popularidade da espécie como

modelo biolbgico, faz com que trabalhos como o de Kimmel et al. (1995) que relatou
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o desenvolvimento embrionério da espécie, fosse citado 3544 vezes até 2013, como
relatou Kinth et al. (2013). De acordo com relatério de Kinth et al. (2013) a espécie é
utilizada em laboratérios de pesquisa de mais de 100 paises. Pode-se observar que a
partir dos anos 90 ocorreu um crescimento exponencial no numero de publicacdes
com a espécie, totalizando 40648 trabalhos publicados no periodo entre 1950 e 2020,

segundo busca realizada no PubMed, como mostra a Figura 2.

Figura 2 — Crescimento de artigos publicados com zebrafish no periodo de 1950 a
2020.
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2.2. Criopreservacao

A criobiologia € um campo multidisciplinar, englobando pesquisadores de
diversas areas como a biologia molecular, engenharia, matematica, clinicos em
medicina humana e veterinaria, entre outros (Benson et al., 2012). A criopreservacao
de gametas é uma biotecnologia promissora na preservacao do material genético de
peixes. A técnica é crucial para o armazenamento e disponibilidade de recursos

genéticos para a area biomédica (Matthews et al., 2018).
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A criopreservacgdo baseia-se na manutencgéo da viabilidade das células ou dos
tecidos armazenadas em baixas temperaturas, induzindo a parada das reacfes
enziméaticas, possibilitando que ap6s o aquecimento deste tecido a atividade
metabdlica possa ser restaurada normalmente (Mazur et al., 1984). A taxa de
resfriamento ideal deve ser rapida para evitar efeitos téxicos da solucao, mas lenta o
suficiente para que as células possam desidratar e evitar a formacdo de gelo
intracelular (Mazur et al., 1972).

Para realizacdo da criopreservacgao, sao utilizadas soluc¢des crioprotetoras, que
apresentam como funcbes principais a substituicdo de agua, existente no meio
intracelular, por meio de gradiente osmotico, realizando a desidratagdo parcial da
célula, reduzindo o limiar de congelamento e evitando a formagéo de cristais de gelo
no interior das células (Rosato & laffaldano, 2013). Crioprotetores e solutos, de forma
geral, aumentam a viscosidade do meio e diminuem a temperatura de congelamento
(Carmichael et al., 2009). Os crioprotetores sao utilizados com a finalidade de proteger
as ceélulas e tecidos durante a diminuicdo da temperatura; contudo, sabe-se que eles
podem causar danos osmoticos e toxicidade (Guan et al., 2010).

Os agentes crioprotetores podem ser divididos em dois grupos de acordo com
a sua capacidade de penetrar nas membranas celulares (Elliot et al., 2017; Xin et al.,
2017): os permeéaveis (intracelulares ou internos) e ndo permeaveis (extracelulares ou
externos). Os crioprotetores permeaveis sdo em teoria substancias com alta
solubilidade em agua e de baixo peso molecular capazes de penetrar a membrana
celular e desempenhar sua acdo crioprotetora por todo o citoplasma e organelas,
diminuindo a temperatura de congelamento intracelular, suprimindo a formacéo de
cristais de gelo, e por isso, também sdo chamados de crioprotetores permeaveis
(Hubélek, 2003). Um agente crioprotetor permeavel deve apresentar como
caracteristicas baixo peso molecular, baixa toxicidade e alta capacidade de atravessar
a membrana celular (Fahy, 2010). Os crioprotetores ndo permeaveis sao aquelas
substancias que possuem alto peso molecular, portanto ndo conseguem penetrar no
interior da célula, mas promovem a acdo protetora externamente. Por serem
compostos hidrofilicos, eles se ligam as moléculas de agua, aumentando a

viscosidade da solucao e diminuindo a formacéo de cristais de gelo (Fahy, 2007).

2.3. Criopreservacao de sémen
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A criopreservacdo seminal € um desafio para diversas areas do conhecimento,
devido em parte pela morfologia dos espermatozoides, ao seu citoesqueleto complexo
e aos mecanismos de ativacdo, além de que os protocolos de criopreservacdo devem
ser acessiveis ndo apenas para grandes laboratérios equipados com alta tecnologia,
mas também a campo (Benson et al., 2012).

O primeiro sucesso com a criopreservacao de sémen de peixes foi em 1953,
com sémen de arenque (Blaxter, 1953). A criopreservacao seminal em peixes ja é
realizada com eficiéncia e criobancos ja estdo em funcionamento em varios paises
como mostra o trabalho de Martinez-Paramo et al. (2017), que cita como exemplos de
criobancos aquaticos: o Programa Nacional de Germoplasma de Animais nos Estados
Unidos; o Criobanco da Academia Nacional de Ciéncias na Ucrania; o CryoAqua na
Franca; o European Zebrafish Resource Center (EZRC) na Alemanha. Além disso o
Zebrafish International Resource Center (ZIRC) que detém a maior colecdo biomédica
nos EUA armazenando diversas linhagens de zebrafish com o sémen preservado em
seu banco de germoplasmas (Matthews et al., 2018).

Algumas etapas basicas da criopreservacdo seminal de peixes podem ser
descritas como: coleta do sémen; diluicdo do sémen; armazenamento refrigerado;
congelamento; armazenamento congelado; descongelamento; utilizacdo da amostra
e fertilizacdo; e avaliacdo da qualidade seminal. 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).

Para desenvolver protocolos de criopreservacdo, a escolha de uma solucéo
extensora € o primeiro passo. Os extensores geralmente sdo solucdes que impedem
a ativacdo prematura da motilidade espermaética, protegem as células de possiveis
subprodutos toxicos, fornecem os nutrientes necessarios, diluem a amostra até a
concentracdo esperada de espermatozoides e atuam como um meio transportador
para os crioprotetores necessarios durante a criopreservacao (Yang et al., 2016).

A criopreservacao das amostras geralmente é realizada através da colocacao
das amostras em gelo seco, suspensao em vapor de nitrogénio e refrigeragcdo com
freezer de taxa controlada (Martinez-Paramo et al., 2017), sendo as duas primeiras
opc¢Bes mais baratas e praticas, podendo serem utilizadas em coletas a campo e em
laboratérios menos estruturados. Os freezers programaveis sado utilizados para
obtencao de taxa de resfriamento precisa e repetitivas, contudo, essa tecnologia nao

esta disponivel para todos laboratérios, e seu uso a campo € limitado. Além dessas
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maneiras, as amostras podem ser criopreservadas em ultrafreezer como mostra
trabalhos recentes de Diogo et al. (2018, 2019) e por meio de vitrificacdo, colocando
as amostras diretamente no nitrogénio liquido (Xin et al., 2017).

Segundo Cabrita et al. (2010), os beneficios da criopreservacao seminal
incluem: o sémen pode ser armazenado e usado no momento em que 0S 00cCitos
estiverem disponiveis; permite o uso do volume total do sémen disponivel,
especialmente util quando o sémen é dificil de obter e quando baixos volumes séo
adquiridos em cativeiro; facilita a manutencdo da criacdo de descendentes pois a
fertilizac&o fora da estacao reprodutiva pode ser induzida apenas em fémeas e 0 uso
de sémen criopreservado; permite o transporte de gametas para diferentes locais,
evitando o transporte de animais; armazenamento de germoplasma: permite a
manutencao das caracteristicas de interesse dos animais, armazenando o genoma de
cepas valiosas e avaliando o progresso genético durante a domesticacéo.

Uma caracteristica dos espermatozoides de peixes de agua doce € que sdo
imoveis dentro do trato reprodutivo, e sdo ativados quando liberados no ambiente
aquoso hipotdnico durante a reproducédo (Alavi & Cosson, 2006). Desta forma, a
motilidade pode ser iniciada e interrompida por ajustes na osmolaridade da solucéo
diluidora ou ativadora. Para maioria dos peixes de agua doce, a motilidade
espermatica tem duracéo baixa, com cerca de 1 a 2 minutos (Billard & Cosson, 1992).
Para o zebrafish, a motilidade espermatica pode ser iniciada em solucdes hipotdnicas
com osmolalidade menor que 288 mmol/kg (Jing et al., 2009). Desta maneira,
solucdes diluidoras devem ser preparadas para que sua osmolalidade seja maior que
288 mmol/kg, para que néo ocorra a ativacao prematura da motilidade e resulte em
perda de viabilidade.

Diversos diluidores e crioprotetores foram utilizados para a criopreservacao
seminal nas diferentes espécies de peixes, sendo que o DMSO foi considerado o
crioprotetor mais eficiente para a maioria das espécies (Suquet et al., 2000). Contudo,
outros agentes crioprotetores ofereceram resultados positivos. Diversos detalhes no
processo de criopreservacdo de sémen podem influenciar na qualidade dos
espermatozoides apés o descongelamento e na frequéncia de danos causados ao
material, como a velocidade de congelamento e descongelamento, o tipo de
dispositivo utilizado no armazenamento, a incorporacdo da solucao crioprotetora e a
guantidade de crioprotetor na solucdo. Gao & Critser (2000) descrevem que 0s

resultados pés-descongelamento sao influenciados por diversos fatores como a
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toxicidade da solucdo, estresse osmético e formacdo de gelo extra e intracelular

durante os processos de congelamento e descongelamento (Gao & Critser, 2000).

2.4. Criopreservacao de sémen de zebrafish

O primeiro protocolo de criopreservagao de sémen para zebrafish foi publicado
em 1982 por Harvey et al. (1982) e foi utilizado como base para toda comunidade
cientifica da area na producédo de novos protocolos. Os protocolos desenvolvidos até
0 momento variam desde o método de coleta do sémen, a combinacédo de diferentes
diluentes e crioprotetores, o dispositivo utilizado para o congelamento, o meio de
criopreservagdo e consequentemente a curva de resfriamento, e produzem, desta
maneira, resultados variaveis.

Os espermatozoides de peixes de aquario podem ser coletados por massagem
abdominal ou dissecacao dos testiculos. Contudo, pelas dificuldades de coletar o
sémen dos peixes pequenos e para maximizar o volume de amostra disponivel,
permitindo a replicacdo experimental, 0 esmagamento do testiculo dissecado tem sido
0 método utilizado para coleta de sémen na maioria dos estudos com peixes de
aquario (Yang et al., 2007). Para o zebrafish, os dois métodos de coleta de sémen
foram utilizados em diferentes trabalhos, a massagem abdominal foi utilizada em
diversos trabalhos (Harvey et al., 1982; Ransom & Zon, 1999; Draper et al., 2004,
Carmichael et al., 2009; Draper & Moens, 2009; Hagedorn et al., 2012; Matthews et
al., 2018; Diogo et al., 2018, 2019; Silva et al., 2019), enquanto a dissecacao dos
testiculos para retirada do sémen foi utilizada em outros estudos (Morris et al., 2003;
Ransom & Zon, 1999; Draper et al., 2004; Yang et al., 2007; Bai et al., 2013; Wang et
al., 2015; Yang et al., 2016). A coleta de sémen do zebrafish por massagem abdominal
e dificil. Jing et al. (2009) relata que na maioria das tentativas a coleta de sémen por
massagem abdominal ocorre em apenas metade dos peixes. Por outro lado, em
peixes pequenos, a disseccao dos testiculos € um método simples e rapido para se
obter um maior volume de sémen (Huang et al., 2004).

Sobre os extensores utilizados nos protocolos, a solucdo de Ginsburg Fish
Ringer, adaptadas de Ginsburg (1963) foi utilizada no primeiro protocolo de
criopreservacao (Harvey et al., 1982) e foi repetida em outros protocolos (Ransom &
Zon, 1999; Morris et al., 2003; Draper et al., 2004; Carmichael et al., 2009; Draper &

Moens, 2009); a solugéo salina balanceada de Hank (HBSS) foi utilizada pela maioria
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dos trabalhos (Morris et al., 2003; Yang et al., 2007; Hagedorn et al., 2012; Bai et al.,
2013; Wang et al., 2015; Yang et al., 2016; Diogo et al., 2018, 2019), enquanto outras
solugdes foram escolhidas de maneira isolada por alguns estudos, como a solugéao
BSMIS (Morris et al., 2003), a solugédo E400 (Matthews et al., 2018) e a solucéo de
Grayling (Silva et al., 2019).

Com relagdo aos crioprotetores permedveis utilizados nos protocolos de
criopreservagdo de sémen de zebrafish, Morris et al. (2003) testou metanol, DMSO,
DMA, glicerol e etilenoglicol nas concentragdes de 5, 10, 15 e 20%. O metanol foi o
utilizado na concentracao de 4% (Yang et al., 2007; Bai et al., 2013), na concentracao
de 8% (Yang et al., 2007; 2016; Hagedorn et al., 2012; Silva et al., 2019), na
concentracédo de 10% (Harvey et al., 1982; Ransom & Zon, 1999; Carmichael et al.,
2009; Draper & Moens, 2009), além de ser utilizado como crioprotetor permeavel na
solugéo crioprotetora RMMB utilizada por Matthews et al. (2018), em uma
concentracéo de 6,67%. O DMSO foi utilizado em uma concentracéo de 8% (Yang et
al., 2007; Bai et al., 2013; Wang et al., 2015). O DMA foi utiizado em uma
concentracéo de 8% (Yang et al., 2007). O DMF foi utilizado em concentracao de 10%
(Diogo et al., 2018), e na concentracdo de 5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15% (Diogo et al.,
2019). Sobre os crioprotetores ndo permeaveis, foram testados o leite em pd na
concentracdo de 15% (Harvey et al., 1982; Ransom & Zon, 1999; Carmichael et al.,
2009; Draper & Moens, 2009), e foram testados também a Albumina Sérica Bovina
(10mg/mL), a gema de ovo (10%), a glicose (30mM) e a Bicina (50mM) por Diogo et
al. (2019).

Com relacdo ao método de congelamento, os meios de criopreservacao
utilizados foram o gelo seco (Harvey et al., 1982; Morris et al., 2003; Carmichael et al.,
2009), o gelo seco triturado (Ransom & Zon, 1999; Draper & Moens, 2009; Matthews
et al., 2018; Silva et al., 2019), o freezer programavel de taxa controlada (Yang et al.,
2007, 2016; Hagedorn et al., 2012; Bai et al., 2013; Wang et al., 2015; Diogo et al.,
2018) e ultrafreezer -150 °C (Diogo et al., 2018, 2019).

Para o descongelamento houve variacdo da temperatura e tempo utilizados,
com a temperatura variando de 30 a 40 °C e tempo de descongelamento de 5 a 40
segundos, ou até mesmo o descongelamento a temperatura ambiente por tempo nao
determinado (Harvey et al., 1982; Morris et al., 2003).

A grande variacdo nos protocolos de congelamento de sémen de zebrafish,

aliados aos diferentes métodos e analises utilizados para a avaliagdo de qualidade do
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sémen apds o descongelamento, resultam em uma discrepancia de resultados
obtidos. Algumas avaliagbes como motilidade, taxa de fertilizagdo e ecloséo néo foram
realizadas em alguns trabalhos, e quando realizadas, em alguns casos, foram com
técnicas diferentes, dificultando a comparacdo entre os resultados. Os resultados
fornecidos nos trabalhos apresentam grande variacdo, com a motilidade apoés
descongelamento variando de 12,1% (Morris et al., 2003) a 78% (Yang et al., 2007),
e a taxa de fertilizacdo variando de 14% (Morris et al., 2003) a cerca de 90% (Diogo
et al., 2018). Além dessas diferencas, a taxa de larvas eclodidas apés a fertilizacdo foi
relatada em poucos estudos (Wang et al.,, 2015; Diogo et al.,, 2018, 2019),
demonstrando a dificuldade em produzir individuos utilizando material criopreservado
da espécie.

Até mesmo protocolos mais similares, que utilizam o mesmo crioprotetor ou
método de coleta, por exemplo, acabam reproduzindo resultados variados,
dificultando a escolha de um dos protocolos para criopreservacdo de sémen de
zebrafish. E interessante que pesquisas sejam realizadas visando a determinacdo de
um protocolo que seja adequado a situacdo e estrutura de cada laboratério, mais
simples e de menor custo podendo ser utilizado em laboratérios menos equipados,
tendo em vista que os protocolos disponiveis na literatura utilizam muitas vezes

equipamentos e componentes que nao estao disponiveis para todos.

2.5. Avaliacdo da qualidade do sémen apds criopreservacao

Apesar da importancia da criopreservacdo na preservacao dos recursos
genéticos, e de que diversos protocolos de criopreservacdo sdo desenvolvidos e
aprimorados constantemente, o processo de congelamento pode trazer diversos
problemas as células. Chao & Liao (2001) citam as principais fontes de danos as
células durante a criopreservacao: flutuacdo do pH, choque térmico, formacao de
cristais de gelo, efeito da diferenca de osmolalidade e a toxidade dos crioprotetores.
Além disso, as caracteristicas do sémen variam entre espécies, estoques e até mesmo
em amostras do mesmo animal, dependendo do periodo de coleta, o que faz com que
analises de qualidade seminal e desenvolvimento de ferramentas para caracterizar
essa qualidade seja uma prioridade (Cabrita et al., 2010).

Os problemas que podem ser gerados durante o processo de criopreservagao

podem ser analisados com uma diversidade de andlises e técnicas.
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A andlise de motilidade espermatica € muito Gtil para comparar diferentes
condi¢cdes experimentais, tais como procedimentos de coleta, meio de diluicdo e
armazenamento de sémen (Bobe & Labbé, 2010). A motilidade é um dos parametros
mais utilizados para avaliar a qualidade do sémen ap0s a criopreservacdo e
geralmente se correlaciona bem com a fertilidade (Kime et al., 2001).

A morfologia espermética € uma avaliacdo utilizada para verificar o percentual
de espermatozoides com morfologia normal e anormal, além da observacéo dos tipos
de anormalidades e patologias espermaticas. Pode dessa maneira auxiliar a identificar
alteracoes provocadas pelo processo de criopreservacao.

A avaliagdo de integridade de membrana pode ajudar a indicar o sucesso da
criopreservacdo, uma vez que as membranas sdo suscetiveis as crio-lesbes (Li et al.,
2006). A membrana celular € composta por uma bicamada fina de lipidios que separa
e protege a célula do ambiente extracelular e controla o que entra e sai da célula,
tornando, dessa maneira, a integridade e a permeabilidade da membrana plasmatica
uma necessidade primaria de sobrevivéncia celular (Cabrita et al.,, 2010). A
integridade da membrana pode ser avaliada utilizando corantes como
eosina/nigrosina ou eosina isolada e observacéo simples sob microscopio de luz; ou
utilizando kits com marcadores especificos (Sybr-14/iodeto de propidio), permitindo
uma observacéao simultanea de espermatozoides vivos e mortos (Fauvel et al., 2010).

Diversos estudos concordam em considerar que a analise de DNA por
eletroforese alcalina em células Unicas conhecidas como "Ensaio Cometa” é um
meétodo confiavel, sensivel e barato para detectar quebras de cadeia de DNA (Fauvel
et al., 2010). Este método foi descrito inicialmente por Ostling & Johanson (1984),
sendo chamado de “Estudo de Microelétroforese”, sendo amplamente utilizado para a
determinacao da fragmentacdo do DNA, especialmente apds o trabalho publicado por
Singh et al. (1988). Este estudo estabeleceu diversos procedimentos para realizacao
da técnica do ensaio cometa, consolidando-se como uma referéncia importante para
a area, tendo sua técnica difundida e utilizada em todo o mundo para avaliacdo da
fragmentacao de DNA de diversos tipos de células.

O ensaio cometa € o método mais utilizado para avaliar a estabilidade do DNA
em espermatozoides de peixes (Bobe & Labbé, 2010). Zilli et al. (2003) trabalhando
com criopreservacdo seminal de Dicentrarchus labrax, encontraram um nivel
significativo de fragmentacdo de DNA em sémen criopreservado em relagdo ao sémen

fresco, apesar de ndo observarem diferencas na taxa de motilidade e fertilidade. Da
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mesma forma Pérez-Cerezales et al. (2009) encontraram maior fragmentacao de DNA
além de maior nivel de oxidacao de bases do DNA pelo aumento das espécies reativas
de oxigénio, quando trabalharam com resfriamento de sémen de trutas.

Anadlises de estresse oxidativo sdo constantemente utilizadas para avaliacdo
da qualidade seminal apds criopreservacdo. Os espermatozoides séo particularmente
suscetiveis a peroxidacao lipidica porque eles contém altas concentracdes de 4cidos
graxos néo saturados e, como células diferenciadas no final, possuem mecanismos
de reparo limitados (Aitken & Clarkson, 1987). Além disso, h& indicios que a atividade
antioxidante dos espermatozoides diminui com o processo de criopreservacéo (Gadea
et al., 2004), e o perdxido de hidrogénio pode ser a principal fonte de dano celular
oxidativo durante a criopreservacdo (Hagedorn et al., 2012). Um aumento nas
espécies reativas foi associado a espermatozoides anormais ou danificados (Ball &
Vo, 2001).

A avaliacdo da taxa de fertilidade é utilizada como teste mais conclusivo para
determinar a qualidade seminal, tendo em vista que o objetivo do espermatozoide é
conseguir penetrar 0 o6cito para que ocorra a fertilizacdo, e posteriormente gerar
descendentes. Além da taxa de fertilidade, o desenvolvimento embrionario e a taxa
de larvas eclodidas sdo parametros importantes, pois, mostram se o sémen utilizado
na fertilizacéo esta proporcionando um desenvolvimento embrionario adequado e tem
a capacidade de gerar descendentes. A ocorréncia de malformacdes embrionarias ou
larvais € uma ferramenta valiosa para caracterizar completamente o potencial de

desenvolvimento de ovos fertilizados (Bobe & Labbé, 2010).

2.6. Estresse oxidativo

O oxigénio é uma molécula amplamente utilizada para a sintese de ATP na
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e em diversas outras vias metabdlicas
fundamentais. Do mesmo modo, o consumo de oxigénio é capaz de gerar substancias
toxicas a nivel intra e extracelular, criando o chamado “paradigma do oxigénio”, devido
ao balanco existente entre suas vantagens e desvantagens (Pruchniak et al., 2015).
Tais substancias toxicas sdo chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(Halliwell & Gutteridge, 2007). Quando ha um desbalanco entre os niveis das defesas
antioxidantes e a producéo de EROs, o organismo estd em uma condi¢do conhecida

como estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2007). Em um organismo em
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condicao de estresse oxidativo, as EROs podem reagir com macromoléculas como
lipidios, proteinas e acidos nucleicos e gerar peroxidacao lipidica, carbonilacdo de
proteinas e danos ao DNA, respectivamente (Monteiro et al., 2006).

As EROs em geral sdo formadas por reacdes redox ou por processos de
catalise enzimatica (Slater, 1984). A maior parte das EROs sao espécies radicalares,
como atomos, moléculas ou ions que possuem um ou mais elétrons ndo pareados em
seus orbitais externos, tornando-as reativas, sendo capazes de se combinar com
diversas moléculas integrantes das estruturas celulares ou derivadas de cada uma
delas (Halliwell & Gutteridge, 2007). Apesar de ndo ser uma espécie radicalar, o
peréxido de hidrogénio (H2-02) também é considerada uma EROs, e tem um papel
importante no estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2007), em especial durante o
processo de criopreservacao, ja que o peréxido de hidrogénio € a ERO mais
comumente formada (Hagedorn et al., 2012).

Os peixes possuem ambos os sistemas de defesa antioxidante enddégenos:
enzimatico e ndo enzimatico (Guerriero et al., 2002). O sistema enzimatico € composto
por enzimas, como por exemplo, a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase, e por enzimas auxiliadoras, como a glutationa redutase, a
glicose-6-fosfato desidrogenase e a glutationa S-transferase. Contudo, o0s
espermatozoides tém um sistema de defesa antioxidante fraco e sdo altamente
propensos ao estresse oxidativo (Valenca e Guerra, 2007). Devido ao baixo teor de
citoplasma dos espermatozoides e baixas moléculas antioxidantes presentes nos
espermatozoides, o plasma seminal fornece a maior defesa contra EROs no sémen
de peixes (Shiva et al., 2011). A SOD é uma enzima antioxidante que reduz o dano
oxidativo convertendo o O™ (anion radical super6xido) em H>O (per6xido de
hidrogénio) (Chakraborty et al., 2007). A CAT realiza a decomposicdo de H20, em O?
(oxigénio molecular) e H20 (agua), e juntamente com a SOD desempenha um papel
central na protecdo contra as EROs (Rajeswari & Paliwal, 2008).

A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo € o maior evento de estresse
oxidativo sobre lipidios poli-insaturados em membranas celulares. E um processo
complexo que envolve a formacédo e propagacédo de radicais lipidicos, a captacdo de
oxigénio, um rearranjo das ligacdes duplas em lipidios insaturados e a eventual
destruicdo de lipidios de membrana, produzindo uma variedade de produtos de

degradacdo, incluindo &lcoois, cetonas, aldeidos e éteres (Buege & Aust, 1975).



32

De acordo com Esterbauer et al. (1991), a peroxidacgdao lipidica ocorre em trés
etapas: iniciacao, propagacéo e terminacdo. O comeco geralmente ocorre através da
abstracdo de atomo de hidrogénio de um grupo metileno pelo ataque de uma molécula
reativa, como as EROs ou outros radicais livres, formando um radical de carbono, que
por sua vez, realizara um rearranjo molecular, formando um dieno conjugado, o qual
pode reagir com moléculas de oxigénio, formando um radical peroxil (ROO¢) (Buege
& Aust, 1975). Posterior a formacgéao deste radical acontece a fase de propagacao,
devido a sua capacidade de abstrair atomos de hidrogénio de outros grupos metilenos
de cadeias adjacentes, estes passaram por rearranjo molecular, formacéo de dienos
conjugados e, posteriormente, ataque de moléculas de oxigénio, formando um novo
ROO- (Buege & Aust, 1975). Este novo ROO- reinicia o processo, gerando uma cadeia
de novas reac¢des oxidativas (Catala, 2006).

A formacdo do malondialdeido (MDA) ocorre como um processo de
decomposicéo que acontece atraves da transformacéo de endoperoxidos lipidicos em
acidos graxos insaturados, contendo pelo menos 3 liga¢gdes duplas interrompidas por
metileno (Buege & Aust, 1975). O MDA ¢é um dos diversos produtos de baixo peso
molecular formado pela peroxidacéo lipidica, quando esta em pH baixo e temperatura
elevada, o MDA patrticipa prontamente da reacédo de adi¢cado nucleofilica com o acido
2-tiobarbitdrico (TBA), gerando um produto de coloracdo vermelha. Esses fatos,
juntamente com a disponibilidade de métodos faceis e sensiveis para quantificar o
MDA levaram ao uso rotineiro da determinacdo de MDA e, particularmente, o teste
TBARS (teste das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico) para detectar e
guantificar a peroxidacdo lipidica em uma ampla variedade de tipos de amostra
(Janero, 1990). A peroxidacéao lipidica € um marcador utilizado para avaliar o dano
oxidativo em sémen de peixes (Hagedorn et al., 2012; Li et al., 2010; Mansour et al.,
2006).

Os espermatozoides podem ser expostos ao estresse oxidativo da
espermatogénese, devido as altas taxas de consumo de oxigénio mitocondrial
inerente ao processo replicativo extremamente ativo (Aitken & Roman, 2008). Além
disso, o0 processo de criopreservacdo tem demonstrado ser um grande causador de
estresse oxidativo nas células. Por exemplo, durante a criopreservacédo, a barreira
antioxidante proporcionada pelo plasma seminal é enfraguecida pela diluicdo do

sémen no extensor, reduzindo a concentracdo de compostos de plasma seminal
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(Cabrita et al., 2011). Best (2015) constatou ainda que ha evidéncias de que o dano

oxidativo pode ser efeito da toxicidade dos crioprotetores.

2.7. Ensaio cometa na avaliagdo de genotoxicidade e danos no DNA

Sao usadas diversas técnicas para medir os niveis de danos no DNA. O ensaio
cometa “Single Cell Gel Electrophoresis”, desenvolvido por Singh et al. (1988), € uma
técnica rapida e eficiente, usada para quantificar as lesées e detectar os efeitos do
reparo no DNA em células individualizadas. O principio da técnica é simples: as
células séo inclusas em gel sobre uma lamina de microscopia, faz-se passar uma
corrente elétrica e, como o DNA tem carga negativa, se estiver rompido, migra para
fora do nucleo, ficando com a aparéncia de um cometa ou cauda. O DNA que néao
estiver rompido ou quebrado fica armazenado no ndcleo, sendo muito grande para
migrar. O DNA néo danificado aparece como cabecas de cometa intactas, enquanto
o DNA danificado pode ser visto como uma cauda de cometa (Li et al., 2006). Quanto
mais fragmentado estiver o DNA, maior sera a cauda (Labbé et al., 2001).

O ensaio cometa pode ser realizado a partir de diferentes técnicas. Na variante
neutra, a molécula de DNA é preservada como uma estrutura de cadeia dupla,
permitindo a deteccédo de quebras de fita dupla no DNA (Zhao et al., 2013) e por
permitir a deteccéo de quebras da fita dupla de DNA apenas, € mais relevante para a
exposicao a radiacao ionizante (Wang et al., 2013). Na variante alcalina do método, a
etapa de desnaturacdo em pH 13 permite revelar, simultaneamente, quebras de DNA
de fita dupla e simples, bem como locais abéasicos, o que torna o ensaio alcalino mais
sensivel em comparacdo a sua variante neutra na deteccdo de danos no DNA
(Muthusamy et al., 2017).

Estudos mais recentes indicam a utilizacdo de um método mais sensivel do que
0 ensaio cometa alcalino, que € realizado com um passo a mais apos a lise de
digestdo com endonucleases reparadoras especificas. Essas modificacbes podem
detectar bases de DNA com danos oxidativos (Muthusamy et al., 2017). Quando
associado a glicosilases de reparo de DNA, como a Formamido Pirimidina Glicosilase
(FPG) de Escherichia coli e a Endonuclease 11l (ENDO llI) de E. coli que reconhecem
purinas e pirimidinas modificadas, respectivamente, o método permite a deteccéo de

danos oxidativos nas bases (Collins et al., 1996), e é possivel usar o0 ensaio cometa
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modificado para medir niveis muito baixos de danos no DNA, devido a alta
sensibilidade do teste.

A avaliacao dos danos no DNA de espermatozoides criopreservados é de suma
importancia. Foi proposto que um aumento na concentracdo de calcio intracelular,
causado pela criopreservacdo, poderia aumentar os danos ao DNA nuclear
(Hammadeh et al., 2001). Além disso, a producdo de EROs induzidas pela
criopreservacdo pode ser responsavel por um aumento da fragmentacdo do DNA
(Ahmadi & Sonn-Chye, 1999). A espécie reativa de oxigénio com maior capacidade
de causar danos ao DNA é o radical hidroxil (Pruchniak et al., 2015). As moléculas de
DNA podem ser afetadas de diferentes maneiras pela oxidacdo, seja geracdo de
guebras de fita ou oxidagcédo das bases (Box et al., 2001). De acordo com Bui et al.
(2018) as EROs podem produzir diversos danos no DNA de espermatozoides, como

demonstrado na Figura 3.

Figura 3 — Danos gerados por EROs ao DNA de espermatozoides.

Reactive
oxygen
species

M sry

/' Y Chromosome d—
microdeletions AZFb

Mitochondrial

Epigenetic
abnormalities

DNA damage

Telomere
attrition

Fonte: Bui et al. (2018).

A fragmentacdo do DNA dos espermatozoides € considerada uma
caracteristica relevante da qualidade seminal, uma vez que € essencial que a
informacéo genética seja transmitida sem erros para a proxima geracao (Gosalvez et
al., 2014). A manutencao da integridade do DNA é de suma importancia, pois diminui

a chance de mutac¢des ou morte durante a fase de desenvolvimento embrionério nos
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peixes (Santos et al., 2013). Desta maneira, a integridade do DNA dos
espermatozoides deve ser preservada, especialmente quando o banco de genes € o
objetivo (Herraez et al., 2017). Est4 bem estabelecido que os danos no DNA dos
espermatozoides podem levar a mé fertilizagdo, mas, o mais importante, também
pode prejudicar o desenvolvimento embrionario, aumentando o ndmero de morte
embrionaria ou até produzir problemas ao desenvolvimento da prole (Xiao et al.,
2012).
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1. Hipoteses

As hipoteses propostas pelo presente trabalho é de que existe diferenca
significativa na eficiencia de protecdo dos espermatozoides entre diferentes
combinacdes de extensores, crioprotetores permedveis e ndo permeaveis nas
solugdes crioprotetoras. Além disso, acredita-se que os efeitos do processo de
criopreservacao podem levar a alteracdes na qualidade dos espermatozoides de
zebrafish ap6s o descongelamento das amostras, principalmente pelos danos
oxidativos e do DNA.

3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo geral

o Revisar, de maneira sistematica, os dados disponiveis na literatura sobre os
protocolos de criopreservacdo de tecidos e células reprodutivas de zebrafish,
analisando o historico da area de pesquisa e identificando gargalos e tendéncias.

o Desenvolver um protocolo simples de criopreservacéo de sémen de zebrafish,
analisando os principais efeitos negativos da criopreservacdo sobre os
espermatozoides, permitindo desta forma, identificar a origem dos danos causados
pela criopreservacao e esclarecer quais os pontos que devem ser melhorados durante
0 processo de criopreservacdo e dessa forma mitigar os danos causados pelo
processo de criopreservacdo e aumentar o numero de células viaveis apés o

descongelamento das amostras.

3.2.2. Objetivos especificos

o Fornecer por meio de revisdo sistematica, uma visdo geral do histérico e do
cenario atual da criopreservacdo de tecidos e células reprodutivas de zebrafish,
detalhando os protocolos de criopreservacéo ja utilizados, permitindo uma avaliacéo
critica das limitacfes e das possiveis tendéncias e caminhos a serem seguidos nessa

area de pesquisa.
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o Testar diferentes combinacdes entre extensores, crioprotetores permedaveis e
ndo permeaveis para criopreservacdo de sémen de zebrafish, utilizando os
componentes mais utilizados e indicados na literatura.

o Avaliar os parametros qualitativos do sémen de zebrafish apos a
criopreservacdo, por meio de andlises de morfologia, motilidade, integridade de
membrana, estresse oxidativo e danos no DNA.

o Analisar biomarcadores de estresse oxidativo no sémen de zebrafish em
diferentes momentos do processo de criopreservacao.

o Mensurar a fragmentacéo de DNA de espermatozoides de zebrafish por meio
do ensaio cometa alcalino e quantificar a oxidagéo de purinas e pirimidinas pelo ensaio
cometa enzimatico, modificado com as enzimas FPG e ENDO Ill, no sémen de

zebrafish em diferentes momentos do processo de criopreservacao.
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Resumo: O zebrafish € um modelo biolégico popular para estudos de diversas areas
de pesquisa, o que faz com que sejam produzidas novas linhagens que precisam ser
mantidas e preservadas. O objetivo desta revisdo sistematica foi realizar um
levantamento histérico e do cenario atual dos protocolos de criopreservacdo de
tecidos e células reprodutivas de zebrafish. As pesquisas nas bases de dados
PubMed, Scopus e Web of Science foram realizadas com a seguinte combinacao de
palavras-chave: zebrafish, Danio rerio, Brachydanio rerio, frost, freezing, cooling,
chilling, frozen, vitrification, sperm, semen, oocyte, embryo, ovarian e primordial germ
cell. Apds a exclusédo de artigos duplicados ou que ndo se enquadravam no tema,
foram selecionados 46 artigos para este trabalho. Foram encontrados estudos com
diferentes tipos de células e tecidos: blastbmero, células germinativas primordiais,
embrido, foliculos ovariano, fragmentos de tecido ovariano, sémen e
testiculo/espermatogbnias. O sémen foi o material mais utilizado. Foi possivel
identificar e quantificar as principais caracteristicas dos protocolos: método, meio de
criopreservacgéo, dispositivos, extensores e crioprotetores. Nos estudos foram
encontrados 34 testes com congelamento e 18 com vitrificacdo. Entre os componentes
mais utilizados estdo o metanol como crioprotetor, 0 HBSS como extensor e a palheta
(0,25mL) como dispositivo. A viabilidade apds criopreservacdo nos estudos foi
variavel, contudo, apenas a criopreservacao de embrides ndo apresentou viabilidade
apO0s a criopreservacao. As evidéncias cientificas apresentadas nesta revisdo
possibilitam identificar limitacbes e tendéncias para novas pesquisas, além de
confirmar que a criopreservacao de sémen é o método mais efetivo para preservacao
do material genético do zebrafish.

Palavras chave: Bancos de germoplasmas, Congelamento lento, Danio rerio,
Solucdes crioprotetoras, Vitrificacao.

1. Introducéo
O zebrafish (Danio rerio) é um dos organismos aquaticos mais amplamente

utilizados em pesquisas pois apresenta diversas caracteristicas vantajosas. Dentre
essas caracteristicas destacamos a homologia genética com humanos (Howe et al.,
2013), alta fertilidade (Spence et al., 2008) e transparéncia embrionaria (Lawrence,
2007). Estas qualidades fizeram do zebrafish um excelente modelo animal para
estudos nas areas de biologia do desenvolvimento, genética e doencas (Amatruda et
al., 2002; Lieschke e Currie, 2007; Kalueff et al., 2014).

O uso generalizado do zebrafish como modelo biologico, levou ao
desenvolvimento de numerosas linhagens mutantes e transgénicas em laboratérios
em todo mundo, criando desafios em termos de espaco e gerenciamento desses
recursos genéticos (Silva et al., 2019). Nesse sentido, o estabelecimento de bancos
de germoplasmas através da criopreservacdo pode ser decisivo para o

armazenamento desses recursos genéticos, reduzindo o espago necessario para
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manter essas linhagens e evitar perdas acidentais (Matthews et al., 2018; Diogo et al.,
2019).

Porém, para isso €& necessario o desenvolvimento de protocolos de
criopreservagdo com excelentes resultados de viabilidade p6s-descongelamento, de
forma a garantir a manutencao das linhagens sem riscos de perdas. Devido a relagéo
entre as etapas do processo de criopreservacao, danos as células podem ocorrer em
gualquer etapa e sao cumulativos, podendo resultar em insucesso ao final do
processo. Também é importante considerar que as metodologias de criopreservagao
devem ser adaptadas para cada espécie e tipo de célula, uma vez que a resposta ao
processo de congelamento depende das caracteristicas biofisicas da célula, que sédo
especificas (Devismita e Kumar, 2015). Nesse sentido, diversos estudos buscam
desenvolver métodos de criopreservacdo com tecidos e células de zebrafish, visando
entender como ocorrem 0s danos as células durante o processo de criopreservagao
por meio de diferentes técnicas de avaliacdo. E dessa maneira buscam mitigar os
danos causados em cada etapa por meio de alteracdes e adaptacdes nos protocolos
de criopreservacao.

Sendo assim, essa revisdo apresenta a compilacdo de dados de 46 artigos
cientificos com criopreservacdo de tecidos ou células de zebrafish, trazendo o
agrupamento de informacdes detalhadas dos protocolos de criopreservacdo e a
guantificacdo de diversos parametros como as técnicas de criopreservacao,
extensores, crioprotetores, dispositivos e meio de criopreservacdo, com cada tipo de
amostra criopreservada. Dessa forma, essa revisado sistematica tem como objetivo
fornecer uma visdo geral do historico e cenario atual da criopreservacdo com o
zebrafish como modelo, além de fornecer um detalhamento dos protocolos de
criopreservacao ja utilizados, permitindo uma avaliacao critica das limitacdes e das

possiveis tendéncias e caminhos a serem seguidos nessa area de pesquisa.

2. Material e métodos

2.1 Critérios de elegibilidade
Desenho do estudo primario, caracteristicas e populacdes: Foram elegiveis

para a inclusdo no presente estudo trabalhos de intervencdo experimental primaria
disponiveis em inglés, espanhol e portugués, incluindo ensaios pré-clinicos
randomizados e nao randomizados. Os desenhos de estudos observacionais néao

eram elegiveis. Os estudos devem ter envolvido o modelo zebrafish (Danio rerio)
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usando congelamento, vitrificagcdo ou processo semelhante para conservar ou
manipular células ou tecidos reprodutivos. Grupos de Intervengdo e Comparador: 0s
estudos elegiveis deveriam incluir pelo menos um procedimento de criopreservacao

com um ou mais tecidos e células.

2.2 Fontes de informacao
As  pesquisas eletrbnicas foram  concluidas usando PubMed

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/), Scopus (https://www.scopus.com/) e Web of
Science (https://lwww.webofknowledge.com/), com a op¢éo de vocabulario controlado
utilizado quando disponivel. A pesquisa bibliogréfica foi realizada entre 6 e 8 de
dezembro de 2019 e limitada a publicages nos idiomas inglés, espanhol e portugués.
Os resultados da pesquisa foram carregados no EndNoteWeb (Clarivate Analytics) e
os resultados duplicados foram documentados e removidos. Nenhuma restricdo a data

de publicacéo foi colocada além da base de dados.

2.3. Estratégia de pesquisa
Os termos de pesquisa foram: zebrafish OR "danio rerio" OR "brachydanio

rerio” AND cryopreserv* OR criopreserv* OR freez* OR Cool* OR frost* OR froz* OR
Chill* OR vitrific* AND sperm* OR semen* OR oocyt* OR embryo* OR ovarian* OR

blastom* OR "primordial germ cell*".

2.4. Selecao dos estudos
Os estudos foram exportados para o EndNoteWEB por 2 rodadas de triagem.

A rodada primaria foi conduzida de forma independente por dois pesquisadores,
avaliando o titulo e o resumo quanto a relevancia usando as seguintes perguntas:

1) O titulo ou resumo descreve um estudo de intervencdo experimental
primario?

2) O titulo ou resumo descreve um estudo envolvendo zebrafish?

3) O titulo ou resumo descreve uma ou mais das seguintes intervencoes:
criopreservacao ou similar usando tecido ou célula reprodutiva?

Os estudos foram excluidos se os dois revisores concordassem que o estudo
nao preenchia um ou mais desses critérios. Quando houve discordancia entre os
pesquisadores para uma das perguntas, tornando a op¢ao por incluir/excluir o trabalho

pouco clara, o estudo prosseguiu para a triagem de texto completo. Os conflitos entre
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inclusdo e exclusao pelos 2 revisores foram resolvidos por consenso. A triagem
secundaria foi realizada no texto completo dos estudos restantes por dois
pesquisadores de forma independente, usando as trés perguntas iniciais. Os estudos
foram excluidos se ambos os revisores dissessem ndo a 1 das questdes anteriores;

conflitos foram resolvidos por consenso.

2.5. Coleta de dados
A coleta de dados foi realizada de acordo com o0s objetivos da revisado

sistematica, onde utilizou-se uma abordagem atualizada dos principais protocolos de
criopreservacdo de gametas, embrides e tecido gonadal utilizados no zebrafish.
Portanto, os seguintes dados foram selecionados nos artigos: amostra criopreservada,
meétodo de criopreservagao, solucéo crioprotetora, principais variaveis avaliadas e
consideracoes do estudo. A partir dessas informacgdes, foi possivel quantificar o
numero de estudos utilizando congelamento lento ou vitrificacdo para cada amostra,
a porcentagem de cada tipo de amostra criopreservada e quantificar quais foram os

crioprotetores mais utilizados para cada tipo de amostra criopreservada.

3. Resultados

3.1. Resultados da busca e selecdo dos estudos
A pesquisa resultou em 194 artigos cientificos no PubMed, em 212 no Scopus

e em 337 no Web of Science (WOS). Foram excluidos 429 artigos duplicados e 272
artigos do banco de dados por meio da analise do titulo, resumo e do texto, levando
em consideracdo os fatores de idioma e do tema (artigos que nao realizaram
protocolos de congelamento ou vitrificacdo foram excluidos). Os 42 artigos
remanescentes foram utilizados na revisdo sistematica, além de mais 4 artigos
encontrados nas referéncias dos artigos selecionados que foram adicionados no

estudo, totalizando 46 artigos cientificos (Figura 1).
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Figura 1. Esquema mostrando o fluxograma utilizado para selecdo de artigos
utilizados no estudo.

3.2. Caracteristicas gerais dos estudos selecionados
Foram encontrados 46 estudos onde protocolos de congelamento ou

vitrificacdo foram utilizados com o zebrafish como modelo experimental. Nesses
estudos diferentes tipos de amostras foram utilizadas, sendo elas: blastémero,
embrido, tecido e foliculo ovariano, gbnada masculina/espermatogénias, Células
Germinativas Primordiais (PGCs) e sémen. O primeiro trabalho com o uso das
biotecnologias de congelamento ou vitrificacdo de tecidos e células reprodutivas
utilizando o zebrafish foi publicado no ano de 1982 e o ultimo no ano de 2019, ambos

analisando o congelamento de sémen da espécie. Ao analisarmos esses 37 anos de
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publicacbes observamos um numero reduzido de estudos na area nas décadas de
1980 e 1990, e um foco principal em todo periodo na criopreservacdo de sémen e
embrides (Figura 2A). Contudo, é interessante destacar que a partir do inicio dos anos
2000, houve um aumento significativo no nimero de estudos publicados na area, e
uma maior diversificagdo no tipo de material biologico criopreservado (Figura 2A).

Ao analisar o percentual de trabalhos com foco na criopreservacao de
diferentes materiais biol6gicos de zebrafish identificamos que o sémen foi o material
mais utilizado aparecendo em quase um terco das publicacdes (30,6%). Outros
materiais como embrides e blastdbmeros (ambos com 16,3%), os foliculos ovarianos
(12,3%), PGCs e fragmentos de tecido ovariano (ambos com 10,2%), aparecem como
opcoOes de tecidos e células a serem criopreservados. Especificamente em relacdo a
criopreservacao de testiculo, visando a preservacdo de espermatogoOnias, foram
encontrados apenas dois estudos representando 4,1% do total de publica¢cbes (Figura
2B). Em geral os dados mostram que além da criopreservacdo de materiais
tradicionais como espermatozoides e embrides no inicio dos anos 1980, a partir dos
anos 2000 outros tipos de materiais passaram a ser estudados, como € o caso dos
blastdbmeros e tecidos mais complexos como os fragmentos de tecido ovariano e
testiculos (Figura 2A e B).

Ao considerarmos a técnica utilizada para criopreservacdo nos estudos
analisados, sendo o congelamento ou/e vitrificacdo, identificamos que o congelamento
€ de maneira geral mais utilizado. Contudo, a vitrificacdo apresenta-se como uma
alternativa nova e com potencial como método de criopreservagdo. Observamos que
a vitrificacdo tem se mostrado a técnica preferida quando se trabalha com materiais

mais complexos como embrides, PGCs e testiculo/espermatogonias (Figura 2C).
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Figura 2. Panorama geral dos estudos selecionados e analisados. A) Histérico de
publicacdes de estudos com criopreservacao de diferentes materiais biolégicos de
zebrafish; B) Percentual de trabalhos publicados de criopreservacédo de diferentes
amostras em zebrafish; C) NUmero de estudos com os métodos de congelamento e
vitrificacdo para cada material biolégico de zebrafish. PGCs = Células Germinativas
Primordiais.

Quantificamos os diferentes crioprotetores permeaveis e nao permeaveis
utilizados em protocolos de congelamento ou vitrificacdo (Figura 3A e 3B). Os
crioprotetores permeaveis mais utilizados foram: metanol (n=33), DMSO (n=32),
etilenoglicol (n=13), propilenoglicol (n=12), glicerol (n=5), DMA (n=2), DMF (n=2), e
outros (n=8). Os crioprotetores ndo permeaveis mais utilizados foram: sacarose

(n=13), leite em p6 (n=5), trealose (n=4), gema de ovo (n=4), glicose (n=3), BSA (n=2)
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e outros (n=9). Quando focamos nos crioprotetores permeaveis, observamos que o
metanol e o DMSO s&o os mais utilizados, enquanto entre os crioprotetores nao
permedaveis notamos que a sacarose é mais utilizada. Outro dado obtido foi de que o
uso do leite em pd como crioprotetor aparece restrito a técnica de congelamento.

Com relacdo aos extensores utilizados, observamos que as solu¢des mais ricas
em sais e nutrientes foram utilizadas como o HBSS (n=12) e o L-15 (n=10). Além
dessas, também foram utilizados como extensores o soro fetal bovino (n=7), Ginsburg
Fish Ringer (n=6), PBS (n=3), KCL (n=3), agua filtrada (n=2), Albumina Sérica Bovina
(n=2), e outros (n=6) (Figura 3B). E interessante notar que quando relacionamos o0s
extensores identificados com as técnicas de criopreservacao verificamos que o PBS
e a solucdo de Ginsburg foram utilizadas apenas em testes de congelamento,
enquanto a albumina sérica bovina foi utilizada apenas em testes de vitrificacéo.

Finalmente foi possivel identificar os diferentes tipos de dispositivos que foram
utilizados para criopreservar e manter as amostras. Houve uma predominancia da
utiizagdo de palhetas e criotubos de diferentes tamanhos para as rotinas de
criopreservacao. Verificamos que alguns dispositivos foram utilizados em apenas uma
das técnicas, como por exemplo alguns volumes especificos de criotubos que foram
utilizados apenas no congelamento (0,5; 1,5 e 1,8 mL) ou apenas para a vitrificacao
(4,5 mL) (Figura 3C).
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Figura 3. Quantificacéo dos principais componentes das técnicas de criopreservacao
utilizadas nos estudos analisados. A) Principais crioprotetores permeaveis utilizados
em protocolos de congelamento e Vvitrificacdo em zebrafish; B) Principais
crioprotetores ndo permeaveis utilizados em protocolos de congelamento e vitrificacédo
em zebrafish; C) Extensores utilizados em protocolos de criopreservacdo em
zebrafish; D) Dispositivos de criopreservacao utilizados em estudos com zebrafish.

3.3. Criopreservacao de células e tecidos em machos de zebrafish
A partir da selecéo, foi realizada analise dos protocolos aplicados em cada

artigo na tentativa de organizar grupos de informacdes referentes aos principais
aspectos metodologicos envolvidos na criopreservacdo de tecidos e células de
zebrafish. Inicialmente estdo descritas as caracteristicas gerais dos protocolos de
criopreservacdo com sémen e testiculos/espermatogonias de zebrafish (Tabela 1).
Além disso, estdo demonstrados o percentual de utilizacdo de crioprotetores,
extensores, dispositivos e meio de criopreservacao nos estudos com criopreservacao
de sémen de zebrafish (Figura 4). E os percentuais de utilizacdo de crioprotetores,
extensores, dispositivos e meio de criopreservacdo utilizados nos estudos com

criopreservacgao de gbnadas e espermatogdnias de zebrafish (Figura 5).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos protocolos de criopreservacado de sémen e tecido gonadal masculino de zebrafish.
Estudo | Amo | Métod Meio de Taxa de Aqueci | Dispositi | Extens Crioprotetor Analises ap0s
stra o] criopreser | resfriamento mento VO or criopreservacao
vacao

Harvey | Sém. | Cong.! | GS? -16°C/min de | Temp. Capilar | GFR! | MET? (10%) + PM? (15%) Motilidade; FIV

et al. |1 (30min) - | 0°C a-35°C | Amb.?

(1982) NL2

Ransom | Sém. | Cong.? | GST?® - - Capilar | GFR! | MET? (10%) + PM? (15%) FIV

e Zon|!t (20min) -

(1999) NL?

Morris et | Sém. | Cong.! | GS? - Temp. Criotubo | GFR?Y; | MET?, GLY3, DMSO* DMA® e EG® (5%; | Motilidade; FIV

al. 1 (30min) - Amb.t | (1,5mL) | HBSS? | 10%:; 15%:; 20%)

(2003) NL2 :

BSMIS
3

Draper | Sém. | Cong.! | GST3 - 33°C/8- | Criotubo | GFR! | MET?! (10%) + PM? (15%) FIV

et al. [t (20min) - 10seg (2mL)

(2004) NL2

Yang et | Sém. | Cong.! | FTC* - | 10°C/min; 40°C/5s | Palheta | HBSS? | DMAS e DMSO* (8%); MET? (4%; 8%) Motilidade; FIV

al. 1 NL2 20°C/min eg (0,25mL

(2007) )

Draper e | Sém. | Cong.! | GST3 - 33°C/10 | Criotubo | GFR! | MET?! (10%) + PM? (15%) FIV

Moens ! (20min) - seg (2mL)

(2009) NL2

Carmich | Sém. | Cong.! | GS* (20 | - 33°C/10 | Criotubo | GFR! | MET?! (10%) + PM? (15%) FIV

aeletal |? min) - NL? seg (2mL)

(2009)

Hagedor | Sém. | Cong.! | FTC* - | -10°C/min de | 30°C/20 | Palheta | HBSS? | MET? (8%); MET! (8%) + CAT’ (200 U/mL) | Motilidade;

netal.]|!? NL2 4°C a -80°C | seg- (0,25mL Integridade de

(2012) 40seg ) membrana
(BODIPYH/PI);
Geragdo de EROs
(DHE/SYTOXH
Green)

Baietal. | Sém. | Cong.! | FTC* - | -25°C/min a - | 40°C/7s | Palheta | HBSS? | DMSO* (8%); MET? (4%) Motilidade;

(2013) 1 NL?2 30°C; -| eg (0,25mL Temperatura de

)
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5°C/min de - nucleacéo; Live/Dead
30°C a -80°C (SYBR14/PI)
Wang et | Sém. | Cong.! | FTC* - | -25°C/min a - | 40°C/7s | Palheta | HBSS? | DMSO* (8%) Motilidade; Producéo
al. ! NL? 30°C; - | eg (0,5mL) de Eros; Peroxidagédo
(2015) 5°C/min de - lipidica; Contetido de
30°C a -80°C ATP; Potencial de
membrana
mitocondrial; FIV;
PCR; Western blot
Yang et | Sém. | Cong.! | FTC* - | -10°C/min de | 40°C/5s | Palheta | HBSS? | MET! (8%) Motilidade; Live/Dead
al. 1 NL2 4°C a-80°C | eg (0,25mL (SYBR14/PI); FIV
(2016) )
Diogo et | Sém. | Cong.! | FTC* - | -20°C/min; - | 40°C/8s | Criotubo | HBSS? | DMF® (10%) Motilidade; Live/Dead
al. 1 NLZ; Ultra- | 66°C/min eg (2mL) (SYBR14/PI);
(2018) freezer Apoptose  (Annexin
V/Dead Cell Assay);
Fragmentacéo de
DNA; FIV
Marinovi | TG/E | Vitr.? NL2 - 25°C Agulha— | L-15* | MET? (1,5M) + PG® (1,5M); DMSO#* (3M) + | Viabilidade (Azul de
c et al|sp? Criotubo PG® (3M) trypan)
(2018) (4,5mL)
Matthew | Sém. | Cong.! | GST?® (20- | -14°C/min ou | 38°C/10 | Criotubo | E400° | RMMB® Motilidade; FIV
s et al|? 60 min) - | -16°C/min -18seg (0,5mLe
(2018) NL2 2mL)
Silva et | Sém. | Cong.! | GST?® - 40°C/5s | Palheta | Graylin | MET?! (8%) FIV
al. ! (20min) — eg (0,25mL | ¢°
(2019) NL2 )
Marinovi | TG/E | Cong.! | Cong.: Cong.: - | Cong.: - | Cong.: Cong.: | Cong.: Exp. 1: DMSO*4, PG® EG®, GLY? | Viabilidade e
c et al.|sp? |/Vitr? | Bicellou | 1°C/min; 25°C/2 Criotubo | CM7; (1,3M). Exp. 2: DMSO* (1,0M; 1,3M e | transplante de
(2019) Cool Cell min; (1,8mL); | Vitr.: L- | 1,6M). Exp. 3: DMSO* (1,3M) + GLUY; | espermatogonias;
em Ultra- Vitr.: — Vitr.: 15 TRE!?, SUC® e FRU (0,1M e 0,3M). Exp. | Expressao génicas
freezer Agulha | supp.? | 4: DMSO* (1,3M) + TRE® (0,1M) + BSA'®
(90min) - (1,5%); DMSO* (1,3M) + TRE? (0,1M) +
NL2; Vitr.: FBS (1,5%); DMSO* (1,3M) + TRE?
NL2 (0,1M) + SMY7 (1,5%); DMSO* (1,3M) +

TRE®2 (0,1M) + EY!® (10%). Vitr.. MET!
(15M) + PG® (4,5M); MET! (1,5M) +
DMSO* (5,5M); PG® (3M) + DMSO* (3M)
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Diogo et | Sém. | Cong.! | Ultra- 66°C/min 40°C/8s
al. 1 freezer eg
(2019)

Criotubo
(2mL)

HBSS?

Exp. 1: DMF® (5M; 7,5M; 10M; 12,5M e
15M). Exp. 2: DMF® (12,5M) + BSAS
(10mg/mL); DMF® (12,5M) + EY® (10%);
DMF® (12,5M) + GLYC?® (30mM); DMF®
(12,5M) + BIC® (50mM); DMF® (15M) +
BSA!S (10mg/mL); DMF® (15M) + EY?®
(10%); DMF® (15M) + GLYC®® (30mM);
DMPF® (15M) + BIC? (50mM)

Motilidade;
Integridade de
membrana
(SYBR14/PI);  FIV;
Malformacbes

esqueléticas

Legendas: Amostras: 'Sémen (Sém.); °Tecido gonadal/Espermatogbnia (TG/Esp.). Método: ‘Congelamento (Cong.); 2Vitrificagdo (Vitr.). Meio de
criopreservacéo: 'Gelo seco (GS); 2Nitrogénio liquido (NL); *Gelo seco triturado (GST); “Freezer de taxa controlada (FTC). Aquecimento: *Temperatura
Ambiente (Temp. Amb.). Extensor: 'Ginsburg Fish Ringer (GFR); ?Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS); 3BSMIS (75mM NaCl, 70mM KCI, 2mM CaClz, 1mM
MgSOa, e 20mM Tris, pH 8.0) “Meio Leibovitz (L-15); >E400 (130mM KCL, 50mM NaCl, 2mM CaCl,, 1mM MgSQO4, 10mM Glicose e 30mM HEPES-KOH);
5Grayling (200mM glicose, 40mM KCI e 30mM Tris); “Cryomedium (CM) (55,27mM HEPES, 375,48mM NaCl, 7,28mM KCI, 23,10mM KH2PO4, 3,82mM
NazHPOa, 3,64mM piruvato de sédio, 2,6mM CaClz-2H20 e 1,4mM MgClz-6H20); 8L-15 supp. (L-15 + 10% FBS, 25mM HEPES e 0.5M trealose). Crioprotetores:
IMetanol - CHsOH (MET); 2Leite em p6 (PM); 3Glicerol - CsHgOs (GLY); “Dimetilsulfoxido - C2HsOS (DMSO); *Dimetilacetamida - CaHsNO (DMA); °Etilenoglicol-
C2HsO2 (EG); "Catalase (CAT); 8Dimetilformamida - CsH7NO (DMF); °Propilenoglico I- CsHsO2 (PG); *°RMMB (20% Raffinose penta hidratada, 2,5% Leite em
po6 desnatado, 6,67% Metanol, 30mM tampd&o de Bicina); *Glicose - CsH1206 (GLU); **Trealose - C12H22011 (TRE); 3Sacarose - C12H22011 (SUC); **Frutose -
CesH1206 (FRU); °Albumina Sérica Bovina (BSA); ®Soro Fetal Bovino (FBS); 'Leite desnatado (SM); 8Gema de ovo (EY); °Glicina (GLYC); ?°Bicina (BIC).
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Os principais resultados observados nos artigos publicados com a
criopreservacgéo de sémen de zebrafish estdo demonstrados na Tabela 2, em que s&o
descritos os valores apresentados nos trabalhos de motilidade (%), viabilidade (%),

fertilizac&o (%) e eclosédo de larvas (%).

Tabela 2. Principais resultados observados nos artigos publicados com
criopreservacao de sémen de zebrafish.
Referéncia Solucédo Crioprotetora  Motilidade  Viabilida Fertilizag Eclosa
Escolhida (%) de (%) ao (%) 0 (%)
Harvey et al. GFR + MET (10%) + 43+121 - 51+36 -
(1982) PM (15%)
Morris et al. HBSS + DMA (10%) 11,6+5,8! - 14+10.1 -
(2003)
Yang et al. HBSS + MET (8%) 78+10! - 33+20 -
(2007)
Draper e GFR + MET (10%) + - - 25 -
Moens PM (15%)
(2009)
Hagedornet  HBSS + MET (8%) + 341 66° - -
al. (2012) CAT (200 U/mL)
Bai et al. HBSS + DMSO (8%) 46,846,407 - - -
(2013)
Wang et al. HBSS + DMSO (8%) 28+42 - 6216 ~60
(2015)
Yang et al. HBSS + MET (8%) 28+151 45+44 73+21 -
(2016)
Diogo et al. HBSS + DMF (10%) ~221 ~25% ~90 ~5
(2018)
Matthews et E400 + RMMB 20+13! - 68+16 -
al. (2018)
Silva et al. Grayling + MET (8%) - - 169 -
(2019)
Diogo et al. HBSS + BIC (50mM) ~16! ~84 ~18 ~8
(2019)

Ginsburg Fish Ringer (GFR); Metanol (MET); Leite em p6 (PM); Solu¢édo Salina Balanceada de Hank
(HBSS); Catalase (CAT); Dimetilsulfoxido (DMSO); Dimetilformamida (DMF); Bicina (BIC); Andlise
subjetiva de motilidade; 2Andlise objetiva de motilidade (Software CASA); 3Citometria de fluxo
(BODIPY/PI); “Citometria de fluxo (SYBR14/Pl). Aproximadamente (~).

Ao analisarmos os dados especificamente para amostras de sémen
criopreservadas observamos que o metanol foi utilizado em quase um terco dos
protocolos (Figura 4A), sendo esse mesmo valor referente ao uso da palheta de 0,25
mL e o criotubo de 2 mL (Figura 4C). Em relacao aos extensores, mais da metade dos
trabalhos escolheu como extensor o HBSS (Figura 4B). Os principais meios de

criopreservacao foram o freezer de taxa controlada e o gelo seco triturado ou néo
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triturado (Figura 4D), mostrando que o congelamento lento foi utilizado em todos

estudos com diferentes curvas de congelamento.

Sémen
A)
25% 34,3%

[l Metanol
[ Leite em po : gBSS Fish Ri
W Dimetilsulféxido Insburg FIsh Ringer
l Dimetilacetamida E E400.

6,3% [ Dimetilformamida - gral\zllmg
[l Qutros SMIS

6,3% 15.6%
12,5%
Crioprotetores Extensor
C) 6,2% D) 12,59
,2 70
6.2% 31,4% 57
[ Pallheta (0,25mL) B Freezer de taxa controlada
(] CTIO_tUbO (2mL) H Gelo seco triturado
6.2% M Capilar B Gelo seco

B Palheta (0,5mL) Bl Ultrafreezer
M Criotubo (0,5mL) 18 7%

0,
12,5% M Criotubo (1,5mL)

37,5%
37.5% 31,3%

Dispositivo Meio de criopreservagio

Figura 4. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacao de sémen de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores; B) Utilizacao
de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacdo de meios de
criopreservacao.

Ao avaliarmos os protocolos referentes a criopreservacao de testiculo para
preservacao de espermatogoénias, identificamos o metanol, propilenoglicol e o DMSO
como principais crioprotetores utilizados (Figura 5A). Porém, observamos que
diferente do que acontece nas amostras de sémen, foram utilizados uma quantidade
diversificada de crioprotetores nos testes, resultando em 42,85% dos trabalhos
classificados como “outros”, tendo em vista que sao crioprotetores utilizados apenas
uma vez até o momento, o0 que mostra que esse tipo de material bioldgico
(testiculo/espermatogdnias) ainda necessita de mais estudos para definicdo de
caracteristicas metodoldgicas basicas no processo de criopreservacao (Figura 5A).

Com relacdo ao extensor, os mais utilizados foram o meio L-15, o meio L-15
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suplementado e o meio cryomedium (Figura 5B). Os dispositivos mais utilizados séao
agulhas ou criotubos (Figura 5C). Com relacdo ao meio de criopreservagao, foi
utilizado o Bicell ou Cool Cell em ultrafreezer para congelamento lento e a colocacéo

da amostra diretamente no nitrogénio liquido para a vitrificagéo (Figura 5D).

Tecido gonadal/Espermatogbnias

A) B)

14,3% 33,4%

14,3% [ Propilenaglicol .
[ Dimetilsulféxido B Cryomedium
E Metanol Bl L-15 Suplementado
[ Etilenoglicol WL-15
M Glicerol
H Outros 33.3%

14,3%

1% 71% 33,3%
Crioprotetores Extensor
C) D)
25% 25%
25%

M Agulha
[ Criotubo (4,5mL)
[ Criotubo (1,8mL)

[ Bicell em Ultrafreezer

25%

50%

25% 25%

M Ultrafreezer
[ Nitrogénio liquido
[ Cool Cell em Ultrafreezer

Dispositivo Meio de criopreservagao

Figura 5. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacao de tecido gonadal e espermatogonias de zebrafish. A) Utilizacdo de
crioprotetores; B) Utilizacdo de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacao
de meios de criopreservacao.

3.4. Criopreservacao de células e tecidos em fémeas de zebrafish
Na Tabela 2 estdo descritas as caracteristicas gerais dos protocolos de

criopreservacdo com tecidos e células de fémeas de zebrafish, contendo as
informacdes dos trabalhos que avaliaram a criopreservacao de tecido ovariano e
foliculos ovarianos. Nas Figuras 6 e 7 estdo demonstrados os dados percentuais dos
principais componentes dos protocolos de criopreservacado de foliculos ovarianos e

tecidos ovarianos, respectivamente.



55

Tabela 3. Caracteristicas gerais dos protocolos de criopreservacdo em tecido e foliculos ovarianos em fémeas de zebrafish.

Estudo | Amostr | Métod | Meio de | Taxa de | Aqueci Dispositi | Extens | Crioprotetor Analises apos
a o] criopreser | resfriamento mento VO or criopreservacéo
vacdo

Guan | FO! Cong.! | FTC? - | -2°C/min de 20°C | 27°C Palheta | KCI MET? (4M) Viabilidade  (Azul de
et al NL? a -10°C; - (0,5mL) | Buffer? tripan); Viabilidade
(2008) 0,3°C/min  de - ; L-152 (Ensaio de ATP)

10°C a -40°C; -

10°C/min de -

40°C a -80°C; -

50°C/min de -

80°C a -160°C
Zhang | FO?! Cong.! | FTCt! - | -2°C/min de 20°C | 27°C/10 | Palheta | HBSS® | DMSO?2 e MET! (2M) Atividade das enzimas
et al NL2 a -7,5°C; - | seg. (0,5mL) Catepsina D, L e B;
(2008) 0,5°C/min de - Viabilidade  (Azul de

7,5°C a -40°C; - tripan)

10°C/min  de -

40°C a -80°C
Tsai et | FO! Cong.! | FTC! - | -2°C/min de 20°C | 28°C Palheta | KCI MET? (4M); DMSQO? (3M) Viabilidade  (Azul de
al. NL2 a-10°C; -0,3; -0,5; (0,25mL | Buffert tripan); Live/Dead
(2009) -1, -2; -4; -8; - ) ; L-152 (FDA/IP); Relacdo

16°C/min de - ADP/ATP

10°C a -40°C; -

10°C/min  de -

40°C a -80°C
Guan | FO?! Vitr.2 NL2 - 26°C Palheta | KCI DMSO? (3M) + MET? (2M) + PG? | Viabilidade  (Azul de
et al (0,25mL | Buffer! | (2M); DMSO? (2,5M) + MET! | tripan)
(2010) ) : L-152 | (IM) + PG (0,75M)
Tsai et | FO! Cong.! | FTC! - | 2°C/minde 20°C a | 28°C Palheta | KCI MET? (4M) Viabilidade  (Azul de
al. NL2 -12,5°C; -4°C/min (0,25mL | Buffert tripan); Desenvolvimento
(2010) de -12,5°C a - ) dos odcitos pos

40°C; -10°C/min aguecimento; Morfometria

de -40°C a -80°C dos odcitos
Zampo | FTO? | Cong.! | FTC* - | 2°C/min de 20°C a | 28°C Palheta | HBSS® | MET?! (1M; 4M) Viabilidade  (Azul de
lla et NL?2 -12,5°C; -4°C/min (0,5mL) tripan); Live/Dead
al. de -12,5°C a - (FDA/PI); Nivel de ATP;
(20112) 40°C; -10°C/min Localizacao de

de -40°C a -80°C
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citoesqueletos e proteinas
mitocondriais

Zampo | FO?! Cong.! | FTCt! - | -2°C/min de 20°C | 27°C Palheta | FBS* MET?! (1M; 2M; 4M) Viabilidade  (Azul de
lla et NL? a -12,5°C; - (0,5mL) | (10%) tripan); Nivel de ATP
al. 0.3°C/min de -
(2012) 12,5°C a -40°C; -
10°C/min de -
40°C a -80°C; -
50°C/min de -
80°C a -160°C
Godoy | FTO? | Vitr.2 NL?2 - 28°C Palheta | L-15? MET! e ETH* (8M; 8,5M; 9M; | Viabilidade  (Azul de
et al (0,25mL 9,5M; 10M; 10,5M; 11M); | tripan); Nivel de ATP
(2013) ); Fiber DMSO? (3M; 3,5M; 4M; 4,5M; | citoplasmatico;
plugs 5M; 5,5M; 6M); PG? (2,5M; 3M; | Integridade mitocondrial;
3,5M; 4M; 4,5M; 5M; 5,5M); EG® | Atividade mitocondrial
(4M; 4,5M; 5M; 5,5M; 6M; 6,5M;
7M); SUCS (0,25M; 0,5M); GLU?
(0,25M; 0,5M)
Marqu | FTO? | Vitr.? NL2 - 28°C/30 | Metal L-15? MET! (1,5M) + PG2 (4,5M); | Live/Dead (FDA/PI);
es et seg. containe MET? (1,5M) + DMSOQ? (5,5M); | Maturagdo in vitro dos
al. r MET? (1,5M) + PG2 (4,5M) + | odcitos; Integridade
(2015) SUC® (0,5M); MET! (1,5M) + | morfolégica (Histologia)
DMSO0? (5,5M) + SUC® (0,5M)
Anil et | FTO? | Cong.! | FTCt - | -2°C/min de 20°C | 28°C Palheta | L-152+ | MET! (2M) Morfometria de o0d6citos;
al. NL2 a -7,5°C; -4°C/min (0,5mL) | FBS* Viabilidade  (Azul de
(2018) de -7,5°C a -40°C; (20%) tripan)
-10°C/min  de -
40°C a -80°C
Marqu | FTO? | Cong.! | Cong.: Cong.: -1°C/min; | 28°C/30 | Criotubo | L-15> | Cong.: MET! (2M) + SUCS?® | Integridade de membrana
es et /Vitr.2 | Bicell em | Vitr.: — seg. (2mL) (0,AM); MET! (2M) + SUC® | (Azul de tripan);
al. ultrafreez (0,AM) + EY® (10%); MET* (2M) | Viabilidade (Histologia);
(2019) er — NL?; + TRE® (0,1M); MET! (2M) + | Microscopia eletrénica de
Vitr.: NL? TRE® (0,AM) + EY® (10%); | transmissdo (TEM);
DMSQO? (2M) + SUC® (0,1M); | Geragdo de espécies
DMSQO? (2M) + SUC® (0,1M) + | reativas de  oxigénio
EY® (10%); DMSO2? (2M) + TRE® | (EROs)  por  DCFH;

(0,1M); DMSO? (2M) + TRE®
(0,1M) + EY® (10%).

Capacidade antioxidante
total por FRAP (Redutor
férrico / poder
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Vitr. MET! (1,5M) + DMSO?
(5.5M) + SUC® (0,5M); MET*
(1,5M) + DMSO? (5,5M) + SUCS
(0,5M) + EY® (10%); MET:
(1,5M) + DMSO? (5,5M) + TRE®
(0,5M); MET! (1,5M) + DMSO?
(55M) + TRE® (0,5M) + EY®
(10%).

antioxidante);  Atividade
mitocondrial (MTT); Danos
ao DNA (Ensaio cometa)

Legendas: Amostra: *Foliculo Ovariano (FO); ?Fragmento de Tecido Ovariano (FTO). Método: Congelamento (Cong.); 2Vitrificagdo (Vitr.). Meio de
criopreservacdo: Freezer de taxa controlada (FTC); 2Nitrogénio liquido (NL). Extensor: *KCI buffer; 2Meio Leibovitz (L-15); *Hanks' Balanced Salt Solution
(HBSS); °Phosphate Buffered Saline (PBS); “Soro Fetal Bovino (FBS). Crioprotetores: Metanol - CHsOH (MET); 2Dimetilsulféxido - C2HsOS (DMSO);
3Propilenoglicol - CzHsO2 (PG); “Etanol - C2HsO (ETH); °Etileneglicol - C2HsO2 (EG); ®Sacarose - Ci2H22011 (SUC); “Glicose - CsH1206 (GLU); 8Gema de ovo

(EY); °Trealose - Ci12H22011 (TRE).
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A viabilidade de oécitos apds o0 congelamento/descongelamento ou
vitrificacdo/aquecimento nos processos de criopreservacao de foliculos ovarianos ou

de fragmentos de tecido ovariano estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Viabilidade de odcitos apds criopreservacdo de foliculos ovarianos e
fragmentos de tecido ovariano de zebrafish.

Referéncia Método Solucédo Crioprotetora Escolhida Viabilidade Viabilidade
TB (%) FDA/PI (%)

Foliculo Ovariano

Guan et al. Cong. KCI Buffer + MET (4M) 88+1,7 —
(2008)
Zhang et al. Cong. HBSS + DMSO (2M) 14,9+2.,6 —
(2008)
Tsai et al. Cong. KCI Buffer + MET (4M) 69,4122 54,3+3,7
(2009)
Guan et al. Vitr. KCI Buffer + DMSO (3M) + MET ~80 -
(2010) (2M) + PG (2M)
Tsai et al. Cong. KCI Buffer + MET (4M) 20,613,1 -
(2010)
Zampollaet  Cong. FBS (10%) + MET (2M) 70,2+4,2 -
al. (2012)
Fragmento de tecido ovariano
Zampolla et Cong. HBSS+ MET (1M) ~90 ~90
al. (2011)
Godoy et al. Vitr. L-15 + MET (1.5M) + PG (4.5M) 59,9+18,4 -
(2013)
Marques et Vitr. L-15 + MET (1.5M) + PG (4.5M) - 76,8+2,3
al. (2015)
Anil et al. Cong. L-15 + FBS (20%) + MET (2M) ~10 -
(2018)
Marques et Vitr. L-15 + MET (1.5M) + DMSO (5.5M) 56,3£19,1 -
al. (2019) + SUC (0.5M) + EY (10%)

Metanol (MET); Solucéo Salina Balanceada de Hank (HBSS); Dimetilsulfoxido (DMSO); Propilenoglicol
(PG); Soro Fetal Bovino (FBS); Meio Leibovitz (L-15); Sacarose (SUC); Gema de ovo (EY);
Congelamento (Cong.); Vitrificagdo (Vitr.); Tripan Blue (TB); Diacetato de fluoresceina (FDA); lodeto de
propidio (PI). Aproximadamente (~).

Para a criopreservacao de foliculo ovariano de zebrafish a grande maioria dos
trabalhos utilizou o metanol (60%) como crioprotetor (Figura 6A), ja em relacdo aos
extensores, o0 mais utilizado foi o tampéo KCIl com 44,5% (Figura 6B). Em relacdo aos
dispositivos utilizados observamos que apenas as palhetas foram testadas (Figura
6C), e em relacdo ao meio de criopreservacao o freezer de taxa controlada foi o mais
utilizado (Figura 6D).
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Foliculo Ovariano

A) B)
B Metanol [ KCI Buffer
B Dimetilsulféxido ML-15
B Propilenoglicol [ HBSS

M Soro Fetal Bovino

44,5%

33,3%

Crioprotetores Extensor

C)

B Freezer de taxa controlada

W Palheta (0,5mL)
B Nitrogénio liquido

[ Palheta (0,25mL)

83,3%

Dispositivo Meio de criopreservagdo

Figura 6. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacao de foliculos ovarianos de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores
(%); B) Utilizacdo de extensores (%); C) Utilizacao de dispositivos (%); D) Utilizacao
de meios de criopreservacao (%).

Quando analisamos os dados referentes a criopreservacao de fragmentos de
tecido ovariano observamos uma abordagem diferente dos estudos com foliculos
ovarianos ja dissociados, pois o meio L-15 foi o mais utilizado, com 66,6% (Figura 7B).
Com relacdo aos crioprotetores, observamos uma gama maior de compostos
utilizados, sendo os mais utilizados o metanol como crioprotetor permeavel e a
sacarose como crioprotetor ndo permeavel (Figura 7A). Uma variedade de dispositivos
também foi testada para a criopreservacéo de fragmentos de tecido ovariano, sendo
as palhetas novamente os mais utilizados (Figura 7C). Podemos observar que as
técnicas de congelamento e vitrificacdo foram igualmente testadas, sendo que para
congelamento foi utilizado como meio de criopreservacao o freezer de taxa controlada

preferencialmente (Figura 7D).
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Fragmento de Tecido Ovariano

A) B)

21,1%

[ Dimetilsulfoxido
10,5% "’ B Propilenoglicol
r( [ Etanol

[l Metanol
[ Sacarose

M L-15
W HBSS
H Soro Fetal Bovino

16,7%

H Outros 16,7% 66,6%

10,5% 15,8%
15,8%
Crioprotetores Extensor
C)
16,7% 33,2%
M Palheta (0,5mL) M Nitrogénio liquido
[ Palheta {(0,25mL) M Freezer de taxa controlada
[ Fiber plugs M Bicell em Ultrafreezer
O Metal container
16,7% M Criotubo (2mL)
33,3%
16,7% 16,7%

Dispositivo Meio de criopreservagao

Figura 7. Dados percentuais de utillizacdo de materiais e métodos para
criopreservacao de fragmentos de tecido ovariano de zebrafish. A) Utilizacdo de
crioprotetores; B) Utilizacdo de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacao
de meios de criopreservacao.

3.5. Criopreservacao de embrides e células primordiais de zebrafish
Nesse tOpico estdo descritas as caracteristicas gerais dos protocolos de

criopreservacao de embrides, blastbmeros e PGCs de zebrafish (Tabela 3). Podemos
observar nas Figuras 8, 9 e 10, os dados percentuais de utilizacdo de crioprotetores,
extensores, dispositivos e meios de criopreservacao nos estudos com criopreservacao

de embrides, blastbmeros e PGCs de zebrafish, respectivamente.



Tabela 5. Caracteristicas gerais dos protocolos de

(PGCs) de zebrafish.

61

criopreservacao de embrides, blastdbmeros e células germinativas primordiais

Estudo | Amostra | Méto Meio de Taxa de Aqueci | Dispositi | Extens Crioprotetor Analises ap0s
do criopreserv resfriamento mento VO or criopreservacao
acdo
Harvey | Embr.}; | Cong | Gelo (2min) - Temp. | Tubo de | Mediu GLY?! e DMSO? (2M; 2,8M) Viabilidade (Azul de
(1983) Blast.? A - AR? Amb.! ensaio | m 199! tripan);
(15min) — Desenvolvimento
NL?2 embrionario
Zhang Embr.! | Cong | FTC3—NL2 0,1°C/min; 25°C Palheta | FW?2 MET? (1M; 2M; 3M; 4M); DMSO? Desenvolvimento
et al. A 0,75°C/min (0,5mL) (2M); ETA* (2M) embrionério; Taxa de
(1993) eclosao
Zhange | Embr.! | Vitr.2 NL2 - 25°C/5s | Palheta Fw? DMSO? (2M) + PD°® (3M) + PEG® Toxicidade das
Rawson eg. (0,25mL (0,5M); MET? (2M) + PD°® (5M) + solucGes; Respostas
(1996) ) PEGS® (0,15M); BD” (2M) + PD?® osméticas; Viabilidade
(3M) + PEG® (0,15M) morfoldgica
Janik et | Embr.t | Vitr.? VNL* - 22- Palheta - PG8 (2M; 3M; 4M; 6M; 8M) Morfologia celular dos
al. (3min) - 23°C/ (0,25mL embribes
(2000) NL2 10seg. )
Robles Embr.t | Vitr.2 NL2 - 0°C/7se | Palheta | Ringer DMSO? (5M) + EG® (AM) + MET? Taxa de ecloséo;
et al. g. (0,5mL) 8 (2M) + SUC?° (10%) Atividade enzimatica
(2004) de LDH e G6PDH
Kopeika | Blast.? | Cong - -5°C/min de Temp. | Microtub | PBS*+ DMSO? (1,4M) Viabilidade (Azul de
et al. A 20°C a 0°C; - Amb.? o FBS® tripan); Frequéncias
(2005) 1°C/min de (1,5mL) | (10%) de mutacéo
0°C a -40°C
Martinez | Embr.t | Vitr.2 NL2 - 25°C/7s | Palheta | Ringer | DMSO? (5M) + EG® (1M) + MET? Live/Dead
et al. eg. (0,5mL) 8 (2M) + SUC?° (10%) (SYBR14/IP)
(2005)
Cardona | Blast.? | Vitr.? NL2 - 25°C Microdr | HBSS® DMSO?, GLY!, PG8e EG® (5M) NUmeros totais de
-Costa e op + blastbmeros intactos;
Garcia- FBS® Viabilidade (Azul de
Ximéne (20%) tripan)
z (2007)
Linetal. | Blast? | Cong | FTC®- NL? -5°C/min de | 28°C/15 | Palheta | PBS* MET?, PG8, EG® (2M); DMSO? Viabilidade (Azul de
(2009a) A 22°C a -6°C; - seg. (0,25mL + (1,5M); SUC™, GLU! e TRE?®? tripan)
0,3°C/min de - ) (0,05M; 0,1M; 0,2M)
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6°C a -40°C,; - FBS®
2°C/min de - (10%)
40°C a -80°C
Martine | Embr.l; | Cong | FTC®- NL% - 25°C/7s | Palheta - Embri6es Vitrif..: DMSO? (5M) + Viabilidade dos
z- Blast.? Ry NL?2 eg. (0,5mL) MET? (2M) + EG® (1M) + SUC?° blastémeros e
Paramo Vitr.2 (10%); Blastdmero Cong.: DMSO? embribes
et al. (2M); DMSO? (2M) + AFP3
(2009) (10mg/mL)
Linetal. | Blast? | Cong | FTC3-NL? -5°C/min de 28°C/15 | Palheta - DMSQO? (1,5M) + SUC* (0,1M) Expressdo dos genes
(2009b) A 22°C a -6°C; - seg. (0,25mL Pax2a, Pax2b, pax5 e
0,3°C/min de - ) Pax8
6°C a -40°C; -
2°C/min de -
40°C a -80°C
Linetal. | Blast.? | Cong | FTC3- NL? -1°C/mina- | 28°C/15 | Palheta | PBS* DMSO? (1,5M) + SUC™X (0,1M) Expressao génica de
(2009c) A 6°C; - seg. (0,25mL + genes de manutencéo
0.3°C/min de - ) FBS® para uso em estudos
6°C a -40°C; - (10%) de criopreservacao
2°C/min de -
40°C a -80°C
Cardona | Blast.? | Vitr.? NL2 - 25°C Microdr | HBSS® DMSO? (5M) Sobrevivéncia dos
-Costa op + blastbmeros; Numero
et al. FBS® total de blastémeros
(2009) (10%) recuperados por
embrido doador;
Transplante
Higaki PGCs® | Vitr.2 NL2 - - Nylon BSA’ EG®, DMSQ?, PG® e BG! (6M); Recuperacéo de
et al. mesh | (0,7%) | EG® (3M) + PG? (3M); DMSO? (3M) PGCs vivos em
(2009) + PG8 (3M); EG® (3M) + BG** (3M); embrides
DMSO? (3M) + BG** (3M) criopreservados
Higaki PGCs® | Vitr.2 NL2 - - Nylon BSA’ EG®, MET?, DMSO?, GLY%, PG8e | Viabilidade de células
et al. mesh | (0,7%) BG!* (5M) + SUC?° (0,5M) embrionérias e PGCs
(2010)
Riesco | PGCs® | Cong Cong.: - Cong.: | Criotubo - DMSQ? (5M) + EG® (1M) + PVP?® Viabilidade (Azul de
et al. A7 | VNL*-NL? 25°C/20 ; (4%); DMSO? (5M) + EG® (1M) + tripan); Fragmentacado
(2012) Vitr.2 | / Vitr.: NL seg / Palheta PVP?!® (4%) + AFP*3 (10mg/mL); de DNA (Ensaio
Vitr.: (0,5mL); DMSQ? (5M) + EG® (1M) + PVP?® cometa)
63°C/6s | Microdr (4%) + AFP® (20mg/mL)
eg op
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Higaki | Embr.}; | Vitr.2 NL? Nylon FBS® EG®, DMSO?, PG8 (5M) + SUC? Viabilidade (Azul de
et al. PGCs?® mesh | (0,7%) | (0,5M); EG® (3M) + DMSQ? (2M) + | tripan); Fertilizag&o por
(2013) SUC? (0,5M); EG® (3M) + PG® transplante;
(2M) + SUC?° (0,5M); DMSO? (3M) Capacidade de
+ EG® (2M) + SUC?° (0,5M); diferenciar PGCs
DMSQO? (3M) + PG® (2M) + SUC?° recuperados de
(0,5M); PG8 (3M) + DMSO? (2M) + embribes vitrificados
SUC? (0,5M); PG® (3M) + EG® apos transferéncia
(2M) + SUC? (0,5M) para receptores
Riesco | PGCs® | Cong VNL# Palheta | HBSS® | DMSO? (5M) + EG® (1M) + PVP®* Danos ao DNA,;
e A (20min) - (0,5mL) (4%) Expressao génica;
Robles NL? Metilagdo de DNA
(2013)

Legendas: Amostras: *Embrides (Embr.); 2Blastdmeros (Blast.); 3Células Germinativas Primordiais (PGCs). Método: *Congelamento (Cong.); 2Vitrificagcdo
(Vitr.). Meio de criopreservacéo: *Alcool resfriado (AR); 2Nitrogénio liquido (NL); 3Freezer de taxa controlada (FTC); “Vapor de nitrogénio liquido (VNL) .
Extensor: *Medium 199 (10x concentrado, com HBSS e L-glutamina 10 mL; Hepes buffer (0,25 M) 10 mL; Sulfato de canamicina (5 mg/mL) 1,0 mL; Piruvato
de sodio (1 M) 0,1 mL; NaHCO (8,8% w/v) 1,0 mL; Fetal calf serum 15 mL; Agua destilada 77,9 mL); 2Agua filtrada (FW); Ringer (40,23 mM KCl, 111,22 mM
NaCl, 2,7 mM CaClz, 2,38 mM NaHCOs); “Phosphate Buffered Saline (PBS); *Soro Fetal Bovino (FBS); ®Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS); ®Albumina
Sérica Bovina (BSA). Crioprotetores: 'Glicerol - C3HgOz (GLY); 2Dimetilsulféxido - C2HsOS (DMSO); *Metanol - CHsOH (MET); “Etanodiol - C2HsO2 (ETA); °1,3-
Propanodiol - C3sHsO2 (PD); ®Polietileneglicol - CanHan+20n+1 (PEG); 71,4-Butanodiol - C4H1002 (BD); 8Propilenoglicol - CsHsO- (PG); °Etilenoglicol - C2HsO2 (EG);
0Sacarose - Ci2H22011 (SUC); MGlicose - CeéH1206 (GLU); ?Trealose - Ci2H22011 (TRE); *Antifreeze Protein (AFP); “Butilenoglicol — CsH1002 (BG);
5polivinilpirrolidona - (CsHsNO)n (PVP).
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A viabilidade celular apés o congelamento/descongelamento ou
vitrificacdo/aquecimento nos processos de criopreservacdo de células germinativas

primordiais, blastomeros e embrides estdo demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6. Viabilidade celular ap6s criopreservacdo de células germinativas
primordiais (PGCs), blastdmeros e embrides de zebrafish.

Referéncia Método Solucéo Crioprotetora Viabilidade
Escolhida (%)
Embrido
Zhang e Rawson (1996) Vitr. FW + BD (2M) + PD (3M) + PEG ~32!
(0,15M)
Martinez-Paramo et al. Vitr. DMSO (5M) + MET (2M) + EG ~511t
(2009) (AM) + SUC (10%)
Blastbmeros
Kopeika et al. (2005) Cong. PBS + FBS (10%) + DMSO 25,2+4,3?
(1,4M)
Cardona-Costa e Garcia- Vitr. HBSS + FBS (20%) + DMSO (5M) ~93,42
Ximénez (2007)
Lin et al. (2009a) Cong. PBS + FBS (10%) + DMSO 70,2+3,22
(2,5M) + SUC (0,1M)
Cardona-Costa et al. Vitr. HBSS + FBS (10%) + DMSO (5M) ~90%?
(2009)
Martinez-Paramo et al. Cong. DMSO (2M) + AFP (10mg/mL) 54,2+0,973
(2009)
Células Germinativas Primordiais - PGCs
Higaki et al. (2009) Vitr. BSA (0,7%) + EG (3M) + PG (3M) ~252
Higaki et al. (2010) Vitr. BSA (0,7%) + EG (5M) + SUC ~40?
(0,5Mm)
Riesco et al. (2012) Cong. DMSO (5M) + EG (1M) + PVP 92,3+13,9?
(4%)
Higaki et al. (2013) Vitr. FBS (0,7%) + EG (3M) + DMSO ~81?

(2M) + SUC (0,5M)
Congelamento (Cong.); Vitrificago (Vitr.); Agua filtrada (FW); Metanol (MET); 1,4-Butanodiol (BD); 1,3-
Propanodiol (PD); Polietileneglicol (PEG); Dimetilsulfoxido (DMSO); Etilenoglicol (EG); Sacarose
(SUC); Phosphate Buffered Saline (PBS); Soro Fetal Bovino (FBS); Solu¢do Salina Balanceada de
Hank (HBSS); Antifreeze Protein (AFP); Albumina Sérica Bovina (BSA); Propilenoglicol (PG);
Polivinilpirrolidona (PVP). Viabilidade (%) = 'Sobrevivéncia morfoldgica; 2Azul de tripan; *Diacetato de
fluoresceina - FDA/lodeto de propidio -Pl. Aproximadamente (~).

Ao analisar os dados dos estudos de criopreservacdo de embrides de zebrafish
inicialmente observamos grande variedade de extensores, crioprotetores, dispositivos
e técnicas ja utilizadas (Figura 8). Em relacdo aos crioprotetores o0 DMSO foi 0 mais
utilizado dentre todos crioprotetores, enquanto a sacarose foi o crioprotetor néao
permeavel mais utilizado (Figura 8A). Dentre os extensores, a agua filtrada e a solucéo
de Ringer foram testados em mais de 60% dos estudos (Figura 8B). Com relagdo aos

dispositivos de criopreservacao, a palheta de 0,5mL foi utiizada em metade dos
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testes, seguida pela palheta de 0,25mL (Figura 8C). Quanto ao meio de
criopreservagao, observamos que a maior parte dos estudos utilizou o nitrogénio
liguido em testes de vitrificacdo, enquanto o congelamento lento foi realizado em
freezer de taxa controlada preferencialmente, seguido de &lcool refrigerado, vapor de

nitrogénio liquido e gelo (Figura 8D).

Embrigo

A) B)

16,7% 33,3%

18,5%
[ Agua filtrada
M Ringer

B Dimetilsulfoxido
B Metanol
. M Etilenoglicol
7,4% I Sacarose [l Soro Fetal Bovino
M Propilenoglicol [0 Medium 199
l Outros 16.7%
18,5%

14,8%
33,3%

14,8%

Crioprotetores Extensor

C) D)
12,5%

B Nitrogénio liquido

B Freezer de taxa controlada
B Alcool refrigerado

M Vapor de Nitrogénio liquido
W Gelo

9,1%
9,1%
M Palheta (0,5mL)
[ Palheta (0,25mL)
B Nylon mesh ’—‘

[ Tubo de ensaio
9.1%

18,2% 54.5%

Dispositivo Meio de criopreservacao

Figura 8. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacdo de embrides de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores; B)
Utilizacdo de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacdo de meios de
criopreservacao.

Diversos crioprotetores ja foram testados para criopreservacao de blastébmeros,
sendo o DMSO o mais utilizado no geral e a sacarose a mais utilizada entre os
crioprotetores ndo permeaveis (Figura 9A). Diferentemente do que foi observado nos
outros tipos de tecidos e células analisados nesse estudo, o extensor mais utilizado
para a criopreservacédo de blastbmeros foi a solucao de soro fetal bovino (Figura 9B).
Quanto aos dispositivos para criopreservagcdo e manutencdo das amostras,

observamos que a palheta de 0,25mL foi a mais utilizada, porém € interessante
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ressaltar que a técnica de microgotas foi a segunda mais utilizada (Figura 9C), sendo
a primeira vez que a técnica aparece nos protocolos de criopreservacao de zebrafish,
ndo sendo testada em nenhum outro tipo de amostra além de blastémeros. Com
relacdo ao meio de criopreservacgao, observamos maior utilizacéo do nitrogénio liquido
em testes de vitrificacéo e freezer de taxa controlada para congelamento lento, sendo

a maioria dos testes realizados com congelamento lento (Figura 9D).

Blastémeros

A) B)
38,1% 9.1%

19,1% \
’ B Dimetilsulfoxido 18,2% .

@ Sacarose M Soro Fetal Bovino
[ Etilenoglicol : E::s

9,5% B Glicerol B 160
Hl Propilenoglicol edium
M Outros

9,5%
9 5% 14,3% 45.4%
Crioprotetores Extensor
C) D)

12,5% 10%

12,5% |

25%

37.5%

M Palheta (0,25mL)
@ Microdrop
Ml Palheta (0,5mL) 10%

[ Tubo de ensaio
B Eppendorf (1,5mL)

[@ Nitrogénio liquido

[l Freezer de taxa controlada
M Gelo

Bl Alcool refrigerado

<

12,5%
40%

Dispositivo Meio de criopreservaciao

Figura 9. Dados percentuais de utilizacdo de materiais e métodos para
criopreservacdo de blastbmeros de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores; B)
Utilizacdo de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacdo de meios de
criopreservacao.

Os protocolos com criopreservacao de PGCs apresentaram uma variedade de
crioprotetores, sendo o etilenoglicol e o DMSO os mais utilizados (Figura 10A).
Observou-se que na maioria dos protocolos utilizou extensores com base protéica,
sendo a maioria dos trabalhos com a albumina sérica bovina (50%) seguida pelo soro
fetal bovino (25%), o restante dos estudos utilizou o HBSS (Figura 10B). Dentre os

dispositivos utilizados para criopreservar as PGCs as malhas de nylon aparecem na
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maioria dos trabalhos (Figura 10C). Com relacdo ao meio de criopreservacao,
observamos maior utilizacdo do nitrogénio liquido, indicando o uso da vitrificacédo

como técnica na maioria dos estudos (Figura 10D).

Células Germinativas Primordiais - PGCs

A) B)

19,1%
H Etilenoglicol

B Dimetilsulfoxido
B Propilenoglicol

[l Albumina Sérica Bovina
M Soro Fetal Bovino
M HBSS

9,5%

B Butilenoglicol
H Sacarose
B Outros
50%
9,5% 23,8%
14,3%
Crioprotetores Extensor
C) D)
14,3%

[ Nylon mesh [ Nitrogénio liquido
M Palheta (0,5mL) [l vapor de Nitrogénio liquido
@ Microdrop

14,3% B Criotubo (2mL) 33 30

42,8% 66,7%

28,6%
Dispositivo Meio de criopreservacédo

Figura 10. Dados percentuais de utilizacdo de diferentes materiais e métodos para
criopreservacao de PGCs de zebrafish. A) Utilizacdo de crioprotetores; B) Utilizacéao
de extensores; C) Utilizacdo de dispositivos; D) Utilizacdo de meios de
criopreservacao.

4. Discusséao
Selecionamos dentre os artigos encontrados na busca aqueles que se

encaixavam no objetivo do estudo, de forma que fosse possivel construir um cenario
ao longo do tempo, sobre o desenvolvimento de técnicas de congelamento e
vitrificacdo de células e tecidos reprodutivos de zebrafish. Desta forma essa revisédo
sisteméatica possibilitou a identificacdo de melhores resultados observados nos
estudos de maneira imparcial, o que permite a identificacao de limitacdes e tendéncias

dos estudos dessa area de pesquisa. Contudo, é importante ressaltar que artigos

publicados relacionados ao tema podem néo ter sido encontrados na busca realizada,
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pois pode haver diferencas nos termos de indexagao e palavras chaves utilizados,
apesar da pesquisa ter sido conduzida de forma minuciosa e critica pelos autores.

A analise dos dados nos permitiu identificar que a maior parte das publicacdes
foi realizada a partir dos anos 2000, sendo a ultima década (2010-2019) a de maior
namero de trabalhos publicados. Apesar do grande volume de artigos nos ultimos dez
anos, podemos observar que a criopreservacdo de embrides e sémen ja sao
estudadas ha quatro décadas, mostrando que além da conservacao de gametas, a
preservacao do genoma diploide € um objetivo a ser alcancado com a criopreservacao
de embrides. Entretanto, ainda ha poucos registros de sucesso de criopreservacao de
embrides de peixes até o momento (Zhang et al., 2020), sendo o zebrafish ndo esta
entre as espécies que apresentaram algum resultado positivo na criopreservacéo de
embrides até o momento. Essa dificuldade em se obter sucesso na criopreservacao
de embribes de peixes esta relacionada ao tamanho dos embrides de peixes, baixa
permeabilidade, membrana dupla e alto conteaddo de gema no ovo (Chen e Tian,
2005). Em relagdo ao sémen, esse é o material mais utilizado em estudos de
criopreservacao em peixes, tendo estudos realizados com mais de 200 espécies
(Tiersch et al., 2007). A criopreservacdo de sémen nesse sentido, ainda € o caminho
mais acessivel para preservacdo do material genético da espécie, apesar das
dificuldades ao se trabalhar com esse tipo de material em zebrafish. Dessa maneira,
€ necessario o constante aprimoramento da técnica (Diogo et al., 2019). Observamos
também que estudos baseados na criopreservacao de material genético materno séo
mais recentes, ocorrendo apenas nos ultimos 20 anos. Além disso, protocolos
utilizando a criopreservacao de fragmentos de tecido gonadal ou da gbnada inteira,
tanto de machos quanto de fémeas sao ainda mais recentes, aparecendo apenas na
tltima década. Portanto, acreditamos que esses estudos se apresentam como uma
nova tendéncia para desenvolvimento de futuros protocolos, trazendo novas
possibilidades de materiais para a preservacdo do genoma da espécie. Também é
importante lembrar que o zebrafish € um modelo biologico, e que técnicas e protocolos
desenvolvidos a partir de seus tecidos e células reprodutivas podem servir de modelo
para outras espécies.

Primeiramente foi possivel observar que a maior parte dos estudos utilizados
nessa revisdo tiveram como objetivo avaliar protocolos de criopreservacdo com
apenas um método (congelamento ou vitrificacdo) e em apenas um tipo de amostra

(sémen, tecido/foliculo ovariano, embrido, blastbmero, PGCs e gbnada masculina), ou
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seja, os trabalhos focaram em avaliar uma técnica de criopreservacao em apenas um
tipo de amostra. As excecdes foram os trabalhos de Harvey (1983) e Martinez-Paramo
et al. (2009), que avaliaram a criopreservacao de embrides e blastbmeros no mesmo
estudo, o trabalho de Higaki et al. (2013) que avaliou a criopreservacao de embrides
e PGCs, e os trabalhos de Marinovic et al. (2018, 2019) que avaliaram a
criopreservacao de tecido gonadal de machos de zebrafish, visando a preservacéo de
espermatogdnias. Sobre o método de criopreservacdo, os estudos de Martinez-
Paramo et al. (2009) e Riesco et al. (2012) avaliaram tanto o congelamento quanto a
vitrificacdo no mesmo trabalho, além do trabalho de Marques et al. (2019), que foi 0
Unico trabalho que avaliou e comparou diretamente as técnicas de congelamento lento
e vitrificagao.

O congelamento foi utilizado em 35 estudos e a vitrificagdo em 18 estudos.
Esperava-se que o método de congelamento fosse o mais explorado, tendo em vista
gue é considerado o método convencional de criopreservacao, enquanto a vitrificacao
€ um meétodo alternativo ao congelamento, sendo sua utilizacdo mais recente. Apesar
da maioria dos estudos serem realizados com o método de congelamento, a
vitrificacdo foi predominante em estudos com embribes, PGCs e
testiculo/espermatogbnias. Em esséncia, os métodos de congelamento e vitrificacao
apresentam duas principais variacbes, que sdo a taxa de resfriamento e a
concentracao dos crioprotetores utilizados.

Na maior parte dos estudos, observou-se o0 uso de crioprotetores de maneira
associado a outros crioprotetores e a um extensor. Esta associacao dos crioprotetores
€ utilizada visando reduzir a toxicidade global e obter o efeito aditivo de cada um dos
crioprotetores (De Carvalho et al., 2014). Dentre os crioprotetores utilizados podemos
observar que no geral, o metanol foi o crioprotetor mais utilizado, seguido do DMSO.
Os crioprotetores sdo compostos quimicos naturais ou sintéticos utilizados a fim de
proteger as células dos danos causados durante a criopreservacao, sendo a principal
funcdo a de remover e/ou substituir o liquido intracelular (Ebertz e McGann, 2004).
Um agente crioprotetor permeavel deve apresentar como caracteristicas o baixo peso
molecular, baixa toxicidade e alta capacidade de atravessar a membrana celular
(Fahy, 2010). Quanto aos crioprotetores externos ou ndo permeaveis, a sacarose foi
a mais utilizada, seguido pelo leite em po, trealose e glicose. Esses crioprotetores
externos geralmente sdo menos toxicos que 0s internos, e podem resultar em um

efeito benéfico sobre o material criopreservado, oferecendo estabilidade e reparagéo
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externa a membrana celular (Cabrita et al., 2006). Por serem compostos hidrofilicos,
eles se ligam as moléculas de &gua, aumentando a viscosidade da solucdo e
diminuindo a formag&o de cristais de gelo (Fahy, 2007).

De maneira geral, os extensores mais utilizados foram o HBSS e o L-15. Apesar
dos extensores terem papel de grande importancia por servirem de meios nutritivos
para as células e darem mais estabilidade a solu¢do e as membranas plasmaticas das
células, diminuindo assim os danos osmoéticos, podemos observar que poucos
estudos testaram diferentes extensores na mesma pesquisa, sendo que na maioria
das vezes nado esta claro a justificativa dos autores para a escolha do extensor
utilizado em seu protocolo. Futuros estudos que visem avaliar com mais detalhamento
os efeitos de diferentes extensores nos protocolos de criopreservacao sao importantes
para o refinamento das técnicas ja utilizadas.

Com relagdo ao dispositivo utilizado para o armazenamento das amostras
durante o processo de criopreservacdo, observamos uma grande variedade de
materiais utilizados. No geral, palhetas plasticas de 0,25mL e 0,5mL, além de criotubo
de 2mL, foram os mais utilizados. A escolha do dispositivo deve levar em consideracéo
principalmente a técnica de criopreservacgao utilizada, pois ira influenciar diretamente
na taxa de resfriamento da amostra. Aléem de considerar a praticidade no uso, a
facilidade no manejo e a seguranca quanto a possibilidade de contaminacdo da
amostra.

O sémen foi 0 material mais utilizado nas pesquisas, o que era esperado, tendo
em vista que o sémen é o material mais explorado na criopreservacao em peixes (De
Carvalho et al.,, 2014, Tiersch et al., 2007). Contudo, apesar de semelhancas
estruturais, morfolégicas e biofisicas observadas entre os espermatozoides de
zebrafish e outras espécies de ciprinideos (Zhang et al., 2014), € importante
reconhecer que a criopreservacao de espermatozoides de zebrafish é dificil, devido
ao baixo volume de espermatozoides, a baixa qualidade pds descongelamento e alta
variacdo no sucesso da fertilizacdo in vitro, tanto no esperma fresco quanto
criopreservado (Diogo et al., 2019). Os estudos demonstram uma grande variacdo nos
resultados obtidos com os protocolos testados. Apesar de grande parte dos estudos
apresentarem as taxas de fertilizacdo que € o parametro considerado o mais indicado
para a validacdo do sucesso da técnica (Cabrita et al., 2010; Gallego e Asturiano,
2018), a maioria ndo indica as taxas de eclosdo, o que impede a avaliagcdo da

eficiéncia do protocolo de criopreservagéo, pois o numero de larvas obtidas a partir do
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sémen criopreservado acaba sendo desconhecido. Contudo, em termos de viabilidade
apos o descongelamento, os estudos que apresentaram resultados positivos
utilizaram como meio de criopreservacao o gelo seco (Harvey et al., 1982; Morris et
al., 2003; Charmicael et al., 2009) e gelo seco triturado (Ransom e Son, 1999; Draper
e Moens, 2009; Matthews et al., 2018; Silva et al., 2019) o freezer de taxa controlada
(Yang et al., 2007, 2016; Hagedorn et al., 2012; Bai et al., 2013; Wang et al., 2015;
Diogo et al., 2018) e mais recentemente o ultra-freezer -150°C (Diogo et al., 2018,
2019). A auséncia de testes de vitrificacdo para sémen de zebrafish abre uma
oportunidade para que estudos sejam realizados nessa area. Estudos com vitrificacdo
de sémen de outras espécies de peixes estdo sendo utilizados e apresentando
resultados interessantes como mostra a reviséo sobre o tema de Xin et al. (2017).

Com relac&o aos resultados obtidos com os trabalhos com a criopreservacgéao
de sémen de zebrafish, a maior motilidade espermatica observada foi de 78% (Yang
et al., 2007), a maior viabilidade observada foi de cerca de 66% (Hagedorn et al.,
2012), a maior taxa de fertilizacéo observada foi de cerca de 90% (Diogo et al., 2018)
e a maior taxa de ecloséo foi de cerca de 60% em trabalho de Wang et al. (2015). De
maneira geral, é dificil realizar uma comparacao direta dos resultados apresentados
pelos diferentes trabalhos publicados, pois as técnicas utilizadas para avaliacédo foram
diferentes e o periodo e forma de observacéo da fertilizacao foi diferente entre os
trabalhos, além disso, apenas os trabalhos de Wang et al. (2015) e Diogo et al. (2018,
2019) relataram dados de larvas eclodidas a partir de sémen de zebrafish
criopreservado, tornando dificil a avaliacdo da real efetividade de cada protocolo
realizado. Destacamos os trabalhos realizados por Diogo et al. (2018, 2019), que
trazem uma técnica diferentes para realizacdo da criopreservacédo com o ultra-freezer
(-150°C) e também relatam os efeitos da criopreservacdo sobre o desenvolvimento
das larvas ap6s a ecloséo, dando um passo a mais na avaliacéo da real eficiéncia dos
protocolos praticados até o presente momento.

Mais recentemente dois estudos publicados por Marinovic et al. (2018, 2019),
demonstraram a possibilidade de criopreservacdo em machos de zebrafish,
desenvolvendo protocolos para a preservacdo de espermatogbnias, apresentando
resultados com mais de 50% de espermatogdnias viaveis apos 0 aquecimento das
amostras. O protocolo se baseou na criopreservacéao dos testiculos de zebrafish, com
0 objetivo de possibilitar no futuro o transplante desse tipo de células em animais

receptores, de forma que seja possivel diferencia-las tanto em espermatozoides
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quanto em oOvulos. Essa técnica diminuiria a dificuldade de se preservar o genoma
feminino e diploide da espécie.

Sobre a criopreservacdo de tecidos e células reprodutivas de fémeas de
zebrafish, os estudos foram focados na criopreservacao de odcitos imaturos (estagios
| e Il) ou em estégio Ill de desenvolvimento, ou com fragmentos de tecido ovariano,
sem dissociar as células e selecionar foliculos previamente a criopreservacdo. Apés
11 anos desde os primeiros estudos nessa area, publicados por Guan et al. (2008) e
Zhang et al. (2008), diversos crioprotetores ja foram testados (Godoy et al., 2013),
assim como as técnicas de congelamento lento e vitrificacdo ja foram comparadas
(Marques et al., 2019). Aprimoramentos das técnicas utilizadas foram desenvolvidas
e resultados positivos de viabilidade celular apds a criopreservacao foram obtidos nos
estudos. As maiores taxas de viabilidade celular observada apds o processo de
criopreservacao foram nos trabalhos publicados por Guan et al. (2008) que relataram
88% de viabilidade de odcitos apds o congelamento de foliculos ovarianos; e o
trabalho realizado por Zampolla et al. (2011), que obtiveram cerca de 90% de
viabilidade de odcitos apods realizagcdo de congelamento de fragmentos de tecido
ovariano. Contudo, os resultados ainda se limitam a informac¢des de conhecimentos
basais sobre o efeito da criopreservacao nas células, pois a utilizacao pratica dessas
células para fertilizacéo ainda néo é possivel ou pouco provavel, tendo em vista que
nao se obteve sucesso na criopreservacao de oocitos maduros, que estao prontos
para serem fertilizados. Sendo assim, estudos estdo sendo realizados visando a
maturacdo dos odcitos in vitro, e ja apresentam resultados promissores (Silva et al.,
2018), o que pode possibilitar em breve que os od0citos imaturos viaveis apos a
criopreservacao, sejam utilizados para fertilizacdo, depois de serem maturados in
vitro.

Apesar dos resultados obtidos nos estudos com todos os tipos de células e
tecidos serem bastante variaveis, e em muitos casos apresentarem poucas respostas
positivas, a criopreservacdo de embrido de zebrafish foi o Unico que ndo obteve
sucesso, pois diferentemente da criopreservacdo de embrides de mamiferos, a
criopreservacao de embrides de peixes ainda apresenta poucos resultados positivos.
Para os protocolos aplicados até o presente momento para criopreservacao de
embrides de zebrafish, os trabalhos publicados por Zhang e Rawson (1996) e
Martinez-Paramo et al. (2009), conseguiram observar viabilidade morfolégica de

embrides ap0s o processo de criopreservacdo, contudo, ndo conseguiram obter
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desenvolvimento dos embrides e eclosao, tornando a criopreservacéo de embrides de
zebrafish ainda nao efetiva. Isso reflete em uma reducdo dos estudos avaliando a
criopreservacao de embrides ao longo do tempo, pois como nao foi obtido éxito nos
protocolos devido a auséncia de viabilidade celular, os estudos nessa area acabaram
se tornando mais escassos e dando espaco as tentativas de criopreservacdo de
outros tipos de amostras, como 0s gametas e células primordiais. Nesse sentido,
blastbmeros e células germinativas primordiais ja apresentaram eficiéncia em
protocolos de criopreservacgao testados até o momento, sendo o trabalho de Cardona-
Costa e Garcia-Ximénez (2007) que obteve cerca de 93% de viabilidade de
blastémeros apds a vitrificacdo e o trabalho de Riesco et al. (2012) que obteve cerca
de 92% de viabilidade de PGCs apds congelamento, 0s que apresentaram 0s maiores
indices de viabilidade celular apdés o processo de criopreservacdo. As células
primordiais apresentam limitagdes quanto ao seu uso apos a criopreservacao, tendo
em vista que as técnicas de maturacdo e implante dessas células em materiais
receptores ainda sdo muito novas e apresentam ainda muitas dificuldades de
aplicacdo, sendo um campo de pesquisa ainda que deve evoluir nos proOXimos anos e
explorado com maior frequéncia, tendo em vista que os estudos realizados até o
momento ja apresentam eficiéncia quanto a viabilidade celular desses materiais apos
a criopreservacao.

Essa revisao sistematica permitiu de maneira inédita e detalhada a compilacéo
e apresentacao de dados dos artigos publicados na area de criopreservacéo utilizando
o zebrafish como modelo. A caracterizacdo das pesquisas aqui apresentadas, permite
uma visao geral e direta dos protocolos de criopreservacdo aplicados até agora. A
inclusdo dos estudos nesta revisao e a partir da selecao sistematica, o agrupamento
de informacBes metodoldgicas essenciais aplicadas em cada pesquisa, e a
guantificacdo da utilizacdo de cada parametro das técnicas de criopreservacao para
cada tipo de amostra, permite uma avaliacdo mais criteriosa dos protocolos de
criopreservacdo em zebrafish ja utilizados. Desta maneira foi possivel entender
melhor o caminho percorrido pelos estudos nessa area de pesquisa, possibilitando
identificar limitacées e dificuldades, assim como identificar lacunas deixadas nos
estudos. Além disso, a andlise dos dados possibilitou a identificacdo de possiveis
tendéncias de estudos futuros e desta forma, projetar possiveis caminhos a serem

seguidos na area.
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Por fim, observou-se nesta revisdo sistematica que as diferencas
metodoldgicas e as particularidades de cada estudo sdo uma limitagdo para uma
avaliacdo mais segura da eficiéncia destes protocolos. Apesar de alguns resultados
serem desfavoraveis, como no caso da criopreservacdo de embrides e das
divergéncias metodoldgicas entre trabalhos, que dificultam a padronizacdo dos
protocolos de criopreservacéo, ja é possivel estabelecer os principais aspectos para
o desenvolvimento de protocolos melhorados, como os componentes mais utilizados
nos protocolos e utilizados mais recentemente, apresentando resultados mais
promissores. Assim, as evidéncias cientificas apresentadas nesta revisdo podem
contribuir para novos estudos de criopreservacdo em zebrafish. Além disso,
acreditamos que as informacfes contidas nessa revisdo sistematica podem servir
como ponto inicial de estudo para novos pesquisadores que desejam trabalhar na area
de criopreservagdo utlizando o zebrafish como modelo biolégico, por trazer
informacdes de historico e detalhes metodologicos de maneira resumida em tabelas

e ilustrativas em graficos.
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Resumo: O objetivo do presente estudo foi avaliar a combinacéo e interacdo de
diferentes extensores, crioprotetores permeaveis e ndo permedveis, analisando os
efeitos da criopreservacao de sémen de zebrafish através de uma abordagem ampla
de variaveis. Foram utilizados dois extensores, a solucdo salina balanceada de Hank
(HBSS) e solugéo de Ginsburg. Foram utilizadas oito solugdes crioprotetoras: SC1
(HBSS + DMSO 8%), SC2 (HBSS + Metanol 8%), SC3 (HBSS + DMSO 8% + Leite
em pé desnatado 15%), SC4 (HBSS + Metanol 8% + Leite em p6 desnatado 15%),
SC5 (Ginsburg + DMSO 8%), SC6 (Ginsburg + Metanol 8%), SC7 (Ginsburg + DMSO
8% + Leite em pd desnatado 15%) e SC8 (Ginsburg + Metanol 8% + Leite em pé
desnatado 15%). As amostras foram criopreservadas em criotubos por 20 minutos em
gelo seco, armazenadas em nitrogénio liquido, descongeladas a 38°C por 10
segundos e analisadas. A taxa e tempo de motilidade n&o diferiu entre 0s grupos
criopreservados. A viabilidade foi maior nos tratamentos contendo leite em pd, em
comparacdo ao tratamento SC1. A integridade de membrana foi maior nos
tratamentos SC4, SC7 e SC8, com leite em pd, em comparacdo ao SC1 e SC5. O
percentual de espermatozoides com morfologia normal foi maior nos tratamentos SC2,
SC3, SC4 e SC7 em comparacdo ao SC5 e SC6. A criopreservacdo aumentou as
patologias espermaticas, em especial para cauda enrolada, gota proximal, cabeca
degenerada e cabeca solta. A peroxidacéao lipidica nao foi diferente entre os grupos
criopreservados. A geracao de espécies reativas de oxigénio foi menor no tratamento
SC4, que também apresentou a maior atividade da enzima superoxido dismutase.
Para atividade da enzima catalase, os maiores valores foram observados nos
tratamentos SC7 e SC8 e 0os menores valores nos tratamentos SC1, SC3 e SC6. O
tratamento SC8 apresentou maior quantificacdo de grupos sulfidrilicos totais,
enquanto o SC6 o menor valor. A analise do ensaio cometa demostrou que as
amostras criopreservadas com as solugbes contendo leite em pd apresentaram
menores percentuais de danos no DNA. De maneira geral, observou-se que a adi¢cao
do leite em p6 desnatado como crioprotetor ndo permedavel reduziu os danos
causados pela criopreservacdo de sémen de zebrafish, em especial para os danos
causados pelo estresse oxidativo e ao DNA.

Palavras chave: Crio injurias, crioprotetores, Danio rerio, danos no DNA, ensaio

cometa, estresse oxidativo.
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1. Introducgao
O zebrafish (Danio rerio) apresenta diversas caracteristicas interessantes para

um modelo biolégico, como alta fecundidade, tempo entre geragbes curto, rapido
desenvolvimento, embriogénese externa, embrides translicidos e facil manutencéo
em laboratério [1]. Essas caracteristicas fazem do zebrafish um modelo
frequentemente utilizado em todo mundo, com laboratérios de mais de 100 paises
utiizando a espécie como modelo, em diversas é&reas de pesquisa [2].
Consequentemente, novas linhagens sao desenvolvidas continuamente, resultando
em desafios em termos de espaco e gerenciamento desse recurso genético, possivel
de ser contornado pela criopreservacao [3].

A criopreservacdo de sémen € uma ferramenta util testada em mais de 200
espécies de peixes [4]. Sendo que a criopreservacdo de sémen de zebrafish foi
publicada pela primeira vez em 1982 [5], e a partir desse trabalho diversos protocolos
foram desenvolvidos e adaptados [6—16]. Contudo, uma caracteristica em comum
entre os protocolos de criopreservacao de sémen de zebrafish e de outras espécies
de peixes sdo as inconsisténcias dos resultados com alta variabilidade na qualidade
do sémen pos-descongelamento [17,18].

Os diversos estudos com criopreservacao de sémen de zebrafish avaliaram
diferentes tipos de dispositivos e meio de criopreservacdo, taxa de resfriamento,
extensores, crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis, produzindo uma quantidade
significativa de informacfes, que indicam alguns procedimentos a serem adotados
durante o processo de criopreservacao. Porém, a comparacdo da combinacéo e
interacdo de diferentes extensores, crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis, foi
pouco analisada. A combinacéo de diferentes componentes na solucdo crioprotetora
€ considerada uma boa estratégia para aumentar a viabilidade apds criopreservacao
[19]. Além disso, a maioria dos trabalhos publicados com criopreservagcdo de sémen
de zebrafish focaram em avaliacbes mais objetivas e diretas sobre o sucesso da
criopreservacdo como a motilidade e taxa de fertilizacdo. Porém, uma parte muito
importante da pesquisa em criopreservacdo esta focada em revelar as respostas
fisicas e biolégicas subjacentes da célula e a causa dos danos gerados pela
criopreservacao [20].

Uma abordagem mais ampla dos danos causados pelo processo de
criopreservacao, em especial dos danos oxidativos e no DNA que foram pouco

abordados na espécie, podem fornecer informacdes importantes que auxiliam a
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elucidar a forma que as células sdo afetadas pela criopreservagdo e as principais
fontes de crio-injurias nos espermatozoides criopreservados. Dessa forma, o objetivo
do presente estudo foi comparar a combinacao e interacdo de diferentes extensores,
crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis, analisando os efeitos do processo de
criopreservacdo sobre multiplas variaveis, tais como sobrevivéncia, morfologia e

integridade dos espermatozoides, danos oxidativos e ao DNA.

2. Material e métodos

2.1. Manutencéao dos zebrafish
Os peixes foram mantidos em uma densidade de dois animais/L de dgua, em um

fotoperiodo de 14:10 (luz:escuro), em temperatura de 28+1°C e pH 7,1+1,2, em
aquarios de vidro (30 litros) contendo aeracéo, termostato para controle e manutencéo
da temperatura da agua e filtragem mecéanica, quimica e bioldgica. Foi realizada a
limpeza e remocdo de sujidades diariamente, com renovacdo da agua de
aproximadamente 10% do volume total do aquario. Os peixes foram alimentados trés
vezes ao dia com racao comercial floculada (Alcon Basic®) e artémia, até a saciedade
aparente.

Foram utilizados 120 machos de zebrafish, aptos a reproducéo com idade entre
6 a 12 meses. Os zebrafish selecionados para o experimento apresentaram peso
meédio de 487,76+128,65mg, comprimento total médio de 35,08+3,46mm, peso médio
das gbnadas (5,42+4,27mg), indice gonadossomatico (IGS) de 1,09+0,77, calculado
através da férmula IGS = ((peso da génada/peso corporal) x100), fator de condi¢céo
(K) de 1,13+ 0,22, calculado através da formula K = ((peso corporal/comprimento
total®) x 100) e concentracédo espermatica de 1,20 x 108 + 1,55 x 108 células/mL, que
foi mensurado através de contagem em camera de Neubauer em microscopio 6ptico
(Eclipse E200, Nikon), em aumento de 400x.

O experimento foi realizado de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle e Experimentacdo Animal — CONCEA e aprovado no Comité de Etica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sobre o projeto N° 35329.

2.2. Coleta e processamento do sémen
Para a coleta das amostras de sémen, os peixes foram eutanasiados em dose

letal de tricaina metano sulfato (0,6mg/mL; 27+0,5°C; pH 7,1+0,1) [21]. Em seguida

os peixes foram enxaguados para retirada do anestésico, secos suavemente para
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retirada do excesso de agua e posteriormente foi mensurado o peso Umido dos
animais e comprimento total. O sémen foi coletado pela remocado cirdrgica dos
testiculos. O tecido aderente foi dissecado e os testiculos colocados em microtubos
de 1,5mL e pesados. Foi adicionado ao microtubo o extensor respectivo de cada
tratamento (Secao 2.3 e 2.4) em uma propor¢éo de gonada e extensor de 1:25 (peso
da gbnada: volume do extensor). O sémen foi suspenso na solugdo por meio de
lavagem com auxilio de pipeta, resumidamente, o tecido aderido foi pressionado
suavemente com a ponteira contra o interior do microtubo, para que o tecido se abrisse
e libera-se o0s espermatozoides, posteriormente o contetdo foi pipetado
consecutivamente (cerca de 10 vezes) de maneira suave para que o conteudo seminal
saia de dentro do tecido aderido, posteriormente o tecido da gbnada foi retirado do
microtubo. O método de coleta de sémen por meio de lavagem dos testiculos foi
utilizado nesse estudo, a partir das recomendacdes e éxito relatados em diversos
estudos em zebrafish [7,9,13,14,22]. Logo apés a coleta do sémen, uma amostra de
5ul de sémen diluido foi retirada para avaliar se houve ativacdo prematura da
motilidade.

Foram distribuidos dez “pools” de sémen de seis machos cada, diluidos em
HBSS para os tratamentos SC1, SC2, SC3 e SC4, e dez pools de sémen de seis
machos cada, diluidos em solucéo de Ginsburg para os tratamentos com as solucdes
SC5, SC6, SC7 e SC8, e seus respectivos controles frescos. Os “pools” foram
distribuidos dessa forma, pois a coleta do sémen foi realizada por meio de lavagem
dos testiculos dissecados com o extensor, sendo desta maneira a suspensao dos

espermatozoides ja realizada no extensor especifico de cada tratamento.

2.3. Extensores
Foram utilizados dois extensores, a solucdo de Ginsburg e a solucdo salina

balanceada de Hank (HBSS), para diluicio do sémen. Esses extensores foram
escolhidos por serem os mais utilizados para a espécie, e foram utilizados de acordo
com os diferentes grupos experimentais. A solucao de HBSS utilizada foi composta
de NacCl (8,0q), KCI (0,49), CaCl»2H20 (0,169), MgS047H-0 (0,2g), Na2HPO4 (0,0649),
KH2PO4 (0,06g), NaHCO3 (0,35 g), CeH1206 (1,0g) em 1000mL de agua destilada,
sendo ajustado os valores de pH para 7,5, e de osmolaridade para 300mOsm/L. A
solugéo de Ginsburg foi composta de NacCl (6,50g), KCI (0,250g), CaCl»>2H20 (0,3509)
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e NaHCOs (0,20g) em 1000mL de agua destilada, fazendo-se o ajuste da
osmolaridade (300 mOsm/L) e pH (7,5).

2.4. Solugdes crioprotetoras
Foram avaliadas as combinagdes de diferentes extensores e crioprotetores nos

tratamentos. Sendo assim, os extensores HBSS e Ginsburg foram combinados com
0s crioprotetores permeaveis metanol e dimetilsulféxido (DMSO), combinados ou nédo
com o leite em p6 desnatado como crioprotetor ndo permeavel. As solucdes de
criopreservacao utilizadas estdo detalhadas na Tabela 1. As solugbes foram
preparadas para conterem o dobro do % de crioprotetores, pois no momento do
congelamento metade da amostra € composta pelo sémen diluido no extensor e a
outra metade da solucdo crioprotetora. Desta maneira ao misturar a solugao
crioprotetora ao sémen previamente diluido a concentracdo final dos crioprotetores
serdo as concentracoes utilizadas para cada tratamento, como esta demonstrado na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicao das solucdes crioprotetoras utilizadas na criopreservacéo de
sémen de zebrafish.

Solucéo HBSS | Ginsburg | DMSO! Metanol? Leite em p63
crioprotetora (SC) (8%) (8%) (15%)

SC1 X X

SC2 X X

SC 3 X X X

SC4 X X X

SC5 X X

SC6 X X

SC7 X X X

SC8 X X X

L2Sigma-Aldriche, 3Leite em pé desnatado Molico (Nestlé®)

2.5. Congelamento e descongelamento do sémen
O sémen ja diluido no extensor de cada tratamento foi distribuido em criotubos

(2mL) em um volume de 10ul por criotubo e posteriormente adicionado 10ul da
solucao crioprotetora do tratamento, misturando-se ao sémen diluido com uma pipeta.

A diluicdo final com a solug&o crioprotetora foi de 1:50 (gbnada:volume de solugéo)
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[14]. O tempo de equilibrio da amostra com o crioprotetor antes do congelamento foi
de 10 minutos, pois tempos maiores causam reducao significativa da motilidade
espermatica pdés-descongelamento [15].

Para o congelamento seguimos recomendacgdes de Matthews et al. [14], para
obter uma taxa de resfriamento de 14-16°C/min, considerada ideal para a espécie
guando se utiliza gelo seco triturado em isopor como meio de criopreservacao. Apos
o tempo de equilibrio, o criotubo contendo a amostra foi colocado em um tubo falcon
(15mL) acima de outro criotubo vazio e sem tampa, e logo em seguida o tubo falcon
com a amostra foi colocado em gelo seco triturado durante 20 minutos. Ao término
dos 20 minutos de congelamento, os criotubos com os diferentes tratamentos foram
transferidos para o nitrogénio liquido para armazenamento. Para o descongelamento,
as amostras foram aquecidas em banho-maria a 38°C durante 10 segundos [14] e

posteriormente analisadas.

2.6. Avaliacdo de qualidade do sémen
Todas as analises de avaliacdo de qualidade seminal foram realizadas para as

amostras descongeladas de cada grupo criopreservado e para o sémen fresco diluido

em cada extensor.

2.7. Taxa de motilidade, tempo de motilidade e morfologia espermatica
Para a ativagao da motilidade espermatica, 1ul de sémen foi diluido em 20ul de

solucdo com 80mM de NaCl (~ 160-200 mmol/kg) [23], em seguida um volume de 1pl
desta solucéo foi colocado em lamina e estimado a motilidade (10 segundos apos
ativacao) em microscopio optico de luz (Eclipse E200, Nikon), em aumento de 400x.
A proporcédo de ativacéo de 1:20 (sémen:ativador) foi realizada de acordo com Yang
et al. [8]. A motilidade foi expressa como a porcentagem (0 a 100%) de
espermatozoides que se moviam ativamente para frente, ndo considerando
espermatozoides que vibravam no local [8]. Para o tempo de duracédo de motilidade,
no momento da diluicdo, um crondmetro foi acionado e interrompido quando os
espermatozoides cessaram todos os movimentos dentro do campo Optico. Foram
analisadas oito amostras por tratamento, em triplicata.

Para a analise de morfologia espermatica, a amostra de sémen foi previamente
fixada em solucédo de formol salina tamponada (4,6%) em uma proporcdo de 1:500

(sémen:formol). Posteriormente a amostra fixada foi misturada ao corante Rosa de
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Bengala (4%) em um microtubo (1,5mL), a uma diluicdo de 1:50 (rosa de
bengala:sémen fixado em formol tamponado 10%) e as laminas entdo foram
confeccionadas utilizando 20ul da amostra corada. Foi avaliada a morfologia de 200
espermatozoides/lamina em um microscopio O6ptico (Eclipse E200, Nikon) em
aumento de 1000x. Foram quantificados os percentuais de espermatozoides normais
e anormais, e identificados os tipos de patologias seguindo orientagdes de Milliorini et
al. [24] e Da Costa et al. [25]. Sendo que no presente estudo foram encontradas e
guantificadas as seguintes patologias: macrocefalia, microcefalia, cabeca
degenerada, cabeca solta, gota distal, gota proximal, cauda quebrada, cauda

enrolada, cauda curta e cauda dobrada. Foram analisadas 10 |laminas por tratamento.

2.8. Integridade de membrana e viabilidade (Live/Dead)
Foram utilizadas duas técnicas para avaliacdo de integridade de membrana

celular e viabilidade celular. A integridade de membrana foi analisada pelo método de
coloracdo de eosina-nigrosina adaptado de Bloom [26], onde 10uL de sémen foi
misturado a 30uL de cada corante (eosina amarela 3% e nigrosina 5%). Apos a
confeccdo e secagem ao ar das laminas, foram entdo analisadas por meio de
microscépio Optico em aumento de 400x, sendo quantificado o percentual de
espermatozoides com membrana integra em 200 espermatozoides por lamina. Foram
considerados integros os espermatozoides que apresentaram a cabeca nédo corada e
nao integros os espermatozoides que apresentaram a cabeca corada. Foram
analisadas nove laminas por tratamento.

A analise de viabilidade (Live/Dead) foi realizada segundo protocolo adaptado
[13,27]. Especificamente, 10uL de amostra foram diluidos em 40uL de solucéo salina
(0,9%) e corados com 100nM de SYBR14 (um corante de acido nucleico que permeia
a membrana) e 12uM de iodeto de propidio (corante que permeia células com
membranas nao integras), as laminas foram confeccionadas utilizando 20uL da
amostra corada. As células espermaticas foram entdo visualizadas com um
microscoépio de epi-fluorescéncia (Axio Imager A2, Carl Zeiss) em aumento de 400x e
analisadas 200 células por lamina. A viabilidade foi calculada como o numero de
células que se apresentaram coradas pelo SYBR14 (verde brilhante), dividido pelo

numero total de células. Foram analisadas cinco laminas por tratamento.
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2.9. Analises bioquimicas de estresse oxidativo
2.9.1. Quantificacao proteica

A concentracdo de proteina nos extratos proteicos foi determinada de acordo
com o método descrito por Bradford [28], utilizando albumina sérica bovina como
padrdo e em leitura espectrofotométrica a 595nm. Este método baseia-se na ligacdo
do corante (Coomassie Brilliant Blue /G-250) com moléculas de proteinas da amostra,
formando um complexo de cor azul. Os dados obtidos da quantificagédo proteica foram
utilizados nos calculos das outras variaveis bioquimicas analisadas. Nas amostras em
que foi utilizado leite em po, descontou-se a proteina exclusiva do leite, através da
leitura em espectrofotdmetro de uma amostra contendo somente o leite em po diluido

no extensor.

2.9.2. Peroxidacdo lipidica

O teste de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi realizado com
base no protocolo de Buege e Aust [29], com algumas modificacdes, esse teste leva
em consideracdo a reacdo de duas moléculas de TBA com uma de acido
tricloroacético (TCA) que gera uma cor rosa que pode ser lida em espectrofotémetro,
em comprimento de onda de 495nm. Para a analise, 100uL da amostra foram
reagidos com 400uL de TCA (10%) e 500uL de TBA (0,67%), essa mistura foi
aquecida até 96° por trinta minutos, resfriada em gelo por cinco minutos, em seguida
centrifugada novamente por trinta minutos a 13500rpm (4°C), e lida em
espectrofotometro em 595nm. Os resultados sdo apresentados em nmol de
malondialdeido (MDA) por mL de amostra. Juntamente com as amostras foi realizada
uma curva de calibracdo com concentra¢des conhecidas de MDA (0,75, 1,5, 3,6 e 12
nmol) para estimativa do fator de correcdo. Foram analisadas quatro amostras por

tratamento, em duplicata.

2.9.3. Avaliacdo da Oxidacéo da Diclorofluoresceina diacetato (H.DCF-DA)

A geracédo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) foi estimada pelo método
descrito por LeBel et al. [30] utilizando H2DCF-DA, o qual, na presenca de EROs,
conduz a producéao de diclorofluoresceina (DCF), um produto fluorescente que pode
ser quantificado por fluorimetria. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada em
SpectraMax® M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical

Technologies, Sunnyvale, California) utilizando excitacado e emisséao a 480 e 535nm,
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respectivamente. Uma curva de calibracéo foi realizada com DCF padréo (10uM) e os
niveis de EROs expressos como pmol DCF/mg de proteina. As analises foram
realizadas em triplicatas de amostras bioldgicas independentes.

2.9.4. Avaliacdo da atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada pelo método descrito por Misra e Fridovich
[31], o qual estima a dismutacao do radical superéxido através da inibicdo da oxidacdo
da adrenalina, em 480nm. A inibigdo da oxidagao da adrenalina ocorre pela presenga
de enzima SOD na amostra, e a atividade foi indiretamente avaliada em modo cinético
no leitor de microplaca SpectraMax® M2e (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, California). Uma unidade (U) de SOD é definida como a
guantidade de enzima necessaria para inibir 50% da oxidacdo da adrenalina, tendo
atividade expressa como U SOD/mg de proteina. As analises foram realizadas em

triplicatas de amostras bioldgicas independentes.

2.9.5. Avaliacdo da atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Aebi [32], o qual
se baseia no decréscimo da absorbancia em 240nm, em presenca de H202 no meio
de reacdo. A atividade foi avaliada em modo cinético no leitor de microplaca
SpectraMax® M2e (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale,
California). Uma unidade (U) de CAT é definida como 1umol de H2O2 consumido por
minuto, tendo a atividade expressa como U CAT/mg de proteina. As analises foram

realizadas em triplicatas de amostras biologicas independentes.

2.9.6. Quantificacao de grupos sulfidrilicos totais

A quantificacdo de grupos sulfidrilicos totais baseia-se na reduc¢éo do acido 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoico, que gera um produto amarelo (tionitrobenzoico), cuja
absorbancia pode ser verificada em 412nm, segundo protocolo estabelecido por
Ellman [33]. O conteudo de grupos sulfidrilicos totais correlaciona-se inversamente
com o dano oxidativo em proteinas. A quantificacdo baseou-se em curva padréo
utilizando cisteina 0,5mM como padrdo, e os resultados foram expressos como
nmol/mg de proteina. As andlises foram realizadas em triplicatas de amostras

bioldgicas independentes.
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2.10. Ensaio cometa

Para a técnica de ensaio cometa alcalino foi utilizado o método previamente
descrito por Singh et al. [34] com algumas adaptacfes. Primeiramente, laminas
histolégicas foram lavadas com detergente, secas em estufa e limpas com etanol, em
seguida recobertas com uma camada de agarose (1,5%) com ponto de fusdo normal
(NMP). As amostras (50uL) foram misturadas com 110pL de agarose com baixo ponto
de fusdo e depositadas sobre as laminas pré-recobertas com agarose NMP.
Posteriormente as laminas foram deixadas em solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100
mM, TRIS 10 mM) over-night. Para o controle positivo foi utilizado 10uL de perdxido
de hidrogénio (100uM) em 190uL da amostra, incubado a 4°C por 10 minutos. Em
seguida as laminas passaram por uma etapa de vinte minutos de desenrolamento
alcalino, com solucdo de NaOH (0,3 M) e EDTA (1 mM), pH 10. Posteriormente essas
laminas foram submetidas a eletroforese por vinte minutos, em 1V/cm e 300mA. Em
seguida foi realizado uma etapa de neutralizagdo das laminas com TRIS (0,4 M), pH
7,5, e uma etapa de fixacdo das laminas com etanol 100%. Ao final, as laminas foram
coradas com solucdo de brometo de etideo, e analisadas em microscépio de epi-
fluorescéncia (Axio Imager A2, Carl Zeiss) com filtro de 605nm, com o software Comet
Imager 2.2 da Metasystem®.

Dentre todas as variaveis que o software analisa, escolhemos o % de DNA na
cauda do cometa, comprimento da cauda do cometa (um), Tail Moment e Olive Tail
Moment, por serem 0s principais parametros de analise de danos no DNA do cometa
utilizados na literatura. O Olive Tail Moment é o principal indice de dano ao DNA [35],
€ o produto do % de DNA na cauda e da distancia mediana da migracao que se da
pela distancia entre o centro de gravidade da cabeca do cometa e o centro de
gravidade da cauda do cometa [36]. O comprimento da cauda do cometa € a distancia
maxima que o DNA danificado migra do centro do ndcleo da célula até a ponta da
cauda. A % de DNA na cauda € o DNA total que migra do nucleo para a cauda do
cometa. O Tail Moment é o produto do comprimento da cauda e a porcentagem de
DNA da cauda, o que fornece uma medida mais integrada do dano geral ao DNA na
célula [35—-37]. Foram analisados 100 cometas por lamina. Foram analisadas nove

laminas por tratamento.
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2.11. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de homogeneidade (teste de
Levene) e testes de normalidade (Shapiro Wilk, Kolmogorov Smirnov ou D’Agostino &
Pearson). Normalizacdo dos dados em logaritmo foi realizada quando necessario.
Posteriormente aplicou-se analise de variancia (ANOVA) de uma via sobre o0s
resultados nos grupos criopreservados, e quando observado diferenca significativa foi
aplicado o teste de comparacao de médias de Tukey. Para os dados ndo paramétricos
aplicou-se andlise de Kruskal Wallis, e quando observado diferenca significativa entre
os tratamentos aplicou-se o teste de Dunn. Realizou-se analise de variancia de trés
vias (Three-Way ANOVA) para avaliar o efeito de cada componente das solugdes
crioprotetoras e suas interacdes, levando em consideracdo o efeito do crioprotetor
permeavel, o efeito do crioprotetor ndo permeavel, o efeito do extensor, e as
interacdes entre os fatores (permeavel*ndo permeavel; permeéavel*extensor; nao
permeavel*extensor; permeavel*ndo permeavel*extensor). Todos os testes foram
realizados considerando uma significancia de 5%. Os dados estdo apresentados
como média e desvio padréo. As analises estatisticas e confecc¢ao dos graficos foram
realizadas com auxilio do software Graphpad Prism 7.0.

Com o objetivo de avaliar de maneira mais abrangente o conjunto de dados
obtidos nos tratamentos FG, FH, SC1, SC2, SC4, SC5, SC6, SC7 e SC8 e ver o
comportamento das respostas através dos parametros avaliados nos sémen, esses
dados foram tabulados e o conjunto de dados foi usado para fazer a analise de
componentes principais (PCA), o que permite reducdo de dimensionalidade dos
dados, realizando uma combinacao linear e rejeitando uma parte das componentes

com a menor variacao. A andlise de PCA foi executada por meio do software R.

3. Resultados:

Os resultados da analise qualitativa do sémen de zebrafish ap6s processo de
criopreservacao podem ser observados na Figura 1. Nao foi observado diferenca entre
as diluicdes nos extensores HBSS e Ginsburg sobre os resultados observados de taxa
de motilidade, tempo de motilidade, percentual de espermatozoides com morfologia
normal, viabilidade e integridade de membrana, demonstrando que os resultados
observados ap0s o processo de criopreservacdo ocorreram devido aos efeitos dos
crioprotetores e do congelamento/descongelamento das amostras. Nao houve

diferenca significativa entre os grupos criopreservados para as variaveis de motilidade
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espermatica (p=0,8110; Figura 1A) e para o tempo de motilidade (p=0,9893; Figura
1B).

Observamos diferenca (p=0,0055) entre os grupos criopreservados para o
percentual de viabilidade (Figura 1C), sendo que os tratamentos SC3 (47,6+7,2%),
SC4 (46,4+9,6%), SC7 (47,8+11,6%) e SC8 (47,6+£10,4%), ambos com leite em po
desnatado na composicéo das solugdes, apresentaram maiores valores de viabilidade
gue o tratamento SC1 (24,6+6,6%), que nao diferiu estatisticamente dos demais.

Houve diferenca (p<0,0001) entre os tratamentos criopreservados para a
integridade de membrana (Figura 1D), os tratamentos SC4 (60+10,6%), SC7
(55,6+8,1%) e SC8 (60+11,2%) apresentaram maior % de espermatozoides com
membrana integra que os grupos SC1 (20,5+7,6%) e SC5 (29,3+15,6%).

Para o percentual de espermatozoides com morfologia normal (Figura 1E), foi
observado diferenca (p<0,0001) entre os tratamentos criopreservados, onde 0s
grupos SC3 (34,2+4,9%), SC4 (35,7+2,6%) e SC7 (32,5£2,6%), ambos com leite em
po desnatado na composicdo, apresentaram maior % de espermatozoides com
morfologia normal que os grupos SC5 (25,6+2,1%) e SC6 (25,8+3,9%).
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Figura 1. Caracteristicas qualitativas de espermatozoides de zebrafish apdés a
criopreservacdo. A) Motilidade (%); B) Tempo de motilidade; C) Viabilidade (%); D) Integridade
de membrana (%); E) Espermatozoides normais (%). Letras diferentes indicam diferencas
entre os tratamentos criopreservados pela ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.
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O resultado da analise de patologia espermatica de zebrafish criopreservados
com diferentes solugdes crioprotetoras podem ser observados na Tabela 2. A diluigéo
do sémen nos extensores HBSS e Ginsburg nao teve efeito sobre o percentual de
patologias esperméticas no sémen fresco. Observou-se que de maneira geral, o
processo de criopreservacdo aumentou o percentual de patologias esperméticas
observadas no sémen de zebrafish, em especial para as patologias de cauda
enrolada, gota proximal, cabeca degenerada e cabeca solta, que apresentaram um
aumento acentuado de seus percentuais apds a criopreservacao, independente da
solugéo crioprotetora utilizada. De maneira geral, é dificil identificar os efeitos das
solucdes crioprotetoras sobre o aumento da incidéncia de alguma patologia
espermatica especifica pois néo foi possivel observar um padréo de resposta parecido
entre solugbes que continuam algum componente da mesma solugcéo crioprotetora.
Contudo, podemos observar que as solugbes crioprotetoras SC1, SC5 e SC6
apresentaram os maiores valores de percentual de patologias em pelo menos cinco
das dez patologias observadas, apresentando um maior efeito prejudicial sobre a

morfologia dos espermatozoides em comparacéo as outras soluc¢des crioprotetoras.
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Tabela 2. Patologias espermaticas de espermatozoides de zebrafish apds
criopreservacgao com diferentes tratamentos.

Trata Variaveis (%)
mento MAC MIC CDE SCOL GD GP CQ CcC CE CD
S G

Sémen fresco diluido
FH 2,40, 3,3¥1 2,841, 3,4+1, 5,6%x2, 2,08 4,2+0, 2+1,1 1,8+1, 3,71

8 7 9 4 4 £11 9 1 8
FG  24%2, 4,62 2+1,3 38#3, 4,42, 34+ 3,7¢1, 1820, 1:08 28%1
4 2 2 6 23 3 8 3
valor 0295 0,15 0,304 0,724 0,289 046 0342 0636 0,706 0,38
deP 3% 35 7 1" 5 45* g 7 ¥

Grupos criopreservados
SC1 7,4+1, 4,1#1 118+ 11,1+ 3+£1,3 9,8+ 5+2,1 4,1+1, 12+1,6 2,240
3abc ,1b 1,8a 1,3b bc 1,6b abc 3abc a ,8d
SC2 4,5+2, 10,3+ 7,143, 7,6+1, 9,943, 7,6+ 9,6+2, 3,5+1, 6,7+1, 2,8+l
5d 3,5a 9bcd 6d 2a 1,1cd 8a 4bc 9d ,1cd
SC3 54«1, 5+1,8 6,7#1, 12,7+ 3+15 6,1+ 8,6%2, 3,3+1l, 10,5+2 4,51
9cd b 9cd 2,9ab bc 0,9d 9ab 2bc ,labc  ,6bc
SC4 5,7+#1, 6,4+1 4+16 9,2+1, 6,5+2, 6,8+ 6,3x2, 2+1,3 11,6+2 5,8+2
4bcd ,5b d lcd lab 0,9cd 6abc c ,5ab ,2ab
SC5 7,4+1, 9,9+2 6,8+1, 10,4+ 7,8%+2, 6,1+ 3,6+1, 5,2+1, 9,7+#3, 7,510
7abc Aa 6cd 1,8bc 8a 1,2d 4c 4ab 3abc ,5a
SC6 5,2+1, 114+ 10,2+ 134+ 5541, 6,8t 4,31, 6,412, 8,1+2, 2,941
9bcd 2,6a 25ab 1,7a 8abc 1,9cd 6bc 8a 7cd ,4cd
SC7 8,2+1, 4+19 10,4+ 13,2+ 3,141, 8,6+ 3,5%1, 4,941, 7,9+2, 3,711
9a b 1,7ab 2,1a 4bc  1,8bc 6C 5ab lcd ,5cd
SC8 9,3+2, 45+2 8,4+2, 129+ 2,641, 12+1 3,1+2, 5,541, 8,6+2, 3,711
la ,1b 8bc  2,6ab 4c ,4a 3c 4ab 4bcd  ,8cd
Valor <0,00 <0,0 <0,00 <0,00 <0,00 <0,0 <0,00 <0,00 <0,000 <0,0
de p 01* 001* 01* 01* 01**  001* 0Q1* 01* 1* 001*
FH: Sémen Fresco diluido em HBSS; FG: Sémen Fresco diluido em Ginsburg; MAC:
Macrocefalia; Mic: Microcefalia; CDEG: Cabeca Degenerada; SCOL: Cabeca Solta; GD: Gota
Distal; GP: Gota Proximal; CQ: Cauda Quebrada; CE: Cauda Enrolada; CD: Cauda Dobrada;
CC: Cauda curta. *Valores de médiatSD seguidos de letras diferentes na mesma coluna
apresentam diferenca entre os tratamentos criopreservados pela ANOVA, seguido do teste
de Tukey. **Valores de média+SD seguidos de letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca entre os tratamentos criopreservados pela analise de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Dunn. *Valores de médiatSD seguidos de letras diferentes na mesma coluna
apresentam diferenca entre o sémen fresco (Diluido em HBSS X Diluido em Ginsburg), pelo
teste T-Student. *Valores de média+SD seguidos de letras diferentes na mesma coluna
apresentam diferenca entre o sémen fresco (Diluido em HBSS X Diluido em Ginsburg), pelo
teste de Mann-Whitney.

Os resultados das andlises bioquimicas de estresse oxidativo podem ser
observados na Figura 2. Para os resultados do teste de substancias reativas ao acido
Tiobarbitarico (TBARS), ndo houve diferenca entre os niveis de peroxidacao lipidica
dos tratamentos com o sémen fresco diluido em HBSS ou Ginsburg (p=0,9161), e
também nao foi observado diferenca (p=0,2052) entre 0s grupos criopreservados

(Figura 2A), demonstrando que as diferentes solu¢des crioprotetoras nao
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influenciaram na peroxidacdo lipidica no sémen apds o descongelamento das
amostras.

Para quantificacdo da geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)
através da avaliacdo da oxidagdo da Diclorofluoresceina diacetato (DCF), houve
diferenca (p=0,0188) entre os grupos de sémen fresco e diluido, onde o sémen diluido
na solucao de Ginsburg apresentou maior geracdo de EROs em comparacdo com o
sémen diluido em HBSS. Foi observado diferenca (p<0,0001) entre oS grupos
criopreservados, sendo que a solugdo SC4, contendo HBSS, metanol e leite em po6
desnatado, promoveu a menor geracao de EROs apds 0 processo de criopreservacao,
enquanto o sémen criopreservado com a solucdo contendo Ginsburg e metanol,
apresentou a maior geracdo de EROs entre os tratamentos criopreservados (Figura
2B).

A atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD) foi diferente (p<0,0001)
entre os grupos de sémen fresco e diluido, onde o sémen diluido na solugdo de
Ginsburg apresentou maior atividade da enzima SOD em comparagdo com o sémen
diluido em HBSS. Entre os grupos criopreservados, houve diferenca entre os
tratamentos (p<0,0001), sendo que o grupo criopreservado com a solucdo SC4
apresentou a maior atividade de SOD, enquanto a menor atividade foi observada no
sémen criopreservado com a solucdo SC1, que nao diferiu estatisticamente dos
grupos SC2 e SC6 (Figura 2C).

A atividade da enzima Catalase (CAT) foi diferente (p<0,0001) entre 0s grupos
de sémen fresco e diluido, onde o sémen diluido na solucéo de Ginsburg apresentou
maior atividade da enzima CAT em comparacdo com o sémen diluido em HBSS. Entre
0s grupos criopreservados houve diferenca entre os tratamentos (p<0,0001), os
maiores valores observados foram nos tratamentos SC7 e SC8 e os menores valores
foram observados nos tratamentos SC1, SC2, SC3 e SC6 (Figura 2D).

Para a analise de quantificacdo de grupos sulfidrilicos totais (Grupos Sulfidrilas)
gue se correlaciona inversamente com o dano oxidativo em proteinas, observou-se
diferenca (p=0,0002) entre os grupos de sémen fresco e diluido, onde o0 sémen diluido
na solucdo de HBSS apresentou maior valor de grupos sulfidrilicos totais em
comparacao com o sémen diluido em solugcédo de Ginsburg. Foi observado diferenca
(p<0,0001) entre os tratamentos criopreservados, sendo o maior valor observado no
grupo SC8 e o menor no grupo SC6, ambos contendo Ginsburg e metanol, porém o

SC8 é composto também pelo leite em p6 desnatado (Figura 2E).
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Figura 2. Dados bioquimicos de estresse oxidativo e peroxidac¢ao lipidica em sémen
de zebrafish apds a criopreservacdo. A) Teste de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico - TBARS (nmol de MDA/mL); B) Avaliacdo da Oxidacdo da
Diclorofluoresceina diacetato (H.DCF-DA) - DCF (nmol/mg de proteina); C) Avaliagéo
da atividade da enzima Superoxido Dismutase - SOD (U/mg de proteina); D) Avaliacado
da atividade da Catalase - CAT (U/mg de proteina); E) Quantificacdo de grupos
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sulfidrilicos totais - Grupos Sulfidrilas (nmol/mg de proteina). Letras diferentes indicam
diferencas entre os tratamentos criopreservados pela ANOVA, seguido de teste de
Tukey. *Indica diferenca entre os grupos controle (Fresco diluido em HBSS X Fresco
diluido em Ginsburg), pelo teste T-Student.

Os resultados da avaliacdo dos danos ao DNA realizado através do Ensaio
Cometa podem ser observados na Figura 3. Foram escolhidos os parametros de
avaliacdo de dano ao DNA mais utilizados na literatura. Por meio de analise objetiva
por software avaliou-se 0 % de DNA na cauda do cometa, o comprimento da cauda
do cometa, o Tail Moment e Olive Tail Moment. O perdxido de hidrogénio (H202) foi
utilizado como controle positivo da analise e se apresentou entre 0os maiores valores
de danos em todas as variaveis testadas, demonstrando a validacdo do teste. Os
grupos com o sémen fresco e diluido em diferentes extensores (HBSS e Ginsburg)
nao diferiram entre si para nenhuma das variaveis observadas, mostrando que o
extensor utilizado n&o influenciou nos danos ao DNA.

O % de DNA na cauda do cometa foi diferente (p<0,0001) entre os tratamentos
criopreservados (Figura 3A), onde o tratamento criopreservado com a solugcdo SC4
apresentou o menor % de DNA na cauda do cometa, enquanto o grupo criopreservado
com a solucdo SC8 apresentou o maior % de DNA na cauda, ndo diferindo
estatisticamente dos grupos SC1, SC2, SC5 e SC6, sendo 0s grupos com maiores
danos ao DNA.

Observou-se diferenca (p<0,0001) entre os tratamentos criopreservados para o
comprimento da cauda do cometa (Figura 3B). Assim como no % de DNA na cauda,
0 grupo criopreservado com a solucdo SC4 apresentou o menor valor observado,
porém nao diferindo do grupo SC7, sendo os tratamentos 0S que apresentaram 0S
menores danos ao DNA. Os tratamentos criopreservados com as solugfes SC1, SC2,
SC5 e SC6, ambas sem o leite em p6 desnatado na composicdo, apresentaram 0s
maiores comprimentos de cauda do cometa, apresentando dessa forma os maiores
danos ao DNA.

Para as variaveis Tail Moment (Figura 3C) e Olive Tail Moment (Figura 3D),
observou-se diferenca (p<0,0001) entre os tratamentos em ambas as variaveis, e um
comportamento similar entre 0os grupos experimentais. Houve um menor dano ao DNA
nos grupos criopreservados com as solucbes SC3, SC4, SC7 e SC8 em ambas

variaveis, destacando-se mais uma vez que a presenca do leite em pd desnatado
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como crioprotetor ndo permedvel nas solugdes crioprotetoras ofereceu maior protecéo

aos danos de DNA.
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Figura 3. Variaveis objetivas do Ensaio Cometa Alcalino. Danos ao DNA em
espermatozoides de zebrafish apds a criopreservacédo. A) % de DNA na cauda do
cometa; B) Comprimento da cauda do cometa (uM); C) Tail Moment; D) Olive Tall
Moment. Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos criopreservados
pela ANOVA, seguido pela comparacdo de médias do teste de Tukey.

A andlise de variancia de trés vias realizada com as variaveis respostas de
gualidade do sémen apds a criopreservacdo demonstrou efeito significativo dos
principais componentes das solucdes crioprotetoras, em especial da utilizacao ou ndo
de crioprotetor ndo permeavel na solucdo que apresentou efeito significativo em 11
das 14 principais variaveis respostas analisadas. Entre as interacdes entre 0s
principais componentes das solugfes crioprotetoras, a interagdo entre o crioprotetor

permeavel e o extensor demonstrou ser mais significativa sobre as variaveis
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respostas, apresentando efeito significativo em sete das 14 variaveis respostas

analisadas (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito do crioprotetor permeével, crioprotetor ndo permeavel, extensor e
suas interacdes na qualidade do sémen de zebrafish apds a criopreservacao.

Three-way Permea N&o Extenso Perme4d Permea Nao Permeav

ANOVA (Valor vel permea r vel*Nao vel*Exte perme el*N&o

de p<0,05) vel permea nsor avel*E permeave
vel xtenso [*Extenso

r r

Motilidade (%) 0,9466 0,3176 0,9466 0,9466 0,9466 0,9466 0,7380

Tempo de 0,9186 0,3013 >0,9999 0,9864 0,8381 0,7723 0,9593

motilidade (s)

Viabilidade (%) 0,1874 0,0002 0,6489 0,1265 0,2963 0,8136 0,2313

Espermatozoid 0,8876 <0,0001 <0,0001 0,4460 0,1369 0,8876 0,2721

es normais (%)

Integridade de  <0,0001 <0,0001 0,7176 0,0224 0,1464 0,9832 0,2635

membrana (%)

DCF (nmol/mg <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,00 <0,0001

de proteina) 01

SOD (U/mg de <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,00 <0,0001

proteina) 01

CAT (Umgde 0,0004 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,00 0,2339

proteina) 01

Sulfidrilas 0,0207 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,00 <0,0001

(nmol/mg de 01

proteina)

TBARS (nmol  0,8502 0,1207 0,8166 0,7100 0,0647 0,0647 0,5434

de MDA/mL)

% de DNAna 0,5247 0,0001 0,0081 0,1782 0,0001 0,0004 0,0020

cauda

Comprimento  0,0030 <0,0001 0,0005 0,4286 0,1127 0,2810 0,0172

da cauda do

cometa (UM)

Tail Moment 0,0728 <0,0001 <0,0001 0,1727 0,0070 0,4384 0,0750

Olive Tail 0,2788 <0,0001 0,0004 0,3069 0,0032 0,3781 0,3041

Moment

1° Coluna: Variaveis resposta; 2° Coluna: Efeito do crioprotetor permeavel; 3° Coluna: Efeito
do crioprotetor ndo permeavel; 4° Coluna: Efeito do extensor; 5° Coluna: Interacéo entre
crioprotetor permeével e ndo permeével; 6° Coluna: Interacdo entre crioprotetor permeavel e
extensor; 7° Coluna: Interacdo entre crioprotetor ndo permeavel e extensor; 8° Coluna:
Interacdo entre crioprotetor permeavel, ndo permeéavel e extensor. Valores de p em negrito na
tabela indicam efeito significativo (p<0,05).

Na Figura 4A é mostrado os scores da analise de componentes principais (PCA

biplot com elipse com grau de confianca de 66%), dos dois primeiros componentes

(PC1 e PC2), revelando a projecéo de das observacdes utilizadas na analise. Os dois

primeiros eixos (PC1 e PC2) foram responsaveis por 53,9% da variabilidade no
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comportamento dos espermas criopreservados (39,4 e 14,5%, respectivamente). O
eigenvalue estimado para o primeiro componente principal (PC1) foi de 8,28 e
compreendeu 39,4% da variagdo no conjunto de dados, enquanto o segundo (PC2)
teve um valor de 3,04, representando 14,5%. Embora ndo apresentado na Figura 4A,
0 eigenvalue para o terceiro componente principal (PC3) teve um valor de 2,18
representando 10,37% da variagao.

As elipses tracadas para cada tratamento experimental mostraram separacéo
para SC4, SC3, SC2 e SC6. Houve overlap nos tratamentos FG e FG formando um
grupo distinto dos outros tratamentos. Situag&o similar ocorreu com os tratamentos
SC7-SC8 e SC5-SC1. Conforme é visto na Figura 4A, os tratamentos criopreservados
gue mais se aproximaram das caracteristicas dos tratamentos com o sémen fresco
diluido (FG e FH), foram os SC2, SC3. SC4, SC7 e SC8.

Na Figura 4B é mostrado as projecbes mutuas dos loadings dos vetores,
mostrando um padrao de correlacdo entre as variaveis avaliadas. Os loadings do PC1
indicaram que as seguintes variaveis: Comprimento da cauda (0,92), % de DNA na
cauda do cometa (0,84), Cabeca degenerada e Tail Moment Olive (0,74), Tail Moment
e Cabeca Solta (0,71), Gota proximal e Cauda curta (0,61), Macrocefalia (0,58) e DCF
(0,53) contribuiram positivamente, enquanto percentual de espermatozoides normais
(-0,87), viabilidade (-0,86), integridade de membrana (-0,76), SOD (-0,69) e CAT (-
0,26) influenciaram negativamente o PC1. O PC2 mostrou os maiores loadings para
Macrocefalia (0,59) e CAT, Gota proximal (0,57), SOD (0,52). Por outro lado, Talil
Moment (-0,55), Tail Moment Olive (-0,54) e DCF (-0,35) influenciaram negativamente
para PC2.
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Figura 4. Andlise de Componentes Principais (PCA). A) Graficos de dispersédo dos
dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) para as variaveis analisadas no
sémen fresco e diluido (HBSS e Ginsburg) e nos diferentes grupos criopreservados.
B) As setas marcadas mostram os loading dos parametros dos tratamentos
apresentados nos eixos PC1 e PC2. para todos as variaveis analisadas no sémen
fresco e diluido (HBSS e Ginsburg) e nos diferentes grupos criopreservados.

4. Discusséo:

Sabe-se que a criopreservacao pode gerar diversos tipos de danos as ceélulas
espermaticas, e que nem sempre analises mais diretas da funcionalidade dos
espermatozoides comumente utilizadas, como motilidade e fertilidade, podem dar uma
visdo global dos danos causados pela criopreservacdo. Uma abordagem mais ampla
na avaliacdo dos efeitos da criopreservacdo nos espermatozoides oferece
informacdes essenciais para aumentar o entendimento de como as células sao
afetadas durante o processo e podem indicar de maneira mais clara as estratégias
gue devem ser tomadas para otimizar os protocolos de criopreservacao. Dessa forma
procuramos utilizar uma abordagem ampla dos efeitos da criopreservacdao sobre
espermatozoides de zebrafish, utilizando variaveis de funcionalidade, viabilidade,
morfologia e integridade, estresse oxidativo e danos ao DNA.

A analise de motilidade espermatica é muito utilizada para comparar diferentes
condicBes experimentais e geralmente se correlaciona com a fertilidade [38,39].
Observamos uma queda acentuada da taxa de motilidade espermatica e do tempo de
motilidade apds a criopreservacao. Por outro lado, independente do extensor utilizado

ndo houve alteracdo para esses parametros, apresentando 78,13% e 98,25s no
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sémen diluido em HBSS, enquanto o sémen diluido em Ginsburg apresentou 76,88%
e 91,13s.

Os grupos criopreservados ndo foram diferentes entre si tanto para taxa de
motilidade quanto para o tempo de motilidade, apresentando valores de motilidade
entre 21,25% a 24,38%, que de um modo geral situaram-se em meédias intermediarias
guando comparados a resultados de outros estudos. Neste caso, a motilidade
espermatica observada no presente estudo foi similar aos resultados obtidos com o
protocolo de Matthews et al. [14], que obteve motilidade de 20,1% utilizando o
extensor E400 e a solugéo crioprotetora RMMB (20% de Rafinose pentahidratada,;
2,5% de leite em p6 desnatado; 6,67% de metanol e 30mM de Bicina tamponada) e
os resultados de Diogo et al. [15] que apresentaram motilidade entre 20 e 25%
utilizando HBSS e 10% de DMF como crioprotetor permeavel, e realizando a
criopreservagao em ultrafreezer com taxa de resfriamento de -66°C/min. A motilidade
espermatica do presente estudo foi menor que a observada por Harvey et al. [5] que
obtiveram motilidade média de 43% utilizando Ginsburg, 10% de metanol e 15% de
leite em pd na solucéo crioprotetora, Bai et al. [12], com motilidade média de 46,8%
utilizando HBSS e 8% de DMSO como crioprotetor permeavel e Yang et al. [8] que
utilizaram como solucao crioprotetora o HBSS e 8% de metanol. Por outro lado, Morris
et al. [7] observaram menores valores de motilidade espermatica que o presente
estudo, obtendo motilidade média de 11,6% utilizando HBSS e 15% de DMA como
crioprotetor permeavel. Quanto ao tempo de motilidade maximo observado no
presente estudo, esse ndo passou dos 100 segundos, inferior ao relatado por Wilson-
Leedy et al. [23], que observaram espermatozoides moveis até os 147 segundos,
mesmo utilizando o mesmo método de ativacdo de motilidade com solucdo de 80mM
de NaCl. Como podemos observar, a variacdo das respostas obtidas entre os
diferentes estudos é evidente, podendo ser resultado das diferentes metodologias
aplicadas (avaliacdo subjetiva ou CASA), ou até mesmo da variacdo genética
(diferentes linhagens utilizadas nos trabalhos) e de condicdo dos animais, como
demonstrado pelo trabalho de Yang et al. [8], que observou que a animais com
diferentes fator de condicdo corporal apresentavam resultados de motilidade apés o
descongelamento das amostras diferentes. Além disso, a alimentacdo dos animais e
sistemas de criacdo utilizados em cada laboratério pode afetar diretamente nas

condi¢des dos animais, desenvolvimento gonadal e qualidade espermética.
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Uma das maneiras mais préaticas para testar o sucesso de um protocolo de
criopreservacao € a andlise da integridade e permeabilidade da membrana celular dos
espermatozoides [40], pois a integridade da membrana plasmatica € afetada pela taxa
de resfriamento, tipo de extensor, crioprotetor e suas interacdes durante o processo
de criopreservacao, sendo portanto, um fator chave para avaliar a qualidade dos
espermatozoides [9]. De maneira geral a utilizacdo de corantes fluorescentes foi mais
sensivel na detec¢cdo de danos de membrana em relagdo ao uso da técnica com
corante Eosina-Nigrosina, detectando em média 5,54% a mais de danos na
membrana.

Como esperado, os danos causados pelo processo de criopreservacao
diminuiram o % de membranas integras e viabilidade nos espermatozoides.
Diferentemente da analise de motilidade, a integridade de membrana e viabilidade
foram diferentes entre os grupos criopreservados, sendo possivel observar que as
solucdes crioprotetoras com leite em p6 desnatado apresentaram maior integridade
da membrana. A combinacdo do DMSO apenas com o0 extensor, sem o leite em po,
resultou em baixa viabilidade e altos niveis de danos as membranas plasmaticas dos
espermatozoides, demonstrando a necessidade do uso do crioprotetor ndo permeavel
para aumentar a viabilidade pos descongelamento. Crioprotetores ndo permeaveis,
sdo capazes de estabelecer interacbes com bicamadas lipidicas da membrana e
proteger as células durante o congelamento [41]. Dados relativos ao processo de
criopreservacao do sémen de camundongo demonstraram que o melhor resultado foi
alcancado suspendendo-os em solucdes contendo rafinose ou leite desnatado [42].

Existem semelhancas estruturais e morfoldgicas entre os espermatozoides de
zebrafish e outras espécies de ciprinideos [43]. As células espermaticas sofrem troca
osmotica com o0s extensores, podendo resultar em alteracbes na membrana
plasmatica, como expansao ou retencdo da membrana [9], podendo resultar em
alteracdes morfoldégicas. Entre 0s grupos criopreservados, o0s resultados
apresentaram a mesma tendéncia que observamos na avaliacdo de integridade de
membrana, onde 0s espermatozoides criopreservados com solucdes crioprotetoras
contendo leite em p6 desnatado apresentaram de maneira geral, maiores valores de
espermatozoides com morfologia normal. O leite em pd € utilizado na solugéo
crioprotetora para proteger a cauda dos espermatozoides, diminuindo a aglutinacao
da comum aos espermatozoides de zebrafish e acredita-se que tenha um efeito

protetor durante a criopreservacao [14]. Com relacdo aos espermatozoides que nao
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apresentaram morfologia normal, no presente estudo foi notdvel o aumento de
patologias espermaticas, em especial para as patologias de cauda enrolada, gota
proximal, cabeca degenerada e cabeca solta, apdés a criopreservacdo. O grupo
experimental SC5 esteve entre os maiores % em 6 das 10 patologias encontradas,
demonstrando mais uma vez que o uso do DMSO isolado como crioprotetor causa
maiores danos as células espermaticas.

O estresse oxidativo reflete um desequilibrio entre a producédo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) de um sistema biolégico e a capacidade do organismo
de neutralizar essas EROs por meio de antioxidantes, desempenhando um papel
importante ao dano espermatico durante a criopreservacao [13].

A peroxidagdo lipidica analisada pelo teste de TBARs, aumentou apds a
criopreservagao no sémen do zebrafish em todas as solugdes crioprotetoras testadas.
Os espermatozoides sao particularmente suscetiveis a peroxidagao lipidica [13], pois
contém altas concentracdes de acidos graxos insaturados [44]. O conhecimento sobre
a composicao de acidos graxos do sémen de zebrafish é relativamente baixo, contudo,
as células espermaticas da espécie jA demonstraram ser sensiveis aos efeitos da
peroxidacédo lipidica e dos radicais livres de oxigénio [17]. Como consequéncia da
peroxidacdo lipidica, a membrana plasmatica perde a integridade e fluidez
necessarias, perdendo importantes moléculas de sinalizacdo necessarias para o
sucesso da fertilizacdo [14,45].

O excesso de producédo de EROs esta associado a diminuicdo da motilidade e
fertilidade, e aumento das anormalidades morfologicas e fragmentacao de DNA [46].
No presente estudo medimos a producdo de EROs através da técnica de oxidac&o da
diclorofluoresceina diacetato (H.DCF-DA), que oferece um valor global da producéo
de EROs na célula. Observamos que a criopreservacdo demonstrou produzir mais
EROs nos espermatozoides, contudo, quando utilizamos a solucéo crioprotetora SC4
(HBSS + Metanol 8% + Leite em p6 desnatado 15%), observamos uma queda drastica
da geracédo de EROs. Este resultado pode ser explicado pela alta atividade da enzima
SOD nesse grupo experimental, demonstrando que possivelmente a maior protecao
das células pelo estresse oxidativo esta relacionado a uma maior atividade da enzima
SOD.

A SOD é uma das principais enzimas responsaveis pela remocédo de EROs no
sémen de peixes, juntamente com a catalase (CAT) e glutationa redutase e (GSR) e

glutationa peroxidase (GPx) [47]. A atuacdo da SOD na prote¢do contra EROs
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acontece pela reducdo do dano oxidativo no tecido convertendo o O™ (anion radical
superoxido) em H>O» [48]. Observou-se também que 0s outros grupos
criopreservados que tinham leite em p6 desnatado em sua composi¢éo apresentaram
niveis maiores de atividade da SOD, chegando a ser similar ao do sémen fresco,
demonstrando que o leite em p6é desnatado ou a sinergia da protecdo entre
crioprotetor permeavel e ndo permedavel favorece uma maior atividade da enzima,
especialmente no grupo experimental SC4.

A atividade da enzima CAT também demonstrou ser influenciada pelo uso do
leite em po6 desnatado na solugdo crioprotetora, pois 0s grupos experimentais SC7 e
SC8, seguido do grupo SC4 apresentaram os maiores valores de CAT dos grupos
criopreservados. A utilizagdo do Ginsburg como extensor promoveu maior atividade
de CAT no sémen fresco em relacdo ao sémen fresco diluido em HBSS. Até onde
conhecemos néo ha na literatura indicios que a solugcdo de HBSS promove a inibicao
da atividade da CAT, dificultando o entendimento dessa resposta. Em estudo de
Hagedorn et al. [18], observou-se que a inclusdo de CAT sintética a solucao
crioprotetora melhorou a viabilidade e motilidade dos espermatozoides apoés
descongelamento das amostras, contudo, ndo diminuiu a producdo de EROs nas
amostras, sendo 0s motivos para essa resposta ainda nao esclarecidos.

Os grupos sulfidrilicos totais se correlacionaram inversamente com o dano
oxidativo em proteinas, ou seja, valores maiores de grupos sulfidrilas conferem maior
protecdo contra a oxidacdo de proteinas nos espermatozoides. Mais uma vez ficou
evidente a importancia da incluséo do leite em p6 na solucéo crioprotetora, tendo em
vista que o grupo SC8 apresentou maior valor e 0 SC6 o menor valor da variavel, e
ambas solucdes sdo compostas de Ginsburg e metanol, a diferenca entre os dois
grupos foi a presenca do leite em p6 no grupo SC8, que promoveu um significativo
aumento na producdo de grupos sulfidrilas, e consequentemente maior protecao
contra a oxidacao proteica. O leite € um meio fisioldgico complexo e seu mecanismo
de acdo durante a criopreservacdo ndo é bem conhecido [14]. Contudo, é evidente
gue a inclusdo de leite em p6 aumenta a protecao dos espermatozoides quanto aos
danos causados pela criopreservacgao.

A integridade do DNA dos espermatozoides € de suma importancia para a
transmissdo equilibrada de informacfes genéticas para as geracfes futuras [49]. O
ensaio cometa é a técnica mais utilizada para analisar a fragmentacdo de DNA em

peixes [50]. Em todas variaveis observadas no ensaio cometa, podemos observar que
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0 sémen fresco apresenta um nivel muito baixo de fragmentacdo do DNA,
demonstrando que o processo de criopreservagdo causa danos ao contetdo de DNA.
O % de DNA na cauda do cometa encontrado no sémen fresco diluido tanto em
Ginsburg como em HBSS foi proximo de 10%, similar ao obtido por Reinardy et al.
[51] que obtiveram de 9 a 12% de danos ao DNA em sémen fresco de zebrafish, sem
diluir em extensor.

Observamos que de modo geral o sémen criopreservado com as solugbes
contendo leite em p6 desnatado (SC3, SC4, SC7 e SC8) apresentam menores danos
ao DNA que as demais solucdes, chegando a apresentar cerca de metade do dano
observado nas solu¢bes que ndo continham o crioprotetor ndo permeéavel. Os
menores valores de danos ao DNA, obtidos nos grupos experimentais contendo leite
em po6, podem ser reparados, pois € possivel que, dependendo da natureza ou do
nivel do dano, o mecanismo de reparacao do oo6cito durante a embriogénese precoce
minimize os danos de fragmentagcdo de DNA, ndo afetando o desenvolvimento
embrionario, mas grandes danos induzirio mudangas no desenvolvimento
embrionario, reduzindo a capacidade de incubacéo [52].

De acordo com Kumaravel et al. [53], o percentual de DNA na cauda do cometa
€ 0 parametro mais recomendado para avaliacdo de danos ao DNA. Contudo, o
comprimento da cauda do cometa, Tail Moment e Olive Tail Moment, também sé&o
variaveis recomendadas e muito utilizadas em pesquisas [54]. No presente estudo, as
variaveis comprimento da cauda do cometa, Tail Moment e Olive Tail Moment
demonstraram diferenca mais acentuada entre 0s grupos experimentais, podendo
indicar maior sensibilidade na avaliacdo de danos ao DNA em espermatozoides de
zebrafish.

Para maior parte dos programas de criopreservacao a fertilizacéo é considerada
o principal critério de avaliacdo do sucesso da criopreservacao. Contudo, a fertilizacéo
in vitro consome tempo e recursos, além de requerer fémeas aptas para coletas de
odcitos [9], o que muitas vezes é um problema pois a prépria qualidade dos odécitos
pode resultar em resultados ruins de fertilizacdo, independente da qualidade do
sémen. Dessa maneira, 0 desenvolvimento de ensaios eficazes, rapidos e precisos
da qualidade espermatica € altamente necessario para cada etapa do processo de
criopreservacdo [9]. No presente estudo, uma analise mais ampla dos danos

causados pela criopreservacdo em espermatozoides de zebrafish através de diversas
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varidveis analisadas pode demonstrar um padrédo de respostas dos espermatozoides
a diferentes crioprotetores, a interagao entre crioprotetores e crio injurias.

De um modo geral, quando avaliado as variaveis utilizando a andlise dos
componentes principais nos dados obtido nos tratamentos avaliados observou-se que
as interagdes dos loadings nos PC1 e PC2 explicou 53,9% da variabilidade total dos
dados coletados, mostrando um claro agrupamento entre os tratamentos controle com
sémen fresco diluido (FG e FH), bem como foi possivel observar que os tratamentos
criopreservados com leite em p6 desnatado (SC3, SC4, SC7 e SC8) se aproximaram
mais das caracteristicas do sémen fresco, juntamente com o tratamento SC2, que
apresentou a melhor resposta entre os tratamentos que nao continham leite em pé
desnatado na sua composicdo. A analise de componentes principais € um tipo de
analise exploratoria que pode ajudar na visao geral de como as diversas variaveis em
um experimento se comportam e no presente estudo reforcaram ainda mais 0s
resultados obtidos na comparacao entre tratamentos, corroborando com a ideia em
gue de forma geral o leite em p6 desnatado contribuiu positivamente na protecdo dos
espermatozoides durante a criopreservacao.

Com as analises realizadas nesse estudo, foi possivel identificar que a presenca
do leite em pd desnatado como crioprotetor externo promoveu maior protecdo aos
espermatozoides durante a criopreservacéo, sendo especialmente importante para
diminuicdo dos danos oxidativos e de DNA. A analise de variancia de trés vias aplicada
para avaliar os efeitos dos diferentes componentes das solucfes crioprotetoras e suas
interacdes, corrobora a importancia da utilizacdo do leite em pdé desnatado, pois o
efeito do crioprotetor ndo permeavel foi significativo na maioria das variaveis respostas
analisadas, apresentando maior influéncia nas respostas em comparacdo com 0S
outros componentes das solugdes crioprotetoras. Em um recente estudo de Diogo et
al. [3], o efeito do crioprotetor ndo permeavel demonstrou ser mais significativo
também, neste caso os autores mostraram efeito significativo em seis de oito variaveis
respostas analisadas, enquanto o efeito do crioprotetor permeavel foi significativo em
apenas uma variavel das oito analisadas. Apesar de ndo se saber ao certo o modo de
acao do leite em po durante a criopreservacao, estudos indicam que as micelas de
caseina (principais proteinas do leite) sdo os componentes ativos no leite que
protegem o0s espermatozoides, impedindo a perda de colesterol e lipideos das
membranas celulares [55]. A sinergia obtida pela combinagéo de crioprotetores

permeaveis e ndo permeaveis ja se mostrou benéfica na otimizacdo da
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criopreservagdo de sémen em zebrafish [3]. Dessa forma, testes de outros
crioprotetores ndo permeaveis em conjunto com crioprotetores permeaveis ou até
mesmo de forma isolada em meios crioprotetores apresentam grande potencial, tendo

em vista a busca pela diminui¢cdo da toxicidade do meio crioprotetor.

5. Conclusdes

Apesar de ocorrerem diferencas sutis nas combinagbes propostas com o0s
extensores (Ginsburg e HBSS) e os crioprotetores permeaveis (DMSO e metanol),
independente da associacao entre esses componentes, 0 acréscimo do leite em pé
desnatado produziu melhores resultados, em especial no percentual de
espermatozoides normais e com membrana plasmatica integra, na protecao contra os
danos oxidativos e ao DNA. De maneira geral, pode-se sugerir a utilizacdo de uma

solucéao crioprotetora contendo HBSS, metanol (8%) e leite em p6 desnatado (15%).
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Resumo: O objetivo do presente estudo foi avaliar o estresse oxidativo e os danos ao
DNA em diferentes etapas do processo de criopreservagao. Foram utilizadas quatro
solucdes crioprotetoras: SC1 (HBSS + Me>SO 8%), SC2 (HBSS + Metanol 8%), SC3
(HBSS + Me>SO 8% + Leite em p6d desnatado 15%) e SC4 (HBSS + Metanol 8% +
Leite em p6 desnatado 15%). Para o processo de criopreservacao, as amostras foram
expostas as solugdes crioprotetoras durante um tempo de equilibrio de 10 minutos, e
posteriormente criopreservadas. Apos o tempo de equilibrio a criopreservacao
aumentou a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) no grupo SC2, e nos
grupos SC1, SC2 e SC3 0 aumento ocorreu apos o congelamento/descongelamento.
Os grupos sulfidrilicos totais diminuiram apés a exposicdo aos crioprotetores. Houve
uma diminuicdo na atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) ap6s o tempo
de equilibrio e apos congelamento/descongelamento. Por outro lado, houve um
aumento da atividade da enzima catalase (CAT) apds o tempo de equilibrio e o
congelamento/descongelamento. O ensaio cometa alcalino demonstrou que os danos
ao DNA aumentaram ap0s o tempo de equilibrio, com um aumento ainda mais
acentuado apos o congelamento/descongelamento. O ensaio cometa modificado com
a enzima Formamido Pirimidina Glicosilase (FPG) e Endonuclease Il (ENDO III)
demonstrou maiores danos ao DNA em relacdo ao ensaio cometa padrao,
demonstrando grau elevado de oxidacao de purinas e pirimidinas em todas etapas da
criopreservacao. Foi possivel observar que a etapa de
congelamento/descongelamento € responsavel por causar maiores danos oxidativos
e de DNA nos espermatozoides de zebrafish que a toxicidade dos crioprotetores
durante a exposicao na etapa de equilibrio.

Palavras chave: crioprotetores, Danio rerio, danos ao DNA, danos oxidativos, ensaio

cometa, tempo de equilibrio.

1. Introducéo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sédo produzidas pelos
espermatozoides em seu funcionamento normal durante a espermatogénese,
especialmente pelas altas taxas de consumo de oxigénio mitocondrial no processo de
replicacdo celular [1,2]. Quando as EROs se apresentam em concentracdes
fisiologicas, realizam papel importante na capacitacado espermatica [3], auxiliando na
hiperativacdo e fusdo do espermatozoide no oodcito [4]. Os espermatozoides e o

plasma seminal possuem moléculas com acéo antioxidantes que auxiliam a eliminar
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0 excesso de EROs para evitar danos celulares [5]. No entanto, quando ha um
desbalanco entre a producédo de EROs e a capacidade de defesa antioxidante, a célula
entre em uma condi¢cdo conhecida como estresse oxidativo ou desequilibrio redox
[1,6], podendo levar a danos ao DNA/RNA, proteinas e lipideos [5]. Um elevado nivel
de geracdo de EROs também pode estar fortemente associado a espermatozoides
danificados [7] e a infertilidade [8].

O estresse oxidativo produz diversos tipos de danos no DNA dos
espermatozoides, como sua fragmentacéo, dano do DNA mitocondrial, anormalidades
epigenéticas, atrito de teldomeros e microdele¢cdes do cromossomo Y [4]. Além disso,
0 estresse oxidativo pode ndo necessariamente causar quebra da cadeia de DNA,
mas pode causar oxidacdo das bases nitrogenadas. A oxidacdo de bases é um dano
direto do estresse oxidativo ao DNA e pode ser analisado por meio do ensaio cometa
enzimatico utilizando endonuclease especificas como a Formamido Pirimidina
Glicosilase (FPG) e Endonuclease Il (ENDO IllI), que reconhecem purinas e
pirimidinas oxidadas, respectivamente [9-12].

Diversos estudos demonstraram que a criopreservacao pode induzir as células
espermaticas a um estado de estresse oxidativo e/ou aumentar os danos no DNA, em
diferentes espécies de peixes, como Sparus aurata e Dicentrarchus labrax [13],
Pelteobagrus fulvidraco [14], Oncorhynchus mykiss [15], Danio rerio [16], entre outros.
Esse aumento no estresse oxidativo com possiveis danos no DNA pode ser um
resultado da toxicidade dos agentes crioprotetores [17], ou da diluicdo do sémen no
extensor o qual reduz a concentracdo de compostos antioxidantes no plasma seminal,
enfraguecendo a protecéo e facilitando a acdo das EROs e consequente geracdo de
dano no DNA durante a criopreservacéao [13,15].

A forma como a criopreservacdo causa danos geneéticos parece ser uma
combinacdo complexa de processos, sendo que a geracdo de EROs durante a
criopreservacao pode modificar o DNA por oxidacéo de bases ou quebra da dupla fita
do DNA [18]. Contudo, além do estresse oxidativo durante a criopreservacédo, o DNA
pode ser danificado por meio de pressdes mecanicas tais como a formacao de cristais
de gelo ou por eventos apoptéticos causados pelo estresse osmoético durante o
congelamento/descongelamento [19]. Algumas evidéncias mostram que 0 processo
de congelamento/descongelamento causa danos maiores do que a toxicidade dos

crioprotetores [20].
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O estresse oxidativo é uma das principais causas dos danos aos
espermatozoides durante a criopreservacao, sendo o DNA um alvo sensivel as injarias
causadas pela criopreservacao, contudo, ainda néo se sabe ao certo como ocorrem
esses danos e principalmente em qual momento do processo de criopreservacao eles
ocorrem. Assim, utilizou-se o zebrafish (Danio rerio) como modelo bioldgico deste
estudo, com o objetivo de avaliar o aumento na produgcdo de EROs e 0s possiveis
danos oxidativos ao DNA em diferentes etapas do processo de criopreservagao de

sémen.

2. Material e métodos
2.1. Criagéo dos zebrafish

Os zebrafish foram mantidos em uma densidade de dois animais/L de agua,
em um fotoperiodo de 14:10 (luz:escuro), em temperatura de 28+1 °C e pH 7,1£1,2,
em aquarios de vidro (30 litros) contendo aeracdo, termostato para controle e
manutencao da temperatura da agua e filtragem mecanica, quimica e bioldgica. Foi
realizada a limpeza e remocéao de sujidades diariamente, com renovacao da agua de
10% do volume total do aquario. Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia com
racdo comercial floculada (Alcon Basic®) e artémia, até a saciedade aparente.

Foram utilizados 100 machos de zebrafish, aptos a reproducéo entre 6 a 12
meses de idade. Os peixes selecionados para o experimento apresentaram peso
meédio de 508,02+122,02mg, comprimento total médio de 35,53+£3,39mm, peso médio
das goénadas (5,89+4,74mg), indice gonadossomatico (IGS) de 1,13%0,82, que foi
calculado através da formula IGS = ((peso da gbnada/peso corporal) x100), fator de
condicdo (K) de 1,14+ 0,22, que foi calculado através da férmula K = ((peso
corporal/comprimento total®) x 100) e concentragdo espermatica de 1,30 x 108 + 1,15
x 108 células/mL, que foi mensurado na camera de Neubauer em microscopio éptico
(Eclipse E200, Nikon), em aumento de 400x.

O experimento foi realizado de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle e Experimentacio Animal — CONCEA e aprovado no Comité de Etica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sobre o projeto N° 35329.

2.2. Coleta e processamento do sémen
Para a coleta das amostras de sémen, 0s peixes foram eutanasiados em dose
letal de tricaina metano sulfato (0,6mg/mL; 27+0,5 °C; pH 7,1+0,1) [21]. Em seguida
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os peixes foram enxaguados para retirada do anestésico, secados suavemente em
toalha de papel para retirada do excesso de agua e posteriormente foi mensurado o
peso Uumido dos animais e comprimento total. O sémen foi coletado pela remocéo
cirdrgica dos testiculos. O tecido aderente foi dissecado e os testiculos colocados em
microtubo de 1,5mL e pesados. Foi adicionado ao microtubo o extensor utilizado para
diluicdo do sémen em uma proporc¢éo de gbnada e extensor de 1:25 (peso da gbnada:
volume do extensor).

O extensor utilizado foi a solugéo salina balanceada de Hank (HBSS) (8,0g de
NacCl, 0,4g KCl, 0,16g de CaCl>2H>0, 0,2g de MgSO47H-0, 0,06g de Na-HPO4, 0,069
de KH2PO4, 0,35g de NaHCO3, 1g de CsH1206, em 1000mL de agua destilada, pH 7,5,
e osmolaridade de 300mOsm/L). O sémen foi suspenso na solucdo por meio de
lavagem com auxilio de pipeta, resumidamente, o tecido aderido foi pressionado
suavemente com a ponteira contra o interior do microtubo, para que o tecido se abrisse
e libera-se o0s espermatozoides, posteriormente o conteudo foi pipetado
consecutivamente (cerca de 10 vezes) de maneira suave para que o conteudo seminal
saia de dentro do tecido aderido, posteriormente o tecido da gbnada foi retirado do
microtubo. O método de coleta de sémen por meio de lavagem dos testiculos foi
utilizado nesse estudo, a partir das recomendacdes e éxito relatados em diversos
estudos em zebrafish [22,23,24,25,16]. Logo apos a coleta do sémen uma amostra de
5ul de sémen diluido foi retirada para avaliar se houve ativacdo prematura da
motilidade espermatica.

Foram compostos dez “pools” de sémen de dez machos cada, diluidos em
HBSS e distribuidos entre os grupos experimentais. Foram testadas quatro solucdes
crioprotetoras (SC): SC1: HBSS + 8% Me>SO; SC2: HBSS + 8% Metanol; SC3: HBSS
+ 8% Me2SO + 15% Leite em p6 desnatado; SC4: HBSS + 8% Metanol + 15% Leite
em po desnatado. As solucdes foram preparadas para conterem o dobro do % de
crioprotetores, pois no momento do congelamento metade da amostra é composta
pelo sémen diluido com o extensor do tratamento e a outra metade com a solucéo
crioprotetora. Desta maneira ao misturar a solucdo crioprotetora com o0 sémen
previamente diluido foram obtidas as concentracdes finais dos crioprotetores

desejadas para cada tratamento, como esta demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao das solugdes crioprotetoras utilizadas na criopreservacéo de
sémen de zebrafish.

Solugbes crioprotetoras HBSS DMSO! (8%) Metanol? (8%) Leite em p6° (15%)

SC1 X X

SC2 X X

SC3 X X X
SC4 X X X

L2Sigma-Aldriche, 3Leite em pé desnatado Molico (Nestlé®)

2.3. Congelamento e descongelamento do sémen

O sémen ja diluido no extensor foi distribuido em criotubos (2mL) no volume de
10ul por criotubo, onde posteriormente foi adicionado e misturado com auxilio de uma
pipeta 10pl da solucédo crioprotetora (para cada diferente tratamento). A dilui¢cdo final
com a solugéo crioprotetora foi de 1:50 — génada: volume de solugéo [16]. O tempo
de equilibrio da amostra com o crioprotetor antes do congelamento foi de 10 minutos,
pois tempos maiores causam reducdo significativa da motilidade espermatica pos-
descongelamento [26].

Para o congelamento seguimos as recomendacfes de Matthews et al. [26],
para obter uma taxa de resfriamento de 14-16 °C/min, considerada ideal para a
espécie quando se utiliza gelo seco e isopor como meio de criopreservacao, como
descrito em seguida. Apos o tempo de equilibrio, o criotubo contendo a amostra foi
colocado em um tubo falcon (15mL) acima de outro criotubo vazio e sem tampa, e
logo em seguida o tubo falcon com a amostra foi colocado em gelo seco triturado
durante 20 minutos. Ao término dos 20 minutos de congelamento, os criotubos foram
transferidos para o nitrogénio liquido para armazenamento. Para o descongelamento,
as amostras foram aquecidas em banho-maria a 38 °C durante 10 segundos [26] e

posteriormente analisadas.

2.6. Avaliacdo de genotoxicidade e estresse oxidativo

A avaliacdo do estresse oxidativo ocorreu através da analise da oxidacéo da
diclorofluoresceina diacetato (H.DCF-DA) que quantifica a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), bem como através da andlise do perfil antioxidante
enzimatico (atividade das enzimas catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD)) e
nao enzimatico (quantificacdo de grupos sulfidrilicos totais). Foram realizadas
avaliagcOes de genotoxicidade através das andlises de Ensaio Cometa padréo, Ensaio

Cometa modificado com a enzima FPG e Ensaio Cometa modificado com a enzima
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ENDO Ill. As analises foram realizadas em trés diferentes etapas do processo de
criopreservacdo, no sémen fresco ja diluido no extensor; apés os 10 minutos de
exposicdo das amostras aos crioprotetores durante o tempo de equilibrio, e apés o
congelamento/descongelamento das amostras. Dessa maneira procuramos identificar
0 momento de geracdo dos danos oxidativos e genotoxicos nos espermatozoides de

zebrafish durante o processo de criopreservacao.

2.6.1. Quantificacao proteica

A concentracdo de proteina nos extratos proteicos foi determinada de acordo
com o método ja descrito por Bradford [27] utilizando albumina sérica bovina como
padréo e leitura espectrofotométrica a 595nm. Este método baseia-se na ligacdo do
corante (Coomassie Brilliant Blue /G-250) com moléculas de proteinas da amostra,
formando um complexo de cor azul. Os dados obtidos através da quantificacao
proteica foram utilizados nos calculos das outras variaveis bioquimicas analisadas.
Nas amostras em que foi utilizado leite em p0, descontou-se o valor proteico exclusivo
do leite em p6 desnatado, através da leitura em espectrofotdbmetro de uma amostra

contendo somente o leite em p6 desnatado diluido no extensor.

2.6.2. Avaliacdo da Oxidacao da Diclorofluoresceina diacetato (H.DCF-DA)

A geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) foi estimada pelo método
descrito por LeBel et al. [28] utilizando H2DCF-DA, o qual, na presenga de EROs,
conduz a producéo de diclorofluoresceina (DCF), um produto fluorescente que pode
ser quantificado por fluorimetria. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada em
SpectraMax® M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, California) utilizando excitacdo e emisséo a 480 e 535nm,
respectivamente. Uma curva de calibracao foi realizada com DCF padrdo (10uM) e os
niveis de EROs expressos como nmol DCF/mg de proteina. As andlises foram

realizadas em triplicatas de amostras independentes.

2.6.3. Quantificacao de grupos sulfidrilicos totais
A quantificacdo de grupos sulfidrilicos totais baseia-se na reducao do acido 5,5-

ditiobis-2-nitrobenzoico, que gera um produto amarelo (tionitrobenzoico), cuja
absorbancia pode ser verificada em 412nm, segundo protocolo estabelecido por

Ellman [29]. O conteudo de grupos sulfidrilicos totais (-SH) correlaciona-se
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inversamente com o dano oxidativo em proteinas. A quantificacdo baseou-se em
curva padrao utilizando cisteina 0,5mM como padréo, e os resultados foram expressos
como nmol/mg de proteina. As andlises foram realizadas em triplicatas de amostras

independentes.

2.6.4. Avaliacdo da atividade da enzima Superédxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada pelo método descrito por Misra e Fridovich
[30], o qual estima a dismutacao do radical superéxido através da inibicdo da oxidacdo
da adrenalina, em 480nm. A inibigdo da oxidagdo da adrenalina ocorre pela presenca
de enzima SOD na amostra, e a atividade foi indiretamente avaliada em modo cinético
no leitor de microplaca SpectraMax® M2e (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, California). Uma unidade (U) de SOD é definida como a
guantidade de enzima necessaria para inibir 50% da oxidac&o da adrenalina, tendo a
atividade expressa como U SOD/mg de proteina. As analises foram realizadas em

triplicatas de amostras independentes.

2.6.5. Avaliacdo da atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Aebi [31] o qual
se baseia no decréscimo da absorbancia em 240nm, em presenca de H>O2 no meio
de reacdo. A atividade foi avaliada em modo cinético no leitor de microplaca
SpectraMax® M2e (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale,
California). Uma unidade (U) de CAT é definida como 1umol de H2O2 consumido por
minuto, tendo a atividade expressa como U CAT/mg de proteina. As analises foram

realizadas em triplicatas de amostras independentes.

2.6.6. Ensaio cometa alcalino e ensaio cometa enzimatico (FPG e ENDO lIlI)

Para a técnica de ensaio cometa alcalino foi utilizado o método previamente
descrito por Singh et al. [32] com algumas adaptacdes, ja para 0 ensaio cometa
modificado com Formamido Pirimidina Glicosilase (FPG) foi utilizado o protocolo de
Dunsiska e Collins [33] com modificacfes. O ensaio modificado com Endonuclease Il
(ENDO 111) foi baseado no protocolo de Collins et al. [34] com adaptacdes.

Primeiramente, laminas histolégicas foram lavadas com detergente, secas em
estufa e limpas com etanol, em seguida recobertas com uma camada de agarose

(1,5%) com ponto de fusdo normal (NMP). As amostras (50uL) foram misturadas com
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110pL de agarose com baixo ponto de fusédo (LMP) e depositadas sobre as laminas
pré-recobertas com agarose NMP. Posteriormente as laminas foram deixadas em
solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, TRIS 10 mM) over-night. Para o controle
positivo foi utilizado 10uL de perdxido de hidrogénio (100uM) em 190uL da amostra,
incubada a 4°C por 10 minutos.

As laminas com tratamento enzimatico passaram por tratamento em tampao de
reacdo, sendo realizadas trés lavagens de cinco minutos cada, com tampao de
HEPES (40 mM), KCI (0,1M), EDTA (0,5 mM) e BSA (0,2 mg/mL), pH 8,0. Em seguida
permaneceram por um periodo de trinta minutos de incubacdo com a enzima
especifica em caAmera Umida a 37°C. Posteriormente, as laminas passaram por uma
etapa de 20 minutos de desenrolamento alcalino, com solu¢do de NaOH (0,3 M) e
EDTA (1 mM), pH 10. Apos, essas laminas foram submetidas a eletroforese por 20
minutos, em 1V/cm e 300mA. Em seguida foi realizado uma etapa de neutralizacéo
das laminas com TRIS (0,4 M), pH 7,5, e uma etapa de fixa¢do das laminas com etanol
100%. Ao final, as laminas foram coradas com solucdo de brometo de etideo, e
analisadas em microscopio de epi-fluorescéncia (Axio Imager A2, Carl Zeiss) com filtro
de 605nm, com o software Comet Imager 2.2 da Metasystem®.

Dentre todas as variaveis que o software analisa, escolhemos 0 % de DNA na
cauda do cometa, o comprimento da cauda do cometa (um), o Tail Moment e o Olive
Tail Moment, por serem 0s principais parametros de analise de danos no DNA do
cometa utilizados na literatura. O Olive Tail Moment € o principal indice de dano ao
DNA [35], e é o produto do % de DNA na cauda e da distancia mediana da migracao
gue se da pela distancia entre o centro de gravidade da cabeca do cometa e o centro
de gravidade da cauda do cometa. O comprimento da cauda do cometa é a distancia
maxima que o DNA danificado migra do centro do ndcleo da célula até a ponta da
cauda. O % de DNA na cauda é o DNA total que migra do nucleo para a cauda do
cometa. O Tail Moment é o produto do comprimento da cauda e a porcentagem de
DNA da cauda, o que fornece uma medida mais integrada do dano geral ao DNA na
célula [36,37]. Foram analisados 100 cometas por lamina e nove laminas por

tratamento.

2.7. Analise estatistica dos dados
Os dados estdo apresentados como médias e desvio padrdo. A normalizacdo

dos dados em logaritmo ou arco-seno foi realizada quando necessario.
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Posteriormente aplicou-se uma andlise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA),
levando em consideracdo como fatores os efeitos das solugdes crioprotetoras, o efeito
do tempo, ou seja, da etapa do processo de criopreservacao (analise do sémen fresco
diluido, analise apdés a exposicdo das amostras aos crioprotetores no tempo de
equilibrio e analise apds o congelamento/descongelamento das amostras) e o efeito
da interacdo entre os fatores. Quando observado diferenca significativa dentro dos
fatores foi aplicado testes post hoc de Tukey ou de Bonferroni. Todos os testes foram
realizados considerando uma significancia de 5%. As analises estatisticas e
confeccgéo dos graficos foi realizada com auxilio do software Graphpad Prism 7.0.
Com a intencdo de avaliar de forma mais abrangente o conjunto de dados
obtidos nos tratamentos SC1, SC2, SC3 e SC4, e nos diferentes momentos do
processo de criopreservacao (fresco, apos o tempo de equilibrio e apos o
congelamento/descongelamento), e desta forma, ver o comportamento das respostas
através dos parametros avaliados no sémen, os dados foram tabulados e
normalizados para atribuir pesos iguais a todas as variaveis, seguindo para a
realizacdo da analise de componentes principais (PCA), através da funcéo
‘PRINCOMP” do software R. O PCA condensa informacdes contidas nas diversas
variaveis originais em um conjunto menor de novas dimensdes com minima perda de

informacdes através de combinacgdes lineares destas variaveis

3. Resultados

3.1. Avaliacao do estresse oxidativo em diferentes etapas da criopreservacgao
Os resultados das analises bioguimicas de estresse oxidativo quanto ao efeito

das solucdes crioprotetoras, da etapa da criopreservacao e da interacao entre esses

fatores para todas as variaveis analisadas podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1. Analises bioquimicas de estresse oxidativo. A) Avaliacdo da Oxidacdo da
Diclorofluoresceina diacetato (DCF) (Efeito das solugdes crioprotetoras: P<0,0001;
Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001; Interacdo entre fatores: P<0,0001); B)
Quantificacdo de grupos sulfidrilicos totais (SH) (Efeito das soluc¢des crioprotetoras:
P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacédo: P<0,0001; Interacdo entre fatores:
P<0,0001); C) Atividade enzimética da Superdxido dismutase (SOD) (Efeito das
solucdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacdo: P<0,0001;
Interacao entre fatores: P<0,0001); D) Atividade enzimatica da Catalase (CAT) (Efeito
das solucdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P<0,0001). Letras mailsculas distintas indicam diferenca
entre a etapa da criopreservacao, dentro de cada solucéo crioprotetora pelo teste de
Tukey. Letras minuUsculas distintas indicam diferenca entre as solucdes crioprotetoras,
dentro de cada etapa da criopreservacao, pelo teste de Tukey.

A analise de oxidac¢do da DCF demonstrou que houve reducéo na geracao de
EROs nos grupos experimentais SC3 e SC4 apo6s o tempo de equilibrio com relacéo
ao observado no sémen fresco. Apds o congelamento/descongelamento das amostras
houve um aumento na producdo de EROs nos grupos criopreservados com as
solugbes SC1, SC2 e SC3 em relacao aos valores obtidos para 0s mesmos grupos

ap6s o tempo de equilibrio, enquanto no grupo SC4 os valores de EROs
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permaneceram semelhantes nas duas etapas. Entre 0s grupos experimentais, apos o
tempo de equilibrio, & maior geragdo de EROs ocorreu no grupo SC2, seguido pelo
grupo SC1, enquanto os menores valores foram observados nos grupos SC3 e SCA4.
Apés o congelamento/descongelamento das amostras, houve maior geracdo de EROs
no grupo SC2, seguido pelo grupo SC1 e pelo grupo SC3, sendo o grupo SC4 o que
apresentou menor geracdo de EROs apds essa etapa (Figura 1A).

A avaliacdo do perfil antioxidante ndo enziméatico demonstrou que houve
reducdo nos grupos sulfidrilas (SH) totais apdés todas as etapas de equilibrio e
congelamento/descongelamento, com relacdo ao nivel observado no sémen fresco,
em todos os grupos experimentais. Observou-se um aumento dos valores de SH no
grupo SC2 apos o congelamento/descongelamento em relacdo a andlise ap6s o
equilibrio, enquanto os grupos SC3 e SC4 apresentaram menores valores de grupos
SH apds o congelamento/descongelamento, com relacdo aos mesmos grupos na
etapa de equilibrio. O nivel de grupos SH permaneceu igual entre as duas etapas no
grupo experimental SC1. Entre todos 0s grupos experimentais, apos a etapa de
equilibrio houve maiores valores de grupos SH nos tratamentos SC3 e SC4 e apds o
processo de congelamento/descongelamento o maior valor de grupos SH foi
observado no grupo SC2 (Figura 1B).

A analise do perfil antioxidante enzimatico mostrou que a atividade da enzima
SOD nos grupos criopreservados com as solu¢des SC2 e SC3 diminuiu apds o tempo
de equilibrio das amostras, com relacéo a atividade da enzima observada na amostra
fresca, e permaneceu igual apos o congelamento/descongelamento das amostras em
relacéo ao tempo de equilibrio. Para as amostras criopreservadas com a solucdo SC1,
a atividade da enzima SOD caiu apenas apdés o0 processo de
congelamento/descongelamento. Por outro lado, nas amostras criopreservadas com
a solucéo SC4, observou-se um pico de atividade de SOD ap6s o tempo de equilibrio,
sendo o maior nivel de atividade entre todos os tratamentos, observando-se uma
gueda da atividade apos o congelamento/descongelamento, com relacdo ao sémen
fresco. Entre todas as solucfes crioprotetoras, observou-se que tanto apds o tempo
de equilibrio quanto apds o congelamento/descongelamento das amostras, a solucéo
SC4 apresentou 0s maiores valores de atividade de SOD (Figura 1C).

A avaliacdo da atividade da enzima catalase revelou maior atividade apdos o
tempo de equilibrio das amostras e do congelamento/descongelamento, em relacao

ao sémen fresco em todos 0s grupos experimentais. Observou-se a maior atividade
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da enzima CAT ap0s o tempo de equilibrio para os grupos criopreservados com as
solugbes SC1, SC2 e SC3, enquanto no grupo SC4 a maior atividade observada foi
apos o congelamento/descongelamento. Entre as solucdes crioprotetoras, observou-
se que apos o tempo de equilibrio a maior atividade da enzima CAT foi no grupo SC2
gue diferiu dos outros grupos experimentais, e a menor atividade foi no grupo SC4,
porém ndo diferindo do SC1. Para a avaliacdo apdés o0 processo de
congelamento/descongelamento, houve maior atividade da enzima CAT para o grupo
criopreservado com a solucao SC4 em comparac¢ao as outras solucdes (Figura 1D).

3.2. Avaliagéo da fragmentagdo de DNA por meio de Ensaio Cometa

Na Figura 2, pode ser observado imagens obtidas das analises de cometas
pelo software Comet Imager 2.2. As imagens demonstram fragmentacdo de DNA
crescentes, onde a Figura 2A mostra a imagem de um espermatozoide com baixa
fragmentacdo de DNA, e a Figura 2D a imagem de um espermatozoide com alta
fragmentacdo de DNA. Nas imagens apresentadas nas Figuras 2E e 2H estéo
demonstrados os cometas como observados no microscopio de epi-fluorescéncia,
corados com brometo de etideo, sendo demonstrados espermatozoides com menor

fragmentacao de DNA até os de alta fragmentacédo de DNA.



130

Tail Moment:
Tail Moment Oliv

Figura 2. . A-D: Imagens obtidas através das analises dos cometas com software
Comet Imager 2.2. E-H: Imagens obtidas da visualizacdo de cometas em microscopio
de epi-fluorescéncia, corados com brometo de etideo.

3.2.1. Ensaio cometa alcalino

O resultado da andlise do ensaio cometa alcalino padrdo realizadas em
diferentes etapas da criopreservacdo pode ser observado na Figura 3. Observou-se
efeito das solu¢des crioprotetoras, da etapa da criopreservacao e da interacéo entre

esses fatores para todas as variaveis analisadas.
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Figura 3. Ensaio cometa alcalino padrdao. A) Comprimento da cauda do cometa (Efeito
das solucgdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P<0,0001); B) % de DNA na cauda do cometa (Efeito das
solucbes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacdo: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P<0,0001); C) Tail Moment (Efeito das solucdes
crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacdo: P<0,0001; Interacéo
entre fatores: P<0,0001); D) Olive Tail Moment (Efeito das solucdes crioprotetoras:
P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacédo: P<0,0001; Interacdo entre fatores:
P<0,0001). Letras maiusculas distintas indicam diferenca entre a etapa da
criopreservacao, dentro de cada solucéao crioprotetora pelo teste de Tukey. Letras
minusculas distintas indicam diferenca entre as solucdes crioprotetoras, dentro de
cada etapa da criopreservacao, pelo teste de Tukey.

Foram analisados os principais parametros de analise de danos no DNA, como
descrito a seguir. O comprimento da cauda do cometa aumentou apés as etapas de
equilibrio e congelamento/descongelamento em todos 0s grupos experimentais. Para
0S grupos criopreservados com as solucdes SC1, SC2 e SC3 houve aumento do
comprimento da cauda do cometa apds o congelamento/descongelamento em relacéo
a etapa de equilibrio, enquanto para o grupo SC4 o comprimento da cauda do cometa

permaneceu igual entre as duas etapas. Como esperado, o dano ao DNA induzido por
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H20: (controle positivo do teste) foi maior em todas as etapas. Para a analise ap0s o
tempo de equilibrio, houve diferenca entre o grupo SC4 que apresentou 0 maior
comprimento de cauda entre 0s grupos experimentais, e o SC2 que apresentou o
menor comprimento. Apés a etapa de congelamento/descongelamento, os maiores
valores de comprimento de cauda foram observados nos grupos SC1 e SC2, seguidos
pelo SC3 e o0 menor valor foi no grupo SC4 (Figura 3A).

Observou-se um aumento significativo no % de DNA na cauda do cometa apds
as etapas de equilibrio e congelamento/descongelamento, com excecdo do grupo
SC2 que aumentou 0o % de DNA na cauda apenas depois do
congelamento/descongelamento. A etapa de congelamento/descongelamento
resultou em maior % de DNA na cauda do cometa com relacdo a andlise realizada
apos o tempo de equilibrio em todos os grupos experimentais. Além disso, 0s grupos
SC3 e SC4 apresentaram maiores % de DNA na cauda com relagéo aos grupos SC1
e SC2 ap6s o tempo de equilibrio; contudo, na avaliacdo apdés o
congelamento/descongelamento, os valores de SC3 e SC4 foram menores que do
SC1 e SC2 (Figura 3B).

As variaveis Tail Moment e Olive Tail Moment apresentaram comportamentos
similares. Houve um aumento no dano ao DNA apdés o tempo de equilibrio com relacao
ao sémen fresco em os todos grupos experimentais, com excec¢ao do grupo SC3 que
apresentou danos iguais entre as etapas. Houve um aumento do dano ao DNA apos
a etapa de congelamento/descongelamento com relacéo aos danos observados apos
o tempo de equilibrio em todos 0s grupos experimentais, com excec¢ao do grupo SC4,
gue apresentou valores iguais de danos nas duas etapas. Entre todos os grupos
experimentais, apos a etapa de congelamento/descongelamento, os maiores valores
de dano ao DNA foram observados nos grupos SC1 e SC2, e os menores foram

observados nos grupos SC3 e SC4 (Figuras 3C e D).

3.2.2. Ensaio cometa enzimatico (Formamido Pirimidina Glicosilase — FPG)
O resultado da andlise do ensaio cometa enzimatico com FPG realizadas em

diferentes etapas da criopreservacéo pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Ensaio cometa enzimatico (Formamido Pirimidina Glicosilase - FPG). A)
Comprimento da cauda do cometa (Efeito das solucbes crioprotetoras: P=0,0003;
Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,3570); B)
% de DNA na cauda do cometa (Efeito das solucdes crioprotetoras: P=0,6350; Efeito
da etapa da criopreservacédo: P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,0603); C) Talil
Moment (Efeito das solucdes crioprotetoras: P=0,0078; Efeito da etapa da
criopreservacao: P<0,0001; Interacéo entre fatores: P=0,0888); D) Olive Tail Moment
(Efeito das solucbes crioprotetoras: P=0,0085; Efeito da etapa da criopreservacao:
P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,0593). Letras mailsculas distintas indicam
diferenca entre a etapa da criopreservacéao, dentro de cada solucéo crioprotetora pelo
teste de Tukey. Letras minusculas distintas indicam diferenca entre as solucdes
crioprotetoras, dentro de cada etapa da criopreservacao, pelo teste de Tukey.

Observou-se efeito das solugdes crioprotetoras e da etapa da criopreservacao
para o comprimento da cauda do cometa, ndo houve efeito da interacdo entre esses
fatores (Figura 4A). Houve um aumento do comprimento da cauda dos grupos SC3 e
SC4 analisados ap6s o tempo de equilibro com relacéo a analise do sémen fresco,
engquanto nos grupos SC1 e SC2 os danos observados ap6s o tempo de equilibrio e
no fresco foram iguais. Houve um aumento no comprimento da cauda do cometa apos
o congelamento/descongelamento em relacdo a etapa de equilibrio no grupo

criopreservado com a solugao SC2, sendo que nas outras solugdes crioprotetoras os
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valores foram iguais nas duas etapas. Nao foi observada diferenca entre os grupos
experimentais em nenhuma das etapas de avaliagdo, apenas observou-se diferenca
entre o controle positivo (H202) e o grupo SC2 apo6s o equilibrio.

Para o0 % de DNA na cauda do cometa, observou-se efeito das etapas de
criopreservacgao, contudo, ndo houve efeito das solucdes crioprotetoras e da interacao
entre fatores (Figura 4B). Houve um aumento no % de DNA na cauda do cometa nos
grupos SC3 e SC4 apés a etapa de equilibrio com relacao a analise do sémen fresco,
enquanto para os outros grupos 0 % de DNA na cauda permaneceu igual entre as
etapas. Observou-se aumento do % de DNA na cauda do cometa apds o
congelamento/descongelamento em comparacdo com a etapa de equilibrio nos
grupos SC1 e SC2, para 0 SC3 e SC4 0 % de DNA na cauda permaneceu igual entre
as etapas.

Para as variaveis Tail Moment e Olive Tail Moment, observou-se efeito das
solucdes crioprotetoras e da etapa da criopreservacao, contudo, ndo houve efeito da
interacdo entre os fatores (Figuras 4C e D). Observou-se aumento do dano ao DNA
apos o equilibrio com relacdo ao sémen fresco nos grupos SC3 e SC4, permanecendo
igual nos demais grupos. Apos a etapa de congelamento/descongelamento houve
maiores danos ao DNA nos grupos SC1 e SC2 com relacdo ao observado apos a
etapa de equilibrio, permanecendo o dano semelhante nos grupos SC3 e SC4. Néao

houve diferenca entre as solucdes crioprotetoras em nenhuma das etapas.

3.2.3. Ensaio cometa enzimatico (Endonuclease Il — ENDO III)
O resultado da analise do ensaio cometa enzimatico com ENDO Il realizadas

em diferentes etapas da criopreservacao pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Ensaio cometa enzimatico (Endonuclease Il — ENDO lll). A) Comprimento

da cauda do cometa (Efeito das soluc¢des crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da
criopreservacao: P<0,0001; Interacdo entre fatores: P=0,5372); B) % de DNA na
cauda do cometa (Efeito das solucdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da
criopreservacao: P<0,0001; Interacao entre fatores: P=0,1370); C) Tail Moment (Efeito
das solucdes crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacao: P<0,0001;
Interacdo entre fatores: P=0,3696); D) Olive Tail Moment (Efeito das solucdes
crioprotetoras: P<0,0001; Efeito da etapa da criopreservacdo: P<0,0001; Interacéo
entre fatores: P=0,3223). Letras mailsculas distintas indicam diferenca entre a etapa
da criopreservacao, dentro de cada solucao crioprotetora pelo teste de Tukey. Letras
minusculas distintas indicam diferenca entre as solucdes crioprotetoras, dentro de
cada etapa da criopreservacao, pelo teste de Tukey.

Observou-se efeito das solugbes crioprotetoras e da etapa da criopreservacao
para o comprimento da cauda do cometa, ndo houve efeito da interacdo entre esses
fatores (Figura 5A). Houve diferenca entre as diferentes etapas da criopreservacao
nos grupos experimentais SC1, SC3 e SC4 para o comprimento da cauda do cometa.
N&ao foi observado aumento do comprimento da cauda do cometa apds a etapa de
equilibrio com relacdo a andlise do sémen fresco para nenhum dos grupos
experimentais. Houve aumento no comprimento da cauda do cometa apos o

congelamento/descongelamento das amostras no grupo SC1, ndo diferindo nos
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demais grupos experimentais. Entre os grupos experimentais, ndo houve diferenca
em nenhuma etapa da criopreservagao.

Para o0 % de DNA na cauda do cometa, observou-se efeito das solucdes
crioprotetoras e das etapas de criopreservagao, contudo, nédo houve efeito da
interacdo entre fatores (Figura 5B). Nao foi observado aumento no % de DNA na
cauda do cometa em nenhum dos grupos experimentais apds o tempo de equilibrio
com relacdo a andlise do sémen fresco. Tanto apés a etapa de
congelamento/descongelamento quanto apds o tempo de equilibrio houve um maior
% de DNA na cauda com relacao ao observado no sémen fresco em todos 0s grupos
experimentais. Nao houve diferenca significativa em nenhuma etapa da
criopreservagao entre 0s grupos experimentais criopreservados.

Para as variaveis Tail Moment e Olive Tail Moment, observou-se efeito das
solucdes crioprotetoras e das etapas da criopreservagao, contudo, ndo houve efeito
da interacdo entre os fatores (Figuras 5C e D). Houve diferenca significativa para o
dano no DNA avaliado pelas variaveis Tail Moment e Olive Tail Moment, entre as
diferentes etapas da criopreservacdo nos grupos experimentais SC1, SC3 e SCA4.
Observou-se um aumento do dano ao DNA nos grupos SC1, SC3 e SC4 apos o
congelamento/descongelamento com relacéo as analises do sémen fresco e etapa de
tempo de equilibrio. Entre os grupos experimentais criopreservados, ndo houve
diferenca em nenhuma etapa da criopreservacao para as variaveis Tail Moment e
Olive Tail Moment. As amostras com H20: apresentaram maiores danos ao DNA que
0s grupos SC1 e SC4 apds o tempo de equilibrio e maior que os grupos SC2 e SC4

apos o congelamento/descongelamento.

3.3. Analise de Componentes Principais (PCA)

Na Figura 6A, estdo dispostos 0s scores da analise de componentes principais
(PCA), com elipses separando os grupos com grau de confianca de 66%. Portanto, o
PCA foi utilizado para determinar variaveis latentes (componentes principais) com
base nas variaveis analisadas nos tratamentos. Esses componentes principais (PCs)
foram investigados de acordo com sua capacidade de separar os tratamentos

conforme suas diferencas e agrupar tratamentos conforme suas similaridades.
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Figura 6. Analise de Componentes Principais (PCA). A) Graficos de dispersdo dos
dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) para as variaveis analisadas nos
guatro tratamentos (SC1, SC2, SC3 e SC4) e nos trés diferentes momentos do
processo de criopreservacdo (Fresco, apos tempo de equilibrio e apos
congelamento/descongelamento). B) As setas marcadas mostram os loading dos
parametros dos tratamentos apresentados nos eixos PC1 e PC2. Legendas: Ap0s
aquecimento (AT); Apés tempo de equilibrio (EAT); Sémen fresco diluido (Fresh);
Grupos sulfidrilicos (SG); Superéxido Dismutase (SOD); Diclorofluoresceina diacetato
(DCF); Catalase (CAT); Tail Moment (TM); Tail Moment Olive (OTM); Comprimento
de cauda do cometa (TL); % de DNA na cauda do cometa (DNAIT); Endonuclease Il
(ENDO); Formamido Pirimidina Glicosilase (FPG).

Para o PCA, levou-se em consideracao apenas os PC com eigenvalues 21. O
primeiro PC, apresentou eigenvalue de 9.48 explicando a maior porcentagem da
variacgao total (59,3%) no conjunto de dados. Por outro lado, o segundo PC apresentou
eigenvalue de 2.93 explicando a segunda maior porcentagem (18,3%). Como pode
ser visto na Figura 6A, as amostras pertencentes ao sémen fresco de todos os
tratamentos (SC1, SC2, SC3 e SC4) sofreram um overlap e estdo dispostos no
terceiro e quarto quadrante do grafico. De acordo com os scores de PC1 e PC2 néo
forneceram uma separacdo tdo boa dos outros tratamentos, embora todos os
tratamentos (SC1, SC2, SC3 e SC4) apés o tempo de equilibrio estdo em overlap
préximos do sémen fresco. Por outro lado, todos tratamentos (SC1, SC2, SC3 e SC4)
ap6s o0 aquecimento das amostras também estdo em overlap préximos do
agrupamento apos o tempo de equilibrio. Demonstrando que a maior separacao dos

grupos foi entre o sémen fresco e o sémen congelado/descongelado, com a periodo
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apos o tempo de equilibrio sendo um intermediario, independente da solucéo
crioprotetora utilizada.

A correlacdo das variadveis é mostrado na Figura 6B, sendo que variaram com
o primeiro componente principal (PC1) de -0,84 a 0,94. A correlacdo das variaveis
com o segundo componente principal (PC2) variando de -0,43 a 0,66. Correlacdes
importantes foram aquelas acima de 0,60 e abaixo de -0,60. Como tal, as variaveis
mais importantes no PC1 foram: Grupos Sulfidrilicos (-0,84), SOD (-0,64),
Comprimento de cauda do cometa - FPG (0,70), Taill Moment - FPG (0,76),
Comprimento de cauda do cometa - Alcalino (0,93), Tail Moment Olive - Alcalino, %
de DNA na cauda - Alcalino e Tail Moment - Alcalino (0,94). A variavel mais importante
no PC2 foi o Comprimento da cauda do cometa - FPG (0,66).

4. Discusséo

No presente estudo, utilizamos a técnica de avaliacdo da oxidacdo da
diclorofluoresceina diacetato (DCF) para quantificacdo da geracdo EROs. As
variacdes observadas nos valores de DCF entre os diferentes tratamentos ao longo
do processo de criopreservagcdo, podem estar relacionados com a geracdo de
diferentes tipos de EROs apds o tempo de equilibrio e apés o processo de
congelamento/descongelamento oriundos dos diferentes componentes das solucdes
crioprotetoras. Em nosso estudo observamos que nos tratamentos em que foi
acrescentado o leito em po6 desnatado nas solucdes crioprotetoras, os niveis de EROs
cairam apos o equilibrio (SC3 e SC4) e ap0s o congelamento/descongelamento das
amostras, mas neste Ultimo caso apenas no tratamento SC4. Nao foi surpresa que a
presenca do leite em po nas solugdes crioprotetoras possa ter atenuado a geracao de
EROs durante a criopreservacado. Segundo Usta e Yilmaz-Ersan [38] o leite e outros
produtos lacteos apresentam acgdo antioxidante por meio da presenca de diversos
compostos como a cisteina, vitaminas A e E, e as enzimas superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase.

A importancia do leite p6 como um agente antioxidante na solucéo crioprotetora
foi observada nos tratamentos SC4 e SC2, onde o leite em p6 estava presente e
ausente, respectivamente. Neste caso no tratamento SC2 o aumento sequencial da
geracdo de EROs durante o processo de criopreservacao (fresco/apés o tempo de
equilibrio/congelamento e descongelamento), contrasta com o observado no

tratamento SC4 onde houve uma reducgdo (fresco/ apos o tempo de equilibrio) e
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posterior estabilidade dos niveis de EROs (ap6s o tempo de equilibrio/congelamento
e descongelamento). Seguramente, neste caso, a presenca do leite em p6 desnatado
(crioprotetor ndo permeavel) favoreceu a agdo do metanol (crioprotetor permeéavel) na
composi¢cdo da solucdo crioprotetora SC4. De acordo com Elliot et al. [39], a
combinacao de crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis é considerado uma boa
estratégia na criopreservacdo. Recentemente Diogo et al. [40] combinando
crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis obtiveram bons resultados na
criopreservagdo de sémen de zebrafish, melhorando o desenvolvimento da prole
proveniente de sémen criopreservado. Cabe ressaltar que a combinacéo foi favoravel
na andlise de DCF quando combinamos o leite em p6 desnatado apenas com o
metanol. Nao foi possivel observar esse desempenho quando a combinacéo envolveu
0 MezSO, pois houve um aumento nos niveis de DCF apd6s a etapa de
congelamento/descongelamento, independente se as amostras foram
criopreservadas com Me>SO como unico protetor (SC1) ou quando combinado com o
leite em po6 desnatado (SC3).

Os grupos sulfidrilas atuam como antioxidantes em sistemas biologicos,
eliminando os radicais livres [41]. A quantificacdo dos grupamentos sulfidrilas (SH)
tem sido utilizada para avaliar o potencial antioxidante ativo, pois moléculas que
contém sulfidrilas como as glutationas e a cisteina apresentam acéo antioxidante [42].
Em nosso estudo observou-se que a quantidade de SH diminuiu apos todas as etapas
do processo de criopreservacéo, indicando maior consumo de SH pela oxidacéo de
proteinas. Esta resposta € semelhante aos resultados de Chatterjee et al. [43], que
analisando o grupamento sulfidrilas, encontraram alteracdes oxidativas nas proteinas
dos espermatozoides apos a criopreservacao de sémen de touro.

A maior defesa antioxidante no sémen contra o estresse oxidativo em peixes
vem do plasma seminal, devido ao baixo conteddo citoplasmatico nos
espermatozoides [44]. As enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) séo
elementos importantes do sistema de defesa antioxidante, pois de acordo com
Kopricu et al. [45] eliminam os anions superéxido e o peréxido de hidrogénio,
respectivamente. Chakraborty et al. [46], classificou a SOD como uma enzima
antioxidante de primeira ordem, que atua na conversdo do O~ (anion radical
superoxido) em H>O». Enquanto a CAT é classificada como uma enzima antioxidante
de segunda ordem, ja que realiza a decomposicéo do H.0,em O? (oxigénio molecular)

e H>O (4gua), facilmente liberados pelo organismo [47,48].
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Com o sémen de zebrafish observamos um aumento da atividade da enzima
CAT e uma diminuicdo da enzima SOD ap6s o tempo de equilibrio e o processo de
congelamento/descongelamento. Este comportamento pode ter ocorrido devido ao
fato de que durante a criopreservacdo a ERO mais comumente formada € o peréxido
de hidrogénio [5,49], exigindo necessariamente um aumento na atividade de CAT, ja
gue essa enzima é responsavel por decompor o peréxido de hidrogénio em moléculas
mais facilmente liberadas pelas células. Dois aspectos reforcam nosso entendimento,
gue no tratamento SC4 o processo de criopreservagdo foi menos nocivo. Em um
primeiro momento, houve aumento significativo da atividade da enzima SOD no
tratamento SC4, que em um segundo momento, pode ter contribuido decisivamente
para a ainda maior atividade de SOD apds o congelamento/descongelamento em
relacéo aos demais tratamentos. De acordo com o Lasso et al. [50] era esperado apés
o congelamento/descongelamento uma reducao dos niveis de atividade da SOD em
fungédo do enfraguecimento das barreiras antioxidantes causados pelo processo de
criopreservacao, o que de fato ocorreu com o sémen criopreservado do zebrafish. Por
outro lado, entendemos que a presenca do leite em p6 desnatado combinado com o
metanol, tornou menos severo 0 Processo e por consequéncia mais eficiente quanto
a protecao das ceélulas do excesso de geracdo de EROs inerentes ao processo de
criopreservacao. A maior capacidade antioxidante do tratamento SC4, combinando o
metanol com o leite em pé é corroborado pela observacao de Kopriicu et al. [45] que
destaca a importancia da SOD e CAT para o sistema antioxidante. Assim, quando
somamos aos resultados da analise de CAT, evidenciamos a capacidade de protecao
ao estresse oxidativo oferecida pelo tratamento SC4, pois o valor observado nessa
enzima também foi mais elevado se comparado aos outros tratamentos.

A criopreservacao pode causar danos ao DNA espermatico através do estresse
oxidativo [51] ou pelo choque osmético [15]. Para Herrdez et al. [52] a presenca de
um estado de estresse oxidativo promovido durante o armazenamento a frio ou
congelado é considerado o fator de risco mais relevante na geracédo de danos ao DNA.
De acordo com Slupphaug et al. [53], mais de 20 tipos de danos nas bases do DNA
foram encontrados apdés a exposicdo ao estresse oxidativo. A manutencdo da
integridade do DNA, a ser transmitido a prole, € um fator essencial na qualidade dos
espermatozoides, pois diminui a chance de mutacfes ou morte durante o
desenvolvimento embrionario de peixes [54,55]. Além disso, é essencial que apos a

fertilizac@o a informacao genética seja transmitida sem erros para a proxima geracgao,
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sendo assim Gosélvez et al. [56] recomendam que avaliacdo da fragmentacdo do DNA
espermatico seja realizada para indicar a qualidade do sémen.

Para avaliacdo dos danos no DNA, seguimos a indicagédo de Kumaravel et al.
[57] e Glei et al. [58] e optamos por utilizar os parametros mais recomendados para a
analise de ensaio cometa por meio de software (% de DNA na cauda do cometa,
comprimento da cauda do cometa, Tail Moment e Olive Tail Moment), pois desta forma
facilitamos a comparacgao de resultados com outras pesquisas, tendo em vista que o
parametro de avaliagéo utilizado varia de acordo com a pesquisa. Observou-se no
presente estudo que o processo de diluicdo do sémen ao extensor nao prejudicou o
conteido de DNA dos espermatozoides, pois o percentual de DNA na cauda do
cometa das amostras frescas e diluidas em HBSS foi abaixo de 10%. Esse resultado
foi semelhante ao encontrado por Reinardy et al. [59], que encontraram valores de 9
a 12% de DNA fragmentado no sémen fresco de zebrafish, sem diluir o sémen em
extensor. Apesar do resultado obtido em nosso estudo indicar que ndo ha efeito da
diluicdo do sémen sobre os danos de DNA, Cabrita et al. [20] relataram que a diluicao
de sémen de Sparus aurata em uma razdo de 1:20 (sémen:extensor), aumentou 0s
danos ao DNA ap0s a criopreservacao.

Em todas variaveis observadas no ensaio cometa padrdo, constatamos que 0s
danos no DNA dos espermatozoides aumentam apds a exposicao aos crioprotetores
durante o tempo de equilibrio, e esses danos, tornam a aumentar significativamente
apos o processo de congelamento/descongelamento das amostras. Isso permitiu
demonstrar que a etapa de congelamento/descongelamento causa os maiores danos
ao conteudo de DNA dos espermatozoides de zebrafish. Por meio do ensaio cometa
padréo observou-se que o processo de criopreservacao também afetou a estabilidade
dos espermatozoides de diversas espécies de peixes como Nibea albiflora [60],
Dicentrarchus labrax [61], Sparus aurata [20], Oncorhynchus mykiss [20,62], dentre
outros.

De maneira geral, é dificil indicar com clareza a influéncia das diferentes
solucdes crioprotetoras na protecédo do conteudo de DNA dos espermatozoides apos
o tempo e equilibrio. Além disso, fica clara a importancia da inclusdo do leite em pé
desnatado nas solucbes crioprotetoras apos o] processo de
congelamento/descongelamento, tendo em vista que nas amostras criopreservadas
com as solugbes SC3 e SC4 ocorreram 0s menores danos ao DNA apés

criopreservacgao. Apesar do processo de criopreservacao resultar em maiores danos
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de DNA nos espermatozoides, a diminuicdo desses danos nos tratamentos contendo
leite em p6 é de grande relevancia, pois é possivel que por esses danos estarem em
niveis ainda moderados possam ser reparados pelo oécito durante a embriogénese
[20]. Em contrapartida, danos elevados no DNA podem superar a capacidade de
reparacdo dos odcitos, prejudicando o desenvolvimento embrionério e podendo levar
a morte do embrido [63].

Ainda que néo esteja claro o modo de atuacao do leite na protecao das células
durante a criopreservacao, Bergeron e Manjunath [64], indicam que as micelas de
caseina presentes no leite podem proteger o0s espermatozoides durante a
criopreservagcdo por impedir a perda de colesterol e lipideos das membranas
celulares. Outros estudos demonstram que a inclusdo de leite em pé na solucéo
crioprotetora melhora os resultados apos descongelamento de sémen de algumas
espécies de peixes como Pseudoplatystoma corruscans [65] e Rhamdia quelen [66].
Além disso, Nakagata [67] constatou que a utilizac&o de leite desnatado ou rafinose
na solucéo crioprotetora melhorou os resultados da criopreservacdo de sémen de
camundongo.

A criopreservacao pode causar ndo apenas fragmentacdo do DNA [68], como
a oxidacdo de bases nitrogenadas [69]. No presente estudo, foi possivel observar
maior presenca de danos quando utilizamos o ensaio cometa com a enzima FPG em
relacdo ao observado no ensaio cometa com a enzima ENDO IllI, indicando maior
oxidacao de purinas do que de pirimidinas. Contudo, os espermatozoides contém uma
importante enzima especifica para reparar danos em purinas, a 8-oxoguanina DNA
glicosilase - OGG1 [70], que pode dessa maneira, atenuar os danos observados no
ensaio cometa enzimatico com FPG. Observamos também que de maneira geral
houve maior sensibilidade do ensaio cometa enzimatico com FPG e ENDO Il do que
guando utilizamos o ensaio cometa alcalino padréo. Esse fenbmeno ocorre, pois, as
enzimas utilizadas no ensaio cometa enzimatico, induzem a rupturas adicionais nos
locais onde ha bases oxidadas e dessa forma revelam danos que o cometa alcalino
padrdao ndo demonstra, aumentando assim o DNA fragmentado nos cometas [58].
Entretanto, Pérez-Cerezales et al. [69] ndo observaram diferencas entre os resultados
de fragmentacéo de DNA obtidos pelo ensaio cometa padrdo e o enzimatico com FPG
em espermatozoides criopreservados de Oncorhynchus mykiss, mas quando avaliado

a fragmentacdo de DNA de espermatozoides resfriados a curto prazo, o ensaio
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cometa enzimatico com FPG apresentou maior fragmentacéo de DNA do que o ensaio
cometa padrao.

Diferentemente do observado no cometa alcalino padréo, ndo houve diferenca
entre as solugdes crioprotetoras no dano gerado no DNA e analisado nos ensaios
cometas enzimaticos com FPG e ENDO IIl. Embora o tratamento SC4 contendo leite
em p6 desnatado tenha diminuido a formacéo de EROs e a fragmentacdo de DNA
avaliada pelo ensaio cometa padrdo, além de ter aumentado a atividade enzimatica
de SOD e CAT, esse ndo promoveu maior prote¢cdo quanto a oxidacao de purinas e
pirimidinas. Contudo, os danos analisados pelo ensaio cometa modificado por
enzimas de restricdo (FPG e ENDO Ill) sdo danos com potencial mutagénico baixo,
podendo ser rapidamente reparados no processo de divisao celular pelo metabolismo
normal [12].

De maneira geral a etapa de congelamento/descongelamento das amostras
gerou mais danos ao DNA e oxidacdo de bases do que a etapa de equilibrio nas
solucgdes crioprotetoras, como observamos pelos resultados do ensaio cometa padrao
e enzimatico. Da mesma forma em que foi observado em nosso estudo, Cabrita et al.
[20] constataram que o0 processo de congelamento/descongelamento das amostras
induziu maiores danos ao DNA do que a toxicidade pela exposi¢cao aos crioprotetores,
guando avaliaram os danos causados por diferentes etapas do processo de
criopreservacao de espermatozoides de Oncorhynchus mykiss e Sparus aurata.

Ao utilizar a anélise de componentes principais nos dados obtidos das amostras
avaliadas observamos que as interacdes dos loadings nos PC1 e PC2 explicaram
77,6% da variabilidade total dos dados coletados. Embora ndo mostrado um claro
agrupamento entre todos os tratamentos, formaram clusters nos tratamentos quando
analisados as amostras de sémen fresco, e aproximacdo destes clusters com os
formados por todos os tratamentos apos o tempo de equilibrio. Desta forma, pode-se
inferir que os maiores danos que levam a maiores alteracdes dos espermatozoides
ocorrem apos o processo de congelamento/descongelamento, e ndo pela toxicidade
dos crioprotetores durante o equilibrio. A utilizacdo da analise de componentes
principais € uma ferramenta interessante, por ser um tipo de analise exploratéria que
pode ajudar na visdo geral de como as diversas variaveis em um experimento
especifico se comportam e com isso podem auxiliar no entendimento dos resultados

obtidos, complementando e reforcando as respostas obtidas de maneira separada.
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Os resultados benéficos da incluséo de leite em p6 na solugdo crioprotetora na
protecdo dos espermatozoides quanto os danos oxidativos e ao DNA indicam a
necessidade e importancia da inclusédo de crioprotetor ndo permeavel em combinacgéo
com crioprotetores permeaveis em protocolos de criopreservacdo de sémen de
zebrafish, além disso, abrem a possibilidade de futuros protocolos testarem a
combinacao entre diferentes crioprotetores ndo permeaveis, e até a utilizacdo apenas
de crioprotetores ndo permeaveis, visando a diminuicdo da toxicidade da solucéo
crioprotetora.

Podemos concluir que a combinacdo entre crioprotetor permeéavel e nao
permeavel na solucdo crioprotetora para sémen de zebrafish, especialmente a
combinacao do metanol com o leite em p6 desnatado, € capaz de diminuir a geracéo
de EROs e aumentar o perfil antioxidante enzimatico, através de maior atividade das
enzimas SOD e CAT, o que resulta em menores danos ao DNA. Quanto ao processo
geral de criopreservacédo, a etapa de congelamento/descongelamento das amostras
€ responsavel por causar maiores danos oxidativos, inclusive no DNA nos
espermatozoides de zebrafish, do que a toxicidade dos crioprotetores durante a

exposicao na etapa de tempo de equilibrio.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Diversos protocolos de criopreservacao com tecidos e células reprodutivas de
zebrafish ja foram aplicados, estabelecendo metodologias eficientes durante o
processo de criopreservacao. Contudo, ainda ha uma caréncia de resultados positivos
em alguns aspectos, como a criopreservacédo do genoma diploide, que ainda nao foi
possivel pelos insucessos na criopreservacdo de embrides. A criopreservacdo de
células primordiais € promissora e provavelmente mais pesquisas nesse sentido vao
ser realizadas nos proximos anos. A criopreservacao do genoma feminino ja
apresenta alguns resultados positivos, contudo, 0s sucessos obtidos até entdo dizem
respeito apenas a criopreservacao de odécitos imaturos o que impossibilita 0 seu uso
apos descongelamento/aquecimento das amostras para fertilizacdo. Nesse sentido,
estudos desenvolvendo a maturacdo dos odcitos in vitro ou 0 estabelecimento de
novos protocolos que consigam preservar 0s o06citos maduros viaveis apos
criopreservagao parecem ser as metas a serem atingidas nos préximos estudos.

A criopreservacdo de sémen de zebrafish apresenta alguns obstaculos e as
dificuldades enfrentadas fazem com que os resultados obtidos sejam variaveis.
Porém, resultados positivos ja estdo disponiveis na literatura a criopreservacéo de
sémen ja é empregada para manutencdo de bancos de germoplasma da espécie.
Como a criopreservacao de sémen se apresenta como a mais estabelecida para a
espécie, é possivel observar esforcos de diversos pesquisadores no sentido de
otimizar os resultados obtidos ap0s a criopreservacdo, e essa tendéncia deve
continuar no futuro.

Observou-se nos protocolos de criopreservacdo de sémen testados nesse
trabalho, que diversas sdo as fontes de danos aos espermatozoides durante a
criopreservacdao. Ficou evidente que a etapa de congelamento/descongelamento foi o
momento em que ocorreu 0s maiores danos aos espermatozoides durante o processo
de criopreservacéo, e que os danos oxidativos e de DNA foram importantes durante
todo o processo. A utilizacdo da combinacdo entre crioprotetor permeavel e nao
permeavel demonstrou ser uma estratégia interessante nesse estudo, quando foi
utilizado o leite em pd desnatado como crioprotetor ndo permeavel, os danos
observados foram menores, principalmente no que diz respeito aos danos oxidativos
e de DNA.
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and the Editors. Final acceptance or rejection rests with the Editorial Board, who reserves the
right to refuse any material for publication.

Manuscripts should be written in a clear, concise, direct style. Where contributions are judged
as acceptable for publication on the basis of content, the Editors and the Publisher reserve the
right to modify typescripts to eliminate ambiguity and repetition and improve communication
between author and reader.

Authorship Policy

All listed authors must have contributed significantly, and all authors are in agreement with the
content of the manuscript.

Principles for Publication of Research Involving Human Subjects

Manuscripts must contain a statement to the effect that all human studies have been reviewed
by the appropriate ethics committee and have therefore been performed in accordance with
the ethical standards laid down in an appropriate version of the Declaration of Helsinki (as
revised in Brazil 2013), available
at http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html. It should also state
clearly in the text that all persons gave their informed consent prior to their inclusion in the
study. Details that might disclose the identity of the subjects under the study should be omitted.

Use of Animals in Research

Any experiments involving animals must be demonstrated to be ethically acceptable and where
relevant conform to national guidelines for animal usage in research.

Data Sharing and Data Accessibility

The journal encourages authors to share the data and other artefacts supporting the results in
the paper by archiving it in an appropriate public repository. Authors should include a data
accessibility statement, including a link to the repository they have used, in order that this
statement can be published alongside their paper.

Publication Ethics

This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). Note this journal
uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and similar text in
submitted manuscripts. Read our Top 10 Publishing Ethics Tips for Authors here. Wiley’s
Publication Ethics Guidelines can be found at https://authorservices.wiley.com/ethics-
guidelines/index.html

5. AUTHOR LICENSING
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If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author will receive
an email prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley Author Licensing
Service (WALS) they will be required to complete a copyright license agreement on behalf of
all authors of the paper.

Authors may choose to publish under the terms of the journal’s standard copyright agreement,
or OnlineOpen under the terms of a Creative Commons License.

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the Creative
Commons License options offered under OnlineOpen, please click here. (Note that certain
funders mandate that a particular type of CC license has to be used; to check this please
click here.)

Self-Archiving definitions and policies. Note that the journal's standard copyright
agreement allows for self-archiving of different versions of the article under specific conditions.
Please click here for more detailed information about self-archiving definitions and policies.

Open Access fees: If you choose to publish using OnlineOpen you will be charged a fee. A
list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance with
specific Funder Open Access Palicies.

6. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE
Accepted article received in production

When your accepted article is received by Wiley’s production team, you (corresponding
authors) will receive an email asking you to login or register with Author Services. You will be
asked to sign a publication licence at this point.

Proofs

Once your paper is typeset you will receive email notification of the URL from where to
download a PDF typeset page proof, associated forms and full instructions on how to correct
and return the file. Please note that you are responsible for all statements made in your work,
including changes made during the editorial process and thus you must check your proofs
carefully. Note that proofs should be returned 48 hours from receipt of first proof.

Early View

The journal offers rapid speed to publication via Wiley’s Early View service. Early View (Online
Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before inclusion in an issue.
Note there may be a delay after corrections are received before your article appears online, as
Editors also need to review proofs. Once your article is published on Early View no further
changes to your article are possible. Your Early View article is fully citable and carries an online
publication date and DOI for citations.

7. POST PUBLICATION

Access and sharing

When your article is published online:

* You receive an email alert (if requested).

* You can share your published article through social media.

* As the author, you retain free access (after accepting the Terms & Conditions of use, you can
view your article).

» The corresponding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to receive a
publication alert and free online access to your article.

You can now order print copies of your article (instructions are sent at proofing stage).
Now is the time to start promoting your article. Find out how to do that here.
Measuring the impact of your work
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Wiley also helps you measure the impact of your research through our specialist partnerships
with Kudos and Altmetric.

PUBLICATION FORMAT

Reviews in Aquaculture is published in electronic format only.
8. EDITORIAL OFFICE CONTACT DETAILS

Sena De Silva

Editorial Office, Reviews in Aquaculture

School of Life & Environmental Sciences

Deakin University

Victoria, Australia

Email: sena.desilva@deakin.edu.au

Author Guidelines updated 10 February 2017

Apéndice 2 — Normas do periédico Theriogenology

Guide for Authors

Introduction

Please consult this Guide for Authors for further details on the requirements for submitting your
paper to Theriogenology. The guidelines described in this document should be adhered to
carefully, to ensure high-quality and rapid publication of your manuscript.

Aims and Scope

Theriogenology is an international, peer-reviewed journal that publishes papers regarding the
study of reproduction in domestic and non-domestic mammals, birds, reptiles, and
fish. Theriogenology publishes only material that has never been previously published and is
not currently being considered for publication elsewhere; the exception would be limited
disclosure (e.g. publication of an abstract or in the proceedings of a scientific conference, with
limited circulation).

Types of Articles

Original Research Papers should report the results of original research. The material should
not have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Review Articles should cover subjects within the scope of the journal that are of active current
interest. They are usually invited, but prospective Authors may contact the Editors with
proposals.

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal
are welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editors. It is
hoped that the publication of such letters will permit an exchange of views which will be of
benefit to both the journal and its readers.

Page charges
This journal has no page charges.

Submission Checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
» E-mail address

* Full postal address
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All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

It is recommended that the manuscript should be submitted in Word document

* Include keywords

* All figures (include relevant captions)

+ All tables (including titles, description, footnotes)

 Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

* Indicate clearly if color should be used for any figures in print

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

+ All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

» A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

+ Journal policies detailed in this guide have been reviewed

» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

Ethics in publishing
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript should
be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of
Scholarly Work in_Medical Journals and aim for the inclusion of representative human
populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations. The terms sex and
gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be
observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out
in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been
followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the influence (or
association) of sex on the results of the study.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must
disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title
page file (if double-blind) or the manuscript file (if single-blind). If there are no interests to
declare then please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary statement will be
ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate
Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official records. It is important for
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potential interests to be declared in both places and that the information matches. More
information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration for
publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by
the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be
published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including
electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your
article may be checked by the originality detection service Crossref Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see
'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information).

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about the
beliefs or commitments of any reader, should contain nothing which might imply that one
individual is superior to another on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic,
and should use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from
bias, for instance by using 'he or she', 'his/her' instead of 'he’ or 'his', and by making use of job
titles that are free of stereotyping (e.g. ‘chairperson’ instead of ‘chairman’ and 'flight attendant'
instead of 'stewardess’).

Author contributions

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their
individual contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization; Data
curation; Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project
administration; Resources; Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing -
original draft; Writing - review & editing. Authorship statements should be formatted with the
names of authors first and CRediT role(s) following. More details and an example

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception
and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting
the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the
version to be submitted.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made
only before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To
request such a change, the Editor must receive the following from the corresponding author:
(a) the reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all
authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.
Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
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been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a '‘Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations
and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must
obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article.
Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete
an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open
access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Open access
Please visit our Open Access page from the Journal Homepage for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel free
to use these free resources to improve your submission and navigate the publication process
with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture
of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate
possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish
to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author Services.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used
in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your
article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, is sent by e-mail.
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Submit your article
Please submit your article via https://ees.elsevier.com/therio/default.asp.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For
more details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether
or not the suggested reviewers are used.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar
to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-
check' functions of your word processor.

Pages and lines should be numbered.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
guoting directly from a previously published method, use guotation marks and also cite the
source. Any modifications to existing methods should also be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential title page information
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» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of bullet
points that capture the novel results of your research as well as new methods that were used
during the study (if any). Please have a look at the examples here: example Highlights.
Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. Since an abstract is often presented
separately from the article, it must be able to stand alone. For this reason, references should
generally be avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the
reference list. Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their
use is essential, they must be defined at their first mention in the abstract itself. Abstracts must
be limited to a single paragraph with no more than 2,500 keystrokes (characters plus spaces).

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of').
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references;
therefore, do not include them on the title page, as a footnote to the title, etc.. List individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or
proof reading the article, etc.), sources of financial support, and donations of products and
materials.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
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Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

Itis not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult |UB:
Biochemical Nomenclature and Related Documents for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will
be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the following policy: no
specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced.
Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as they do
not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g.
changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol,
or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

* Submit each illustration as a separate file.

* Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.
A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.
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Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel)
then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

*» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article,
you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these
figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether
or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction
in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of
your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are working with
LaTeX and have such features embedded in the text, these can be left. See further under
Electronic artwork.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to
the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively
in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate
results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in
table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned
in the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
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either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after
the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which
citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template
is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and citations
as shown in this Guide. If you use reference management software, please ensure that you
remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information on how
to remove field codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/theriogenology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci
Commun 2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.

Heliyon. 2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205

Reference to a book:

[3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS,
Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc;

2009, p. 281-304.
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Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer  statistics reports  for  the UK,
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed
13 March 2003].

Reference to a dataset:

[dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the
first 6 should be listed followed by 'et al." For further details you are referred to ‘Uniform
Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc
1997;277:927-34) (see also Samples of Formatted References).

Journal Abbreviation Source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal
abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;  List of serial title  word
abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts
Service): http://www.cas.org/sent.html

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This
can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content
and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file
formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions
please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print
version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your
software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to
the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
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sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation.
For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant
research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system.
For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets
directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next
to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during
the submission process, for example by stating that the research data is confidential. The
statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit
the Data Statement page.

Additional Style Notes

Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic conventions
* Avoid the word "injected,"” (e.g., "Cows were injected with cloprostenol") but include the
generic name, proprietary name, dosage and route of administration (e.g., "Cows were treated
with cloprostenol [Estrumate 500 pg im]").

» Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term 'significant'
(recommended for Discussion), but generally avoid doing both.
» Terms with a specific statistical meaning (i.e. significant, tended and correlated), should only
be used in a strict statistical context.

* Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for unit of
measure, e.g. five embryos, 5 min

Use the following expressions

* transrectal palpation, not rectal palpation

* nucleus transfer, not nuclear transplant

* estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior
* sperm can be used as both noun and adjective

» 120 to 125, not 120-125

* treatment by period, not treatment X period
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« gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)

* magnification: X 100

+ identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n = 30
* 3 d, Day 3 (define Day 0)

Standard definitions

» oogonium: female gamete before meiosis

» oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis) to
extrusion of the first polar body

* oocyte secondary: female gamete from onset of second meiosis to extrusion of the second
polar body

» ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of the male and
female pronuclei (differs from the common use of ovum as a general term for any female
gamete)

. germinal vesicle: nucleus of the ovum
* zygote: a fertilized ovum, from fusion of the male and female gamete to completion of first
cleavage

* embryo: a conceptus from the 2-cell stage to the stage when cell migration and differentiation
are largely complete

« fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing in size)
* conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures

» abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

* premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of

independent life

« stillbirth: avoid this term (use fetal death or abortion)

Abbreviations

Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used anywhere
else, including the manuscript's title and in figures, table titles and legends, without definition;
others may not be used in the title, but may be used in the text without definition. In general,
abbreviations must be defined when used for the first time (this may be avoided in the
ABSTRACT if necessary to conserve space). To make reading the paper more pleasant, avoid
using excessive abbreviations and acronyms; instead use short synonyms, for instance: for
"Cesarean section" instead of "CS" use "section" or "hysterotomy."

The following abbreviations may be used in the text without definition (note that abbreviations
exclude periods):

Al ANOVA ADP ATP BSA
cAMP CL DEAE-cellulose DMSO DNA
eCG EDTA EGF ELISA FSH
GH GnRH hCG HEPE ShMG
IVC IVF IVM LH MOET
MSH mRNA NAD NADH PBS
PGFa PGFM PIPES PRID PRL
RIA RNA SDS-PAGE SCNT TRH
TRIS tRNA TSH

Units of Measure

cpm - counts per min

dpm - disintegrations per min

g —gram

ga - gauge of hypodermic needle
h — hour

kg — kilogram

L — liter
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mL - milliliter

ML - microliter

m - meter

min - minute

mo - month

s - second

Vv - volume ratio

wk - week

wt/vol - weight per volume
y - year

Routes of treatment
id - intradermal

im - intramuscular
iu - intrauterine

iv - intravenous

Sc - subcutaneous
po - oral

Statistical expressions
ANOVA - analysis of variance
CV - coefficient of variation

df - degrees of freedom

F - variance ratio

NS - not significant

P - probability

SD - standard deviation

SEM - standard error of the mean
r - correlation coefficient

r? - coefficient of regression

Additional information

* For issues of style and format not addressed here, please consult Scientific Style and
Format: The CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition.

* For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and usage,
consult the CBE Manual or a current English language (collegiate-level or higher) dictionary.
* For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide takes
precedence. Do not hesitate to contact the Editorial Office if you have any questions
regarding preparation of your manuscript.

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with
their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link
to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The
environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a
faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating
the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
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corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published
their article gold open access do not receive a Share Link as their final published version of
the article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article
DOl link.

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article
will be published

Apéndice 3 — Normas do periédico Cryobiology
Guide for Authors
Introduction

The Official Journal of the Society for Cryobiology

Types of article

*Regular Papers

*Brief Communications

*Reviews

sLetters to the Editor

Regular papers will describe experimental findings, technigues, or theory. They will consist of
an abstract that summarizes the objective of the study, the methods used, and the conclusions
reached. Abstracts should not exceed 250 words and should be adequate for direct
presentation to abstracting services. After the abstract a list of up to 10 keywords that will be
useful for indexing or searching must be included. The Introduction will contain a statement of
the purpose of the work, the problem that stimulated it, and a brief summary of relevant
published investigations. The Materials and Methods section must be presented in sufficient
detail to enable other investigators to repeat the work. The Results should be concise and
should avoid redundant tables and figures illustrating the same data. The Discussion should
interpret the results, with minimal recapitulation of findings.

Brief Communications are concise reports of original findings, techniques or theory and include
an abstract no longer than 150 words and a list of up to 10 keywords. They are not divided into
sections. As a guideline it is suggested that there should be no more than 3 tables and/or
figures and a maximum of 10 references. The total length, including references, should not
exceed 2500 words.

Reviews should only be submitted after first discussing the article with the Editor or a member
of the Editorial Board. As with regular papers and brief communications, reviews will be subject
to peer review.

Letters to the Editor should concern matters of general interest to the readership of the journal
or papers recently published in the journal. Authors of papers that are the subject of comment
will be given an opportunity to reply. Letters may not exceed 1 printed page in length and if
publication deadlines are pressing, proofs may not be provided. The Editor's decision will be
final.

Contact details for submission
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Please submit your article via http://ees.elsevier.com/cryo.

For questions on the reviewing process or for proposals for Review Articles, please contact
the Editor-in-Chief:

Prof. David M. Rawson

E-mail: david.rawson@societyforcryobiology.org

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
» E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

« All figures (include relevant captions)

* All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

* Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

« All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources

(including the Internet)

» A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

» Journal policies detailed in this guide have been reviewed

» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

Ethics in publishing
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript should
be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of
Scholarly Work in_Medical Journals and aim for the inclusion of representative human
populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations. The terms sex_and
gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be
observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out
in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been
followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the influence (or
association) of sex on the results of the study.
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Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must
disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title
page file (if double-blind) or the manuscript file (if single-blind). If there are no interests to
declare then please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary statement will be
ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate
Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official records. It is important for
potential interests to be declared in both places and that the information matches. More
information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration for
publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by
the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be
published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including
electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your
article may be checked by the originality detection service Crossref Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see
'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information).

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about the
beliefs or commitments of any reader, should contain nothing which might imply that one
individual is superior to another on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic,
and should use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from
bias, for instance by using 'he or she', 'his/her' instead of 'he' or 'his', and by making use of job
titles that are free of stereotyping (e.g. ‘chairperson' instead of ‘chairman’ and 'flight attendant'
instead of 'stewardess').

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made
only before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To
request such a change, the Editor must receive the following from the corresponding author:
(a) the reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all
authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
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Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations
and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must
obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article.
Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete
an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open
access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Open access
Please visit our Open Access page from the Journal Homepage for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel free
to use these free resources to improve your submission and navigate the publication process
with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture
of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate
possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish
to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author Services.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used
in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your
article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, is sent by e-mail.

Submission address
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/cryo
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Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed
by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a
minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The
Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The
Editor's decision is final. More information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar
to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-
check' functions of your word processor.

Manuscripts must be prepared in double or triple line spacing and lines must be numbered.
Pages should be numbered in consecutive order.

LaTeX

You are recommended to use the latest Elsevier article class to prepare your manuscript
and BibTeX to generate your bibliography.

Our Guidelines has full details.

Subdivision

Regular papers will describe experimental findings, technigues, or theory. They will consist of
an abstract that summarizes the objective of the study, the methods used, and the conclusions
reached.

Brief Communications should not be divided into sections.

Introduction
The Introduction will contain a statement of the purpose of the work, the problem that
stimulated it, and a brief summary of relevant published investigations.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
guoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the
source. Any modifications to existing methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.
Avoid redundant tables and figures illustrating the same data.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Essential title page information
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* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of bullet
points that capture the novel results of your research as well as new methods that were used
during the study (if any). Please have a look at the examples here: example Highlights.
Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Abstracts of Regular Papers should not exceed 250 words, abstracts of Brief Communications
should not exceed 150 words

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to
the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical
abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size:
Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more.
The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96
dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical
Abstracts on our information site.
Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best presentation of their
images and in accordance with all technical requirements.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 10 keywords, using American spelling
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and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of").
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Use the latest version of the American Chemical Society Style Guide, available
at http://pubs.acs.org/styleguide/.

The preferred abbreviation for dimethyl sulfoxide is Me2SO rather than DMSO.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Temperatures should be expressed on the Celcius scale. Where relevant, Kelvin units may be
used, but the equivalent in degrees Celcius must be added in parentheses

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Embed the used fonts if the application provides that option.
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+ Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol,
or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

+ Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

» Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel)
then please supply ‘as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

*» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article,
you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these
figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether
or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction
in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of
your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to
the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively
in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate
results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in
table cells.
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References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned
in the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after
the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles (http://citationstyles.orq), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero (https://www.zotero.org/).
Using the word processor plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations and
bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as
shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/Elsevier(numericwithtitlessortedalphabetically)
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."
List: The list of references is arranged alphabetically and then numbered (numbers in square
brackets).
Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci.
Commun. 163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.Sc.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:
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[2] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, Heliyon
19 (2018) 00205, https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S.
Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York,
2009, pp. 281-304.

Journal names should be abbreviated according to CAS (Chemical Abstracts
Service): http://www.cas.org/sent.html.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This
can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content
and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file
formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions
please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print
version for the portions of the article that refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your
software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to
the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation.
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For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant
research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system.
For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets
directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next
to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data
into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data.
Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a
DOI and publicly available to all upon publication. You are encouraged to submit your article
for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your manuscript.
If your research article is accepted, your data article will automatically be transferred over
to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access data
journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 600 USD is payable for publication
in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this
template to write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during
the submission process, for example by stating that the research data is confidential. The
statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit
the Data Statement page.

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with
their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link
to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The
environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a
faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating
the potential introduction of errors.
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
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instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published
their article gold open access do not receive a Share Link as their final published version of
the article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article
DOl link.

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article
will be published
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