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RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS PELO BOLSISTA

O zebrafish (Danio rerio) é uma espécie de peixe teleésteo nativo da Asia, que
ganhou grande importancia nos ultimos anos como modelo experimental para outras
espécies animais e humanos. Essa espécie compartilha aproximadamente 71% de seu
genoma com a espécie humana e, portanto, estudos realizados com o zebrafish podem ser
translacionados para humanos. Muitas biotecnologias da reproducao podem ser aplicadas
nessa espécie e é comum ser realizada a reproducdo desses animais em laboratério. Para
0 sucesso na reproducdo desses animais é essencial que seus gametas possuam uma boa
qualidade e para isso foram desenvolvidos inimeros protocolos para avaliacdo da
qualidade de gametas. Para avaliacdo de espermatozoides de zebrafish, uma importante
técnica utiliza os corantes eosina/nigrosina para avaliar a integridade de membrana das
células espermaticas.

De anos em anos a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) langa recomendacdes
para avaliacdo de qualidade espermatica com o uso dos corantes eosina/nigrosa, mas em
3 dos 4 manuais publicados (até 2003) foram realizadas alteracdes na solucdao base de
diluicdo dos corantes sem nenhum apoio experimental. O solvente para a diluicdo dos
corantes tem grande importancia no processo de avaliacdo de viabilidade espermatica,
pois a solucao de diluicdo pode causar varios danos as células espermaticas, inclusive mata-
las, principalmente por causa da diferenca de osmolaridade em relacdo ao meio em que
os espermatozoides naturalmente sao liberados.

Com base nisso, a ideia do estudo foi analisar a diferenca nos resultados de
integridade de membrana nos espermatozoides de zebrafish com o uso de diferentes
solugdes para diluicdo dos corantes. Primeiramente os animais foram eutanasiados com
dose letal (0,6mg/mL) de tricaina metano sulfato (MS-222) e as gonadas foram coletadas,
sendo o sémen diluido para a preparagao de um pool com as amostras de trés animais.
Desse pool, foram separadas quatro aliquotas iguais para aplicacao dos corantes em cada
uma das solucdes de diluicao.
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Foram definidas quatro solugdes base para diluicdo dos corantes, sendo elas agua
destilada, solucao PBS, solucao de Ginsburg (diluidor de sémen) e solucao de NaCl 0,9% e
foi utilizada a técnica de um passo para aplicagdo dos corantes. Além disso, foi medida a
osmolaridade de cada uma das solu¢des para analisar se a diferenga nos resultados estava
relacionada as diferentes osmolaridades encontradas. Apds a diluicado e preparacao das
aliquotas, os corantes foram aplicados e apos 30 segundos foram confeccionadas seis
laminas com cada uma das solucdes de diluicao, as quais foram secas ao ar para posterior
contagem das células com membrana integra e membrana danificada.

Foram contados 200 espermatozoides de cada repeticdto com o auxilio de um
microscopio com aumento total de 40 vezes. Os dados foram submetidos a teste de
normalidade e de homogeneidade de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente.
Como os dados apresentaram-se ndo paramétricos, foram submetidos a analise de
Kruskal-Wallis com 5% de significancia, seguido de teste de Dunn.

As solucdes de NaCl 0,9% e com agua destilada apresentaram maior integridade de
membrana dos espermatozoides que a solucao PBS, mas nao diferiram estatisticamente da
solucao de Ginsburg, sendo que essa ndo diferiu estatisticamente das demais.

Para a avaliacao de integridade de membrana espermatica para sémen fresco de zebrafish
as solucdes que apresentaram os melhores resultados foram solucéo salina (NaCl 0,9 %),
agua destilada e solucdo de Ginsburg. Porém, mais estudos serdo realizados para verificar
se os resultados se repetem quando utilizado sémen criopreservado, ja que as células que
passam por esse processo ficam mais fragilizadas e podem ser mais sensiveis as diferencas
de osmolaridade das solugdes para diluigdo dos corantes utilizados para avaliar a
integridade de membrana.



