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Viabilidade oocitaria e espermatica em zebrafish (Danio rerio) post-

mortem?

Autor: Renata Villar Dantas
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

Resumo: A exploracdo excessiva dos ambientes aquaticos tem acarretado o
declinio de diversas espécies de peixes, fazendo-se necessaria a adocdo de
medidas mitigatorias que visem a protecao destes animais em risco de extincao.
A remocao de gbnadas de animais encontrados mortos, desde que sejam
viaveis, pode ser uma alternativa de preservacdo dessas espeécies, porém 0s
efeitos do processo de post mortem na qualidade dos gametas de espécies
aguaticas tém sido pouco estudados. Sendo assim, o objetivo do estudo foi
avaliar os efeitos de trés periodos do post mortem (pré- rigor mortis, rigor mortis
e post rigor) em diferentes parametros de qualidade de od6citos e
espermatozoides, utilizando como modelo o zebrafish. Os peixes foram
eutanasiados por imersdo em anestésico tricaina (0,6 mg/mL; 27°C +0,5; pH 7,4)
e mensurados de acordo com angulacdo em transferidor (180°), estabelecendo
angulos referentes a cada etapa do post mortem (fresco/controle—40°; pré-rigor
mortis —35°; rigor mortis—0°; post rigor—40°), coletando os tecidos em cada etapa.
As seguintes analises foram realizadas: viabilidade celular (SYBR-14/FDA/PI),
atividade mitocondrial (MTT), morfologia espermética (Rosa de Bengala) e
cinética de espermatozoides (CASA). Na atividade mitocondrial de odcitos e
espermatozoides ndo houve diferenca. No periodo do post rigor, todos os
estagios de maturacao oocitaria apresentaram baixa viabilidade celular (5,145 -
15,22%). Nao houve diferenca entre 0s grupos na viabilidade dos
espermatozoides (p=0,0822). Em contraste, no rigor mortis e post rigor, a
motilidade espermaética foi inferior a 20% (p<0,05) comparado ao pré-rigor mortis
(58,96+ 14,38%) e o fresco/controle (63,23 + 19,03%). Os resultados de
morfologia espermatica mostram uma maior quantidade de anormalidades de
cabeca nos periodos de rigor mortis e post rigor. No post rigor, além de cabeca
degenerada (8,7 = 2,29%), houve um aumento de microcefalia (8,4 + 2,33%) e
cauda curta (16 = 5,13%). Esses resultados indicam que o rigor mortis seria 0
momento limite para a coleta e preservacao de gbnadas apds a morte do animal,
visto que no post rigor h4 uma perda da qualidade dos gametas de zebrafish.

Palavras-chave: conservagédo; Danio rerio; gbnadas; post rigor.

1 Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (p.64) Abril, 2023.



Post-mortem oocyte and sperm viability in zebrafish (Danio rerio) *

Author: Renata Villar Dantas
Advisor: Danilo Pedro Streit Jr.

Abstract: Excessive exploitation of aquatic environments has led to the decline
of several species of fish, making it necessary to adopt mitigation measures
aimed at protecting these animals at risk of extinction. The removal of gonads
from animals found dead, if they are viable, can be an alternative for the
preservation of these species, however, the effects of the post-mortem process
on the quality of gametes of aquatic species have been little studied. Therefore,
the study's objective was to evaluate the effects of three post-mortem periods
(pre-rigor mortis, rigor mortis, and post-rigor) on different quality parameters of
oocytes and spermatozoa, using zebrafish as a model. The fish were euthanized
by immersion in tricaine anesthetic (0.6 mg/mL; 27°C £0.5; pH 7.4) and measured
according to the angulation in a protractor (180°), establishing angles referring to
each stage of the process post-mortem (fresh/control-40°; pre-rigor mortis —35°;
rigor mortis—0°; post-rigor—40°), collecting tissues at each stage. The following
analyzes were performed: cell viability (SYBR-14/FDA/PI), mitochondrial activity
(MTT), sperm morphology (Rose Bengal), and sperm kinetics (CASA). There was
no difference in the mitochondrial activity of oocytes and spermatozoa. In the
post-rigor period, all oocyte maturation stages showed low cell viability (5.145 -
15.22%). There was no difference between groups in sperm viability (p=0.0822).
In contrast, in rigor mortis and post-rigor, sperm motility was less than 20%
(p<0.05) compared to pre-rigor mortis (58.96+ 14.38%) and fresh/control (63.23
+ 19.03%). Sperm morphology results show a greater amount of head
abnormalities in the periods of rigor mortis and post rigor. In post rigor, in addition
to degenerated head (8.7 £ 2.29%), there was an increase in microcephaly (8.4
+ 2.33%) and short tail (16 + 5.13%). These results indicate that rigor mortis would
be the limit moment for collecting and preserving gonads after the animal's death,
since in post rigor there is a loss of quality of zebrafish gametes.

Keywords: conservation; Danio rerio; gonads; post rigor.

1 Masters dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (64 p.) April, 2023.
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1 INTRODUCAO

Grande parte das espécies de peixes, assim como as areas de pesca que as
sustentam, encontram-se em declinio em todo o mundo (Palacios-Abrantes et al.,
2020). Entre as espécies marinhas, 63% dos estoques de peixes sdo plenamente
explorados ou sobre-explorados (FAO, 2022). Essa exploragéo ja levou ao colapso
muitas areas de pesca do mundo, seja das grandes espécies predatorias, seja de
peixes pequenos em niveis tréficos baixos (Pedersen et al., 2017). Além disso, a
captura acidental tem sido implicada no aumento de espécies marinhas ameacadas
de extingdo (Jordan et al., 2013; Zimmerhackel et al., 2015; Hazen et al., 2018).
Ecossistemas de agua doce também estdo sob pressfes intensas, com a
biodiversidade de peixes ameacada pela pesca excessiva, destruicdo de habitat e
poluicao (Tickner et al., 2020), e de acordo com a FAO (2022), cerca de 37% dos
estoques peixes de agua doce foram capturadas. Diante deste contexto, a adocédo de
medidas mitigatérias para a protecao efetiva das espécies de peixes e seus habitats
€ urgente.

O desenvolvimento da aquicultura, em conjunto com a necessidade de
preservacdo de espécies ameacadas de extingcdo, estimulou o interesse nha
preservacao dos recursos genéticos das espécies (De Carvalho et al., 2014). Para a
preservacao de tais recursos genéticos, destaca-se a técnica de criopreservacao,
considerada uma importante biotécnica reprodutiva, visto que promove a conservagao
do germoplasma por tempo indeterminado, e tem sido importante para manutencao
da diversidade de espécies, e para gestdo de peixes, que sdo modelos experimentais
na area biomédica e na aquicultura (Tsai et al., 2010). Além disso a técnica facilita o
transporte do material a longas distancias, e inclusive, possibilita a utilizacdo dos
gametas de reprodutores encontrados mortos, podendo, por exemplo, ser realizadas
coletas de suas gbnadas para retirada dos gametas. Esta biotecnologia vem sendo
estudada devido ao seu potencial em tratamentos de infertilidade, estocagem de DNA
de animais de alto valor zootécnico, transgénicos ou espécies em perigo de extin¢ao
(Santos et al., 2010).

A obtencdo de tecido testicular ou ovariano criopreservado coletado post

mortem € um meio potencial de preservar o material genético de espécies aquaticas
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ameacadas de extincdo, ou de importantes reprodutores em pisciculturas,
encontradas mortas ou que morreram inesperadamente. Estudos prévios em
diferentes espécies animais (mamiferos e peixes) mostram que descendentes podem
ser produzidos usando o espermatozoide congelado-descongelado através de sua
injecado intracitoplasmatica, através de transplante de tecido testicular, assim como de
células germinativas (Shinohara et al., 2002; Tharasanit et al., 2012; Octavera et al.,
2020).

A coleta de sémen de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), realizada post
mortem, prolongada (240-60 min) e armazenadas a 6°C, alterou significativamente os
parametros de motilidade espermatica (Dietrich et al., 2005). Espécimes preservados
post mortem, armazenadas a -20°C por 240 dias de bagre indiano (Heteropneustes
fossilis) apresentaram espermatozoides vivos férteis (Koteeswaran; Pandian, 2002).
O objetivo do estudo citado consistiu em avaliar a viabilidade esperméatica do sémen
coletado em diferentes momentos apd6s a morte dos peixes que foram previamente
estocados e resfriados.

Avaliar se diferentes momentos no processo de rigor mortis afetam a
viabilidade de tecidos e gametas coletados, fornecera uma resposta padronizada
para, posteriormente, auxiliar no desenvolvimento de protocolo de criopreservacdo em
diferentes espécies de peixes. Até o momento, nenhum estudo relacionou os indices
de rigor mortis (periodos que antecedem o rigor mortis, o rigor pleno e o periodo apés
o rigor mortis), com a viabilidade e morfologia de espermatozoides e o6citos coletados
frescos e criopreservados, apdés a morte do peixe.

Para a elaboracdo de um protocolo de criopreservacdo a ser aplicado em
espécies ameacadas, como tubardes e raias, 0 modelo experimental zebrafish (Danio
rerio) foi utilizado nos experimentos, pois, além de ser pequeno, facil de ser obtido e
mantido em laboratério, € um modelo amplamente aceito e difundido na comunidade
cientifica.

Sendo assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia dos indices
de rigor mortis em modelo zebrafish, a partir da analise de espermatozoides e odécitos,
avaliando os indices de rigor mortis dos animais e a viabilidade destas células, para
futuro desenvolvimento de um protocolo de criopreservacéo dos tecidos e gametas de

espécies aquaticas ameacadas, ou de importantes reprodutores da piscicultura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Processos de rigor mortis e post mortem em peixes

Apés a morte de um peixe, mudancas consideraveis ocorrem no corpo. As
alteracdes, no entanto, variam com base no tamanho e espécie, condicdo fisica,
estacdo do ano e circunstancia da morte. Entretanto, em todos os peixes, o controle
do cérebro, bem como a circulagdo sanguinea, cessa ap0s a morte. Isso resulta na
incapacidade de ressintetizar ATP e transportar oS componentes essenciais para
manutencdo da vitalidade celular. O enrijecimento do tecido muscular, conhecido
como rigor mortis, ocorre mais cedo ou mais tarde e a glicolise forma alguns &cidos
organicos, como por exemplo o acido latico, que reduzem os valores de pH (Wheaton;
Lawson, 1985). Apds o término do rigor mortis, o tecido muscular perde a rigidez,
seguido de autdlise formando aminoacidos e outros compostos de baixo peso
molecular, tais como inosina, ribose, creatina, lactato e ureia. Em seguida, os
microrganismos crescem utilizando esses compostos que existem antes e depois da
autolise e, subsequentemente, atacam os compostos de alto peso molecular. Durante
a deterioracdo por microrganismos, algumas substancias putrefativas especificas,
como a trimetilamina e a histamina, séo formadas dependendo das espécies de peixes
(Huss, 1997). As alteracdes post mortem incluem autélise e putrefacdo (degradacéo
bacteriana dos 6rgaos). A definicdo de autolise é a autodigestdo ou degradacéo das
células por enzimas hidroliticas que estdo normalmente presentes em células post
mortem (Carson; Hladik, 2009; Mukundan et. al, 1986; Zdravkovi¢, et al., 2006; George
et al., 2016).

A degradacgédo dos tecidos ap6s a morte de um animal resulta de mecanismos
bésicos, tais como a autolise enzimatica, a oxidagdo e o crescimento microbiano. Logo
apos a morte, ocorrem mudancas quimicas e biolégicas, onde enzimas endbégenas
sao liberadas em decorréncia da perda da integridade celular e quebra de membranas
celulares (Huss, 1997).

Fatores como a microbiota, estresse, manejo dos animais, o tipo de ambiente,
status sanitario, temperatura e pH estéo relacionados com alteragdes post mortem em

peixes (Heil, 2009; Mukundan et al., 1986 George et al., 2016). Determinados 6rgaos,
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tais como branquias e trato intestinal, também podem ser mais suscetiveis a autolise
em relacdo a outros orgaos (Mallat, 1985; Speare; Ferguson, 1989, Furnesvik et
al.2022). De modo geral, 6rgédos de peixes tendem a apresentar taxas de degradacéo
mais aceleradas em comparacdo aos mamiferos (Fergunson, 2006). Uma possivel
justificativa seria a utilizacao de glicose e glicogénio nas células de peixes, resultantes
do estresse por manejo e/ou transporte, acarretando uma elevacdo dos niveis de
acido latico, diminuicdo do pH e exacerbacdo da autdlise no momento da morte
(Gatica et al., 2008; Mukundan et al., 1986; George et al., 2016, Furnesvik et al.2022).

O intervalo entre a morte de um animal e a remocao dos tecidos testicular e
ovariano post mortem, é um fator importante que afeta a morfologia (Bryant;
Boekelheide, 2007). Diferentes fatores exdégenos e enddgenos contribuem para a
destruicdo e decomposicdo destes tecidos. Fatores enddgenos sao autdlise,
putrefacdo e decomposicédo, enquanto fatores exdgenos incluem predacdo animal,
exposicao a diversos elementos (temperatura ambiental e acdo de insetos) e leséo
mecanica (Brooks, 2016). As paradas circulatoria e respiratéria sdo seguidas por
alteracdes post mortem iniciais, como lividez post mortem e rigor mortis, 0s quais séo
utilizados para estimar a hora da morte. O rigor mortis é caracterizado pela perda da
plasticidade e extensibilidade dos musculos como resultado da alteracao dos ciclos
de contracéo e relaxamento muscular (Contreras, 1994). O processo de rigor mortis
apresenta trés fases: (I) o pré-rigor mortis, que ocorre antes do estabelecimento do
rigor mortis propriamente dito, quando esta ocorrendo o enrijecimento muscular; (Il) o
rigor mortis pleno, periodo em que o rigor mortis esta estabelecido; e (lll) o post rigor,
guando ocorre a resolucdo do rigor mortis, caracterizado pela perda da rigidez
muscular (Fontenele et al., 2013).

Em geral, para avaliacdo do indice de rigor mortis, peixes maiores devem ser
colocados sobre um plano horizontal, de forma que a metade do corpo (regido caudal)
figue suspensa. Em intervalos de tempos selecionados define-se o indice de rigor de
acordo com a seguinte equacao:

IR (%) = [(DO-Dt) / DO] x 100

Onde,

IR = indice de Rigor.

DO = Distancia inicial entre a superficie da mesa e a base da nadadeira caudal.

Dt = Distancia final entre a superficie da mesa e a base da nadadeira caudal.
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Antes de iniciar o rigor mortis, Dt = DO, entdo o indice é 0%; no inicio do rigor,
a parte caudal se levanta e, consequentemente, vai gradualmente reduzindo a
distancia Dt; quando atinge o rigor maximo, Dt = 0 e o indice é 100% (Ogawa; Maia,
1999). Porém, para peixes menores, como zebrafish (Danio rerio), de acordo com o
estabelecido por Dunford et al.,, (2019), a avaliacdo dos indices de rigor mortis
sugerida seria com o0 uso de um transferidor, mensurando a angulacdo em que o
animal atinge, conforme o processo de rigor mortis ocorre.

O tempo que um peixe leva para entrar e passar pelo rigor mortis depende dos
seguintes fatores: a espécie, seu tamanho, sua condicao fisica, o grau de exaustao
antes da morte e a temperatura em que estda mantido (Wheaton; Lawson,1985;
Korhonen; Lanier, 1990). O atordoamento e morte por hipotermia (dgua resfriada), por
exemplo, proporcionam um aumento do tempo no estado de rigor mortis e, se 0 peixe
for eviscerado e descabecado imediatamente, este tempo podera se estender até 18
horas. Geralmente, o declinio do pH post mortem e o inicio do rigor mortis sao
concluidos em uma a oito horas ap6s a morte, embora o rigor possa ser concluido em
apenas 30 minutos (Delbarre-Ladrat et al., 2006).

Algumas espécies levam mais tempo que outras para entrar em rigor, devido
as diferencas em sua composi¢ao quimica. Assim como peixes pequenos geralmente
entram em rigor mais rapidamente que peixes grandes da mesma espécie. Além
disso, quanto pior a condicdo fisica de um peixe, como por exemplo animais
desnutridos ou que tenha realizado recentemente a desova, menor sera o tempo para
entrar em rigor, o que € justificado pela escassa reserva de energia no musculo para
manté-lo flexivel. Do mesmo modo, peixes que lutaram na rede por um tempo mais
prolongado antes de serem icados a bordo e eviscerados, terdo muito menos reserva
de energia em comparacédo com agueles que entraram na rede pouco antes de puxar
e, portanto, entrardo em rigor mais rapidamente. A temperatura é um fator muito
importante que influencia o tempo em que 0 peixe necessita para entrar e passar pelo
rigor. Quanto mais quente o peixe, mais rapido ele entrara no rigor e passara pelo
rigor. Portanto, peixes pequenos, com poucas reservas de energia, que se encontram
exaustos, em pior condigdo fisica, e mantidos a alta temperatura, entrardo e passarao
pelo rigor muito rapidamente. Por outro lado, peixes grandes, descansados e bem
alimentados, mantidos em baixa temperatura, demoram muito para entrar e passar
pelo rigor (Stroud, 1969).
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2.1.1 Métodos de avaliacdo de viabilidade celular post mortem

Os efeitos dos processos de degradacdo celular post mortem podem ser
avaliados através de metodologias que determinem a viabilidade e qualidade das
células. Entre os métodos, destacam-se a avaliacao de atividade mitocondrial (Ensaio
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio)), viabilidade celular plasmatica,
morfologia e andlise de motilidade espermatica.

O processo de degradacédo celular em virtude da morte de um animal, pode
causar a ruptura das membranas celulares, que consequentemente leva a morte
celular. Para mensurar a extensédo desses danos, a avaliacdo de viabilidade celular é
um método no qual aplica marcadores fluorescentes como o diacetato de fluoresceina
(FDA), o SYBR-14 e o iodeto de propidio (PI).

Este protocolo utiliza um método fluorimétrico rapido para avaliacdo da
viabilidade celular, simultaneamente aplicando corantes de incluséo (FDA) e excluséo
(Pl). O FDA é um éster apolar, que tem a capacidade de permear as membranas
plasmaticas, passando pelo processo de hidrélise promovido por esterases
intracelulares, e que por fim, resulta na producao de fluoresceina livre. O SYBR-14 é
um corante lipossoluvel, que possui afinidade pelo DNA, e ao penetrar nas células
perde seu grupo acil, ligando-se a fita dupla de DNA das células vivas (Garner;
Johnson, 1995; Bergstein; Bicudo, 2014). Diferentemente, o Pl ndo possui a
capacidade de permear uma membrana celular vidvel, e como resultado deste
processo, as células viaveis sdo coradas de verde brilhante com FDA e SYBR-14, e
as ceélulas néo viaveis séo coradas de vermelho brilhante com PI.

O ensaio MTT é um teste de alta precisdo, que avalia a atividade mitocondrial
das células, em que a mitocondria reduz o MTT em cristais de formazan, resultando
em uma coloragao roxa, pela acado da enzima desidrogenase succinica (Shokrgozar
et al., 2007). Quanto maior a quantidade de células viaveis resultantes, maior a
producdo de cristais de formazan, que se dissolvem e sao captados pelo
espectrofotometro. O ensaio avalia essa atividade mitocondrial, com base nos valores
de absorbéancia, correlacionados com o niumero de células vivas.

A andlise da morfologia espermatica é amplamente utilizada para avaliar o
percentual morfolégico de células normais e anormais, considerando os tipos de

patologias e anormalidades. Estas anormalidades podem estar relacionadas a fatores
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geneéticos, ou até mesmo com fatores ambientais e de manejo da amostra (Miliorini et
al.,2011).

A motilidade espermatica € um parametro utilizado para a avaliacdo da
qualidade espermética, e para reduzir a subjetividade da analise, utiliza-se os
softwares para a avaliacdo dos parametros de motilidade e velocidade dos

espermatozoides.

2.2  Zebrafish (Danio rerio) como modelo biolégico

O zebrafish (Danio rerio) € um teledsteo tropical de agua doce, da familia
Cyprinidae. Caracterizado por seu tamanho diminuto, pode atingir em torno de 4-5 cm
de comprimento (Spence et al., 2008). Na natureza, € encontrado em cardumes de
variados tamanhos: em aguas lentas, em grupos pequenos de 6-7 peixes; em grupos
de 22 peixes nas aguas paradas e até de 300 peixes em aguas de alto fluxo (Graham
et al., 2018). A espécie apresenta dimorfismo sexual (Figura 1), caracterizada pelas
diferencas na coloracdo, que se iniciam apos seis semanas de vida (Darrow; Harris,
2004). Os machos apresentam o corpo mais afilado e geralmente dourados na regiao
ventral, ja as fémeas sdo mais prateadas e arredondadas na regidao ventral, o que &
mais evidente no periodo préximo da desova. As fémeas apresentam apés 0s quatro
meses de idade, a papila genital transparente, macia e proeminente, cobrindo a
abertura urogenital, uma caracteristica mais precisa para diferenciacdo sexual (Yossa
et al., 2013).

Figura 1 . Dimorfismo sexual em zebrafish (Danio rerio). A) Macho;
B) Fémea. Fonte: Marques, 2015.
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A fertilizacdo e desenvolvimento sdo externos, sendo assim considerados
animais ovuliparos. A idade reprodutiva da espécie inicia-se aos quatro meses apos
a fertilizacdo até aos trés anos de idade, contudo, com o avanco da idade, sua
capacidade de reproducdo diminui drasticamente, portanto, recomenda-se que se
realize as reproducdes com animais de idades entre 6 e 18 meses (Nasiadka; Clark,
2012).

As fémeas de zebrafish podem desovar a cada 2-3 dias, e em cada desova
pode conter centenas de odcitos (Lawrance, 2007), porém € recomendado que a
frequéncia adequada de desova seja uma vez por semana, para garantir um
rendimento maximo de odcitos 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 condi¢cBes climéticas, sendo que
a colocacdo dos ovos ocorre em pequenas areas alagadas adjacentes a coOrregos
(Engeszer et al., 2007).

O zebrafish apresenta caracteristicas que favorecem a sua escolha como
modelo experimental, como por exemplo, a alta fecundidade, pequeno tamanho, o
rapido tempo entre geracdes, transparéncia Optica durante a embriogénese e
homologia genética com humanos (Lawrance, 2007); custo de criacdo e manutencao
€ inferior a de outros animais utilizados na pesquisa, como 0s camundongos.

Com a extensa homologia de seu genoma com o de outras espécies de
vertebrados, como os humanos, que apresentam cerca de 70% dos genes em comum
com o zebrafish (Howe et al., 2013), a espécie tornou-se um organismo popular no
estudo de genética, biologia do desenvolvimento e biomedicina (Kalueff et al., 2014).
O zebrafish vem sendo o modelo utilizado em pesquisas com varios compostos, testes
de seguranca com farmacos, avaliacdo de riscos ambientais e toxicidade durante o
desenvolvimento (Ali et al., 2014). H4 um interesse crescente na utilizacdo do
zebrafish como organismo modelo para pesquisas comportamentais e/ou
farmacoldgicas, pois seu comportamento € influenciado por manipulacées ambientais
e farmacologicas, podendo ser estudado baseando-se no comportamento
exploratdrio, e nas respostas do sistema endocrino ao estresse (Cachat et al., 2009).

O uso desta espécie como modelo animal neste projeto, se justifica por ser de
pequeno porte, facil manutencdo, econdémicos para criacdo, completa sua

embriogénese em 72 h e o intervalo entre geracdes é curto.
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2.2.1 Estrutura ovariana de zebrafish (Danio Rerio)

O zebrafish pode ser induzido a se reproduzir naturalmente durante todo o ano,
em laboratério, com uma producao de 200-300 ovos de forma regular e semanal. Por
compartilhar caracteristicas comuns com mamiferos, o zebrafish possui o sistema de
regulacédo ovariana semelhante aos humanos (Li; Ge, 2020).

Os ovarios possuem funcdo enddcrina e garantem o desenvolvimento dos
foliculos, promovendo a ovulagédo dos odcitos capacitados a fecundacédo. Em peixes
teledsteos, os ovarios sdo classificados conforme os padrées de desenvolvimento
folicular, podendo ser denominados como sincrénicos, grupos sincrénicos e
assincronicos (Wallace; Selman, 1981). Em ovéarios do tipo sincrénico, o crescimento,
a maturacdo e ovulacdo dos foliculos ocorrem de forma simultanea; ovarios do tipo
grupo sincrénico, se caracterizam por terem ao menos duas populacées de odcitos
em distintas fases de desenvolvimento; ja os ovarios assincronicos se caracterizam
por apresentarem foliculos em distintas fases de desenvolvimento, e séo liberados
conforme amadurecem. As fémeas adultas de zebrafish apresentam ovarios do tipo
assincronos, contendo foliculos ovarianos de todos os estagios de desenvolvimento.
O desenvolvimento ovariano refere-se ao processo pelo qual as células germinativas
primordiais (PGCs) tornam-se ovulos para fertilizagdo (Lubzens et al., 2010; Li; Ge,
2020).

2.2.2 Desenvolvimento de o6citos em zebrafish

No inicio do desenvolvimento embrionario inicial, as células germinativas
derivadas do plasma germinativo sado especificadas para se tornar PGCs, e entdo
ocorre a proliferacdo e migracdo das PGCs para a area onde futuramente serédo
desenvolvidas as gbnadas (Paksa; Raz, 2015; Raz, 2003, Li; Ge, 2020). A oogénese
ocorre em todos os individuos, independentemente de qual sera seu sexo
futuramente, enquanto a atual diferenciacdo sexual comeca tardiamente no

desenvolvimento gonadal. Durante a diferenciagao sexual, ocorre a degeneragao dos
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o0citos imaturos por apoptose, em animais que provavelmente serdo machos, e em
contrapartida, a o0ogénese prossegue até o fim nas possiveis fémeas
(Takahashi,1977; Li; Ge, 2020).

Ap6s a migracdo das PGCs para o alvo, estas se unem com as células
somaticas gonadais em torno de 5 dias poés fertilizacdo (dpf) e posteriormente se
diferenciam em oogobnias. (Leerberg et a.l 2017, Li; Ge, 2020). Estas oogobnias
proliferam dentro dos cistos por mitose, antes de sofrer meiose, para finalmente se
tornarem oo0citos.

De acordo com Selman et al. (1993), os odcitos se classificam em cinco
estadios de acordo com a estrutura celular, morfologia e processos bioquimicos
(Figura 2). O estadio I, ou estagio de crescimento primario (CP), divide-se em fase IA
(pré folicular - diametro entre 7 e 20 um) e IB (folicular - diametro entre 20 e 140 pum).
Na fase IA ou pré folicular (encontrado em torno de 13 dpf), os od4citos encontram-se
inseridos em cistos com muitos nucléolos (Li; Ge, 2020). Dentro da fase IB ou folicular
(encontrado em torno dos 21 dpf), ocorrem a migracéo dos nucléolos para a periferia
do nucleo, formando oécitos perinucleolares circundados por uma Unica camada de
células foliculares. No estadio Il, conhecido também por fase alvéolo cortical (CA,
140-340 um de didmetro; encontrado em torno de 45 dpf, envolve a transcri¢do ativa
de genes e inicia-se a formacéo do envelope vitelinico.

O estéadio Il ou Vitelogénese (340-690 um de diametro; 60 dpf) é o periodo no
qual os odcitos crescem rapidamente devido ao acumulo de vitelo no citoplasma.
Dentro do estagio vitelogénico, existem trés fases: Vitelogénico Primario (Vgtl),
Vitelogénico Secundario (Vtg2) e Vitelogénico Terciario (Vtg3).

No estagio Vgtl, os odcitos possuem granulos de vitelo nas adjacéncias do
odcito e pelo ndcleo, juntamente com goticulas de lipideo; nos odcitos Vgt2, esses
granulos de vitelo aparecem espalhados pelo citoplasma juntamente com as gotas de
lipideo; e por fim, no estagio Vgt3 os o0citos se apresentam praticamente completo
de vitelo no citoplasma, e com o nucleo envolto pelas gotas de lipidio (Matsuyama et
al. 1990; Murua et al. 1998; Hiramatsu et al. 2015).

Na fase de maturacdo (690-730 um de didametro), ocorre a clivagem de
proteinas e quebra da vesicula germinativa, tornando os odécitos translicidos, seguida
pela liberagdo do primeiro corpusculo polar. Na ultima fase, ocorre a liberagdo dos
oocitos maduros de dentro dos foliculos para o limen do ovario, ja aptos para a
fertilizacao (Li; Ge, 2020).
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Oocyte development

Figura 2. Desenvolvimento oocitario em truta marinha pintada (Cynoscion nebulosus). () PG: Crescimento primario
Alvéolo Cortical (CA); (1ll) Vitelogénico Primario (Vtgl); (IV) Vitelogénico secundario (Vtg2); (V) Vitelogénico terciario
(Vtg3). Fonte: Adaptado de Lowerre-Barbieri et al., 2011
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2.3  Estruturatesticular de zebrafish (Danio rerio)

Os testiculos dos peixes sdo geralmente 6rgdos em pares (Figura 3A),
caracterizados por serem alongados e presos a parede dorsal do corpo, por uma
bainha fibrosa de tecido conjuntivo chamada mesorquio. Na cavidade celomatica, 0s
testiculos estéo localizados ventralmente a bexiga natatéria e dorsalmente ao intestino
(Figura 3B). O ducto testicular surge da superficie meso/dorsal de cada testiculo, e
continua no ducto espermatico formando um segmento curto e ndo pareado antes de
se abrir na papila urogenital.

Os ductos espermaticos formam o sistema de ductos testiculares, que realizam
0 transporte dos espermatozoides e que estdo relacionadas ao armazenamento,
nutricdo e reabsorcdo dos espermatozoides, na secrecdo do fluido seminal e na
inducdo da motilidade dos espermatozoides, alterando a composicao iénica do fluido
seminal (Schulz; Nébrega, 2011). Anatomicamente, os testiculos do zebrafish séo
classificados como tubular anastomasado (Maack; Segner, 2003), que se caracteriza
por apresentar compartimentos germinativos interconectados ao longo do testiculo
(Grier, 1993) (Figura 3C).

Figura 3. A) Testiculos alongados e pareados (Anatomia do testiculo Astyanax altiparanae; Siqueira-Silva et al., 2019),

B) Testiculos pareados (esq. e dir.) em zebrafish (Danio rerio) (T), localizados ventralmente a bexiga natatéria (SB) e dorsalmente
ao intestino (I) (Qian et al., 2022); C) Testiculos do tipo tubular anastomasados em Astyanax altiparanae

(Siqueira-Silva et al., 2019)
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2.3.1 Espermatogénese em zebrafish (Danio rerio)

A espermatogénese € um processo importante onde ocorre a formacao de
espermatozoides atraveés da meiose | e Il, que envolve uma sequéncia de tipos de
células, como espermatogoénias-tronco (SSC), espermatdcitos derivados de SSCs por
divisdo celular mitotica, espermatides hapldéides por meiose e as células soméaticas de
suporte, tais como as células de Leydig e de Sertoli (Nishimura; L'Hernault, 2017, Qian
et al., 2022). E um complexo processo em que espermatogonias diploides produzem
milhdes de espermatozoides diariamente, sustentado por células-tronco, com
potencial de autorrenovacdo e diferenciacdo em espermatogonias ligadas ao
desenvolvimento espermatico (Schulz; Noébrega, 2011). Em alguns peixes, a
espermatogénese segue em um padrdo cistico, com a formacdo de cistos que se
constituem quando uma unica espermatogbnia do tipo A, que € completamente
circundada pelas projecdes citoplasmaticas de uma ou duas células de Sertoli
(Pudney, 1993).

Em zebrafish, as espermatogodnias foram descritas e classificadas como tipo A
indiferenciada (Aund.*), tipo A indiferenciada (Aund.), tipo A diferenciada (Adif.) e
espermatogobnia tipo B inicial e final. Estas classificacbes foram estabelecidas de
acordo com a forma nuclear, condensacédo da cromatina, quantidade de nucléolos e
tamanho celular (Leal et al., 2009; Rodrigues et.al, 2015).

As espermatogbnias do tipo A indiferenciada (Aund.*) e A indiferenciada
(Aund.), podem ser diferenciadas em testiculos de zebrafish de acordo com critérios
morfolégicos. Estas sdo as maiores células germinativas, com grande nucleo,
cromatina pouco condensada. Se diferenciam entre si pelo envelope nuclear com
contorno irregular encontrado em Aund.*, ao contrario das espermatogénias do tipo
Aund. As do tipo A diferenciadas (Adiff) sdo muito semelhantes as do tipo
indiferenciado. No entanto, por serem células resultantes de mitoses com citocinese
incompleta, elas se agrupam dentro do cisto, e s&o menores que as espermatogonias
do tipo Aund. Apresentam um nucleo mais denso, porém menor, onde o envelope
nuclear possui forma arredondada e regular.

Em espermatogbnias do tipo B iniciais, apresentam um nucleo
alongado/redondo, com um ou dois pequenos nucléolos. Difere-se das

espermatogbnias tipo A, pois apresentam um aumento da quantidade de
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heterocromatina. Na do tipo B tardia, o nimero de células germinativas dentro do cisto
aumenta, o nucleo é redondo e denso, e a heterocromatina atinge sua maxima
densidade (Leal et.al, 2009).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar odécitos e espermatozoides de zebrafish, coletados em diferentes
estagios do processo de rigor mortis, para futuro desenvolvimento de protocolo de
criopreservacdo de gametas de reprodutores em cativeiro ou de animais selvagens

gue venham a 6bito ou mesmo encontrados mortos.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar os efeitos dos indices de rigor mortis (fresco/controle, pré-rigor
mortis, rigor mortis, post rigor) em odcitos, avaliando viabilidade celular e atividade
mitocondrial;

" Avaliar os efeitos dos indices de rigor mortis (fresco/controle, pré-rigor
mortis, rigor mortis, post rigor) na viabilidade espermaética, avaliando viabilidade

celular, atividade mitocondrial, motilidade e morfologia dos espermatozoides.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Controle ambiental e cuidados com os animais

Os zebrafish (Danio rerio) foram aclimatados por duas semanas em aquarios
de 40 L, em densidade de estoque > 7 peixes/L, com agua filtrada, desclorada,
aeracao constante e temperatura 27°C+2°C, pH entre 7,0 e 7,4 e fotoperiodo de 14/10
h dia/noite, no Laboratério de Aquacultura. Todos os parametros para a manutencao
de um ambiente ideal para os peixes foram periodicamente verificados, tais como pH,
temperatura, alcalinidade, amoénia, nitrito e oxigénio dissolvido, de acordo com
Westerfield (2000). A alimentag&o dos peixes foi realizada trés vezes ao dia, com
racdo comercial micro extrusada, com nivel de proteina de 45% e granulometria
0,8mm. Para a realizacdo do experimento, os animais foram submetidos ao jejum de
24h até o momento da eutanasia, a fim de evitar contaminacdo no momento da coleta
dos tecidos.

Para obtencao dos tecidos ovariano e testicular, os animais foram eutanasiados
por meio de imersdo em dose letal de tricaina metano sulfonato (0,6 mg/mL; 27°C
+0,5; pH 7,0 a 7,4) (Matthews; Varga, 2012; Resolucdo normativa 37 CONCEA). A
duracdo do banho anestésico ocorreu até o0 momento da perda do ténus muscular,
imobilidade e reducdo dos movimentos operculares A categoria de severidade
definida foi sem recuperacao, pois o procedimento foi conduzido sob anestesia geral,
na qual o animal ndo recupera a consciéncia (Treves-Brown, 2000; American
Veterinary Medical Association, 2020).

O estudo foi conduzido de acordo com o Conselho Nacional de Controle e
Experimentac&o Animal - CONCEA e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul. Numero do projeto: 43232.
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4.2 indice de rigor mortis em zebrafish (Danio rerio)

Apés a eutanasia, peso e comprimento total de cada animal foi registrado, com
o auxilio de uma balanca digital de precisdo e de um paquimetro digital,
respectivamente. Em intervalos de 30 min a uma hora apés a morte, cada animal foi
sustentado pelo pedunculo caudal e medido com um transferidor (180°) para afericéo
do angulo (Figura 4B), de acordo com a referéncia de Dunford et al. (2019), para

determinar o estagio do rigor mortis conforme a nomenclatura e angulacao (Tabela 1).

Figura 4. A) Avaliacdo biométrica em zebrafish com paquimetro digital; B) Avaliacédo do indice de rigor.
Fonte: Autor (2022).

Os animais atingiram os indices de rigor mortis, de acordo com a temperatura
e umidade do ambiente no momento de cada andlise (média de temperatura e
umidade 21,5+ 2,12 °C/ 66 £ 6,3%), respectivamente. Conforme os animais atingiram
a angulacao no transferidor, correspondendo ao indice de rigor estabelecido, realizou-
se a coleta.

As gbnadas foram coletadas para as analises de acordo com o indice de rigor
mortis (Tabela 1). A avaliacdo completa, desde a biometria a mensuracdo da
angulacdo no transferidor, foi realizada para machos e fémeas, e em todos os
tratamentos. Todos 0s animais permaneceram em placas de petri (Figura 5), com a
adicdo de uma lamina de agua do sistema dos aquarios, a fim de evitar o

ressecamento do animal.
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Tabela 1. Relagdo dos tratamentos e angulos para determinacéo do estagio de rigor mortis em fémeas e machos de
zebrafish.

Tratamento Angulacéo (°)
Fresco (Controle) 40°
Pré-rigor mortis 35°
Rigor mortis (rigor pleno) 0°
Post rigor 40°

Figura 5. Zebrafish em placa de petri. Fonte: Autor (2022).
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4.3 Coletade tecidos ovarianos e testiculares

Os tecidos ovarianos e testiculares foram coletados logo apds eutandsia
(fresco/controle), nos estégios de pré-rigor mortis (inicio do enrijecimento muscular),
rigor pleno (rigor mortis estabelecido, angulo de zero graus) e post rigor (quando
ocorrer perda da rigidez muscular), de acordo com o tempo necessario para atingir as

angulacdes no transferidor.

4.3.1 Fémeas

Apébs a eutanasia e de acordo com o estagio de rigor mortis, sob a ocular de
um microscopio estereoscopio, os animais foram posicionados em decubito dorsal
com o auxilio de uma pequena pinca pressionando o pedunculo caudal. Usando uma
pequena pinca serrilhada e uma tesoura de microdisseccao, foi feita uma pequena
incisdo na superficie ventral do abdémen de cada animal, em sentido cranial (Figura
6). Ainsercao da ponta da tesoura era feita logo abaixo da parede do corpo, realizando
dois cortes superficiais, circundando a abertura urogenital e as nadadeiras pélvicas
(Figura 6A). Removia-se cuidadosamente a aba de tecido criada com o corte, com a
finalidade de evitar o rompimento dos tecidos internos. O intestino distal foi puxado na
direcdo cranial, expondo os ovarios (FIGURA 6B). O surgimento de sangue ou fluido
na cavidade corporal foi cuidadosamente removido por absor¢cdo, com um lenco de
papel (Figura 6C). Com a ponta de uma pinca fina, os ovarios foram removidos (Figura
6D).
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Figura 6. Coleta de testiculos e ovéarios em zebrafish. A) Incisédo e cortes superficiais; B) Retirada do trato gastro-
intestinal para exposi¢do dos ovarios e testiculos; C) Exposi¢éo dos tecidos ovarianos e testiculares, para remogao;
D) Remocéo dos tecidos. Fonte: Matthews; Carmichael (2015).
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Os ovarios foram colocados diretamente em placas de Petri, contendo meio
Leibovitz (L-15) (Sigma) 90% com pH ajustado para 9 (Figura 7), e logo apos, foram
pesados. Apds a pesagem, os ovarios foram fragmentados em trés pedacos, com
dimensbes de aproximadamente 10 x 2 mm, cuidadosamente dissecados com
agulhas descartaveis 26G e pesados individualmente. A coleta do tecido foi realizada

em no maximo 20 min a temperatura ambiente.

Figura 7. Ovarios de zebrafish em solugéo de L-15 (Leibovitz) 90%,
pH 9. Fonte: Autor (2022).

4.3.2 Machos

A coleta do tecido testicular foi realizada com a aplicacdo do mesmo protocolo
de retirada, descrito e utilizado para as fémeas. Os testiculos foram identificados como
um tecido branco linear bilateral, imediatamente ventral & bexiga natatoria. Com a
ponta de uma pinca fina, os testiculos foram removidos, e em seguida pesados e
colocados em tubos tipo eppendorf (volume 1,5 ml), contendo solucédo salina
balanceada de Hank (HBSS). Por esmagamento das gbnadas, extraiam-se 0s

espermatozoides (Yang et al., 2007).
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5 DESENHO EXPERIMENTAL

No experimento realizado com as fémeas, foram realizadas as andlises de
atividade mitocondrial (MTT) e viabilidade celular (Live/Dead); 40 animais foram
utilizados para andlises de atividade mitocondrial (MTT) e 40 para analise de
viabilidade celular, totalizando 80 fémeas. ApOs a eutanasia, os animais foram
pesados e medidos (peso médio: 0,585¢g + 0,181 g; comprimento médio: 3,64 + 0,503
cm), de acordo com o indice de rigor mortis. O tecido ovariano foi extraido e transferido
para meio Leibovitz (L-15) (Sigma) 90%, com pH ajustado para 9, e logo apos, pesado
(peso médio dos ovarios 0,071 + 0,034 g). Os ovarios foram fragmentados em trés
pedacos (peso médio dos fragmentos 0,023 + 0,010 g), com dimenséo de 10 x 2 mm,
cuidadosamente dissecados dos ovarios com agulhas descartaveis 26G e pesados
individualmente. Essa etapa foi executada em no maximo 20 minutos em temperatura
ambiente (média de temperatura 21,5 + 2,12 °C; umidade 66 + 6,3%). Cada fragmento
ovariano foi colocado em tubos do tipo eppendorf contendo solugdo L-15 90% (400
ML).

Quarenta machos de zebrafish foram utilizados para as analises de atividade
mitocondrial (MTT) e morfologia espermatica; 40 para andlise de viabilidade celular
(Live/Dead), e 40 animais para a analise de motilidade esperméatica, somando 120
animais machos no total. Para a coleta das amostras de sémen, os peixes foram
eutanasiados por imersdo em tricaina, em seguida pesados e medidos (peso médio
0,449 + 0,130 g; comprimento médio 3,639 + 0,385 cm), e posteriormente coletou-se
o tecido testicular, de acordo com o indice de rigor mortis. Os testiculos foram pesados
(peso médio 0,011 + 0,017 g), e em seguida, esmagados dentro de tubos do tipo
eppendorf, contendo HBSS (50 uL). (Figura 8).
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Figura 8. Desenho experimental ilustrando experimentos realizados com o modelo experimental zebrafish.

6  ANALISES DE VALIDACAO

6.1 Ensaio MTT - Atividade Mitocondrial

Os fragmentos de tecido ovariano foram hidratados em L-15 90% (400 uL), e
logo apds, o liquido foi retirado. As amostras foram incubadas com solucdo de MTT
(400 pL) por 120 min a 28°C.

O sémen foi homogeneizado em solu¢do de HBSS (50 uL) e centrifugado a
1000 G por 10 min (Centrifuga Refrigerada NT 815). O sobrenadante da amostra
centrifugada foi cuidadosamente descartado, e a amostra incubada em solucdo de
MTT (400 L) por 120 min a 28°C.
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Os cristais foram dissolvidos em dimetilsulféxido (Me2SO) (400 uL), e o
protocolo foi adaptado adicionando paraformaldeido 14% (20 L), atuando como um
fixador, e congelando a amostra a 4°C até o seguinte dia, para medi¢cdo em leitor de
microplacas. Essa adaptacao justifica-se pelo horario do ultimo tratamento (post rigor)
e pela auséncia de leitor de microplacas disponivel no momento da analise. O
protocolo de adaptacéo foi padronizado para todas as amostras. No dia seguinte, as
amostras foram descongeladas e pipetadas para microplaca de 96 poc¢os em triplicata
(100 pL em cada pocgo) (Figura 9), e a absorbancia foi lida a 570nm em um leitor de
microplacas SpectraMax® M2. O protocolo foi aplicado para as amostras de de

fragmentos ovarianos e sémen.

Figura 9. Ensaio MTT - Placas de 96 pogos com amostras, para leitura em leitor de microplacas.
Fonte: Autor (2022).

6.2 Viabilidade celular — Oécitos e espermatozoides - Live/Dead

Para a analise de fragmentos de tecido ovariano, foram utilizados o diacetato
de fluoresceina (FDA) e iodeto de propidio (IP). Um fragmento de tecido ovariano de
cada fémea (10 animais de cada tratamento), foi incubado em de FDA (0,02 mg/mL;
300 pL) e IP (0,2 mg/mL; 30 uL), ao abrigo da luz por 4-5 min a temperatura ambiente
(25 £ 1°C). Em seguida, o fragmento de tecido a ser analisado foi colocado na lamina
para analise em microscopio, e fotografados para posterior contabilizacéo das células
viaveis e nao viaveis, nos diferentes estagios oocitarios (crescimento primario — PG;

alveolar cortical — CA; Vitelogénico primario- Vtgl; Vitelogénico secundario- Vtg2;
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Vitelogénico terciario — Vtg3). Os ensaios de viabilidade usando FDA com I[P foram
realizados de acordo com o método descrito por Jones e Senft (1985) (Figura 10).

Para o ensaio de viabilidade celular dos espermatozoides, uma aliquota de
sémen previamente diluidos e macerados em solu¢cdo HBSS (Hank) (20 L), de cada
macho e cada tratamento (10 animais de cada tratamento: fresco/controle; pré-rigor
mortis; rigor mortis e post rigor, total de 40 amostras), foi incubada em SYBR-14 (0,02
mm; 300 L) por 4 minutos, e em IP (1,19 mm; 0,5 uL), ao abrigo da luz por 1 min &
temperatura ambiente (25 + 1°C). ApGs incubacgdo, as amostras foram colocadas em
laminas, para analise em microscopio, e fotografados para posterior contabilizacdo
das células viaveis e nao viaveis.

Todas as andlises do ensaio de viabilidade celular (fémeas e machos) foram
executadas em microscoépio invertido de fluorescéncia Option, em aumento de 10X

vezes (fémeas) e 20Xvezes (machos).

o

Figura 10. Avaliacdo de viabilidade celular (LIVE/DEAD) de odcitos, em diferentes estadios de desenvolvimento, em

zebrafish (Danio rerio). A) Células coradas com marcador fluorescente FDA, indicando as células viaveis; B) Células

coradas com marcador fluorescente iodeto de propidio (IP), indicando as células ndo-viaveis. Fonte: Autor (2022).
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6.3 Andlise espermatica assistida por computador (CASA)

Foram analisadas amostras de sémen coletadas frescas, e nos trés periodos
do processo de rigor mortis (pré-rigor mortis, rigor mortis, post rigor), avaliando os
tempos de motilidade, duracdo do movimento e a proporcao de células moveis. Para
a avaliacdo da cinética espermatica, os espermatozoides, previamente extraidos das
gbnadas diretamente em HBSS (50ul; pH: 7,5; Osmolaridade 300 mOsm/KgH20),
foram ativados em &gua destilada na proporcdo de 1:10 pL. Imediatamente apés a
ativacdo, 5 pL dessa solucdo foram colocados em camara de hemocitdmetro
Neubauer, cobertos com laminula. A camara foi colocada sob um microscépio de luz
transmitida (Nikon Eclipse E200), conectado a uma camera de alta velocidade (Basler
AC640-120uc, 120 fps, Ahrensburg, Alemanha), com ampliacdo de 100X. Em
seguida, foram gravados cinco videos de cada peixe, utilizando o software Pylon
Viewer 4 (Versdo 4.1.0.3660 64-Bit; Basler, Ahrensburg, Alemanha) a uma taxa de
captura de 100 quadros por segundo. A duracdo dos videos gravados foi de 20
segundos, e a analise foi realizada em um periodo de 0,5 segundos (50 quadros), 10
segundos apés a ativacdo. Os videos foram editados no software VirtualDub e
analisados no software ImageJ, por meio do plugin CASA. As configuracdes utilizadas
foram a=5, b=60, c=50, d=8, e=5, f=10, g=15, h=5, i=1, j=25, k=5, 1=10, m=80, n=80,
0=50, p=60, g=100, r=431, s=0, t=0 (adaptado de Wilson-Leedy; Ingermann, 2007).
Os parametros avaliados foram: taxa de motilidade (MOT, %) velocidade curvilinea
(VCL, um s-1), velocidade média de percurso (VAP, um s-1), velocidade em linha reta
(VSL, um s?), retilinearidade (STR, %), oscilacdo (WOB, %), progressdo (PROG, um)
e frequéncia cruzada de batimento (BCF, Hz).

6.4 Morfologia Espermatica

A avaliacdo da morfologia espermatica foi realizada com amostras de sémen
adquiridas pela diluicéo dos testiculos em HBSS, e posteriormente fixadas em solugao
tamponada de formaldeido (4%) (Hancock, 1957). Uma aliquota de 30 pL de cada
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amostra foi homogeneizada com 3 pL do corante Rosa Bengala (Streit Jr. et al., 2004).
A metodologia adaptada inclui a conformacédo das laminas por gota escorrida,
depositando duas gotas de 15 pL cada, sobre uma lamina histolégica. As laminas
foram lidas em microscopio éptico Nikon Eclipse Si, com objetiva de 100X, utilizando
O0leo de imersdo. A morfologia avaliada foi: espermatozoides normais, cabeca
degenerada, macrocefalia, microcefalia, cabeca solta, gota proximal, gota distal,
cauda curta, cauda quebrada, cauda dobrada, cauda enrolada, cauda fortemente
enrolada (adaptado de Herman, 1994). No total, 40 laminas (10 amostras de cada
tratamento — fresco/controle; pré-rigor mortis; rigor mortis e post rigor), foram

avaliadas, contabilizando 200 espermatozoides por lamina, em duplicata.

Figura 11. Laminas coradas para morfologia esperméatica de zebrafish. A) Espermatozoides normais, cabeca soltas, cauda
quebrada; B) Detalhe de espermatozoide com cauda dobrada. Fonte: Autor (2022).
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7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro Wilk e/ou
Kolmogorov Smirnov) e homogeneidade (Bartlett e/ou Levene). As varidveis que
atenderam aos pressupostos foram analisadas por meio de analise de variancia de
uma via (One-Way ANOVA), e quando observado diferenca significativa as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de 5% de significancia.

Para avaliacao dos tipos de patologias espermaticas observadas nos diferentes
estagios de rigor mortis, foi utilizado uma analise de variancia de duas vias (Two-Way
ANOVA), considerando os efeitos do tipo de patologia (cabeca, gota citoplasmatica e
cauda), o estagio de rigor mortis e a interacao entre fatores. Quando observado efeito
significativo entre um dos fatores, foi aplicado teste de média. As analises e confeccdo

de graficos foram realizadas utilizando o software estatisticos GraphPad Prism 7.0.

8 RESULTADOS

8.1 Fémeas

8.1.1 Atividade mitocondrial — Ensaio MTT

Na analise da atividade mitocondrial de odcitos de zebrafish coletados em
diferentes estagios de rigor mortis, ndo houve diferenga entre 0s grupos experimentais
(p=0,9121) (Figura 12).
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Figura 12. Atividade mitocondrial em fragmentos de tecido ovariano de
zebrafish coletados em diferentes estagios de rigor mortis.

8.1.2 Viabilidade celular — Live/Dead

Para a avaliacédo de viabilidade celular, nos o6citos em estagio de crescimento
primério (PG), o maior valor observado (P<0,05) foi no grupo pré-rigor mortis (70,43 +
12,31%), em relacdo ao grupo fresco/controle (46,43 = 12,54%) e post rigor (27,62
22,29%), e nédo diferindo (P>0,05) do grupo rigor mortis pleno. Quanto aos oocitos em
estagio alvéolo cortical (CA), vitelogénico primario (Vtgl) e vitelogénico terciario
(Vtg3), os maiores valores (P<0,05) de viabilidade celular foram observados nos
grupos fresco/controle (CA: 43,44 + 17,05%; Vtgl: 43,75 + 11,54%; Vtg3: 49,64 +
27,26%), pré-rigor mortis (CA: 59,08 + 17,10%; Vtgl: 31,24 +13,57%; Vtg3: 40,24 +
16,60%) e rigor mortis pleno (CA: 50,99 + 29,57%; Vtgl: 37,37 + 20,13%; Vtg3: 54,98
+ 21,84%), enquanto no grupo post rigor as médias foram para CA: 15,22 + 13,44%;
Vitgl: 13,37 + 8,784% e Vtg3: 5,145 + 10,28%.
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Para os odécitos em estagio vitelogénico secundario (Vtg2), os maiores valores
observados (P<0,05) foram nos grupos fresco/controle (53,18 + 29,20%) e rigor mortis
pleno (42,06 + 27,16%), enquanto no grupo post rigor a média ficou em 12,04 +
10,06%. De forma geral, observamos que 0s 00citos coletados em animais em estagio

de post rigor, apresentaram o menor percentual de viabilidade celular.
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Figura 13. Viabilidade celular de odcitos em diferentes estagios de desenvolvimento (PG;
CA; Vtgl; Vtg2; Vtg3) de zebrafish coletados em diferentes estagios de rigor mortis. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os estagios de rigor mortis no mesmo nos
00citos no mesmo estagio de desenvolvimento, pelo teste de Tukey.
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8.2 MACHOS

8.2.1 Viabilidade celular e atividade mitocondrial

A viabilidade celular dos espermatozoides de zebrafish submetidos a coleta
seminal em diferentes estagios de rigor mortis, ndo diferiu entre os grupos
experimentais (p= 0,0822) (Figura 14A). O percentual de espermatozoides com
morfologia normal foi maior (P<0,05) nas amostras dos animais do grupo
fresco/controle (55,25 + 6,084 %), em relacdo aos animais no rigor mortis (28,90 +
8,491 %) e do grupo post rigor (18,80 £ 3,599 %) (Figura 14B). Nao houve diferenca
entre 0S grupos experimentais para a atividade mitocondrial dos espermatozoides
(p=0,9417) (Figura 14C).
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Figura 14. Viabilidade -celular, espermatozoides com morfologia normal e atividade mitocondrial de
espermatozoides de zebrafish coletados em diferentes estagios de rigor mortis. Para as variaveis de % de
espermatozoides normais e atividade mitocondrial (MTT), letras diferentes indicam diferenca significativa entre os
grupos experimentais pela andlise de Kruskall-Wallis, seguido de teste de Dunn. Para a variavel Viabilidade celular,

nao houve diferenca entre os grupos pela andlise de variancia (One-Way ANOVA)
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8.2.2 Cinética Espermatica

Os resultados da andlise de cinética espermatica e motilidade podem ser
observados na figura a seguir. Houve efeito significativo do estagio de rigor mortis
sobre as variaveis de motilidade espermatica, VCL, VSL, VAP, WOB, PROG e BCF,
sendo que apenas o STR nao apresentou diferenca entre os grupos. A motilidade
espermética (Figure 15A) foi maior (P<0,05) nos animais dos grupos fresco/controle
(63,23 £ 19,03%) e pré-rigor mortis (58,96 + 14,38 %), em relagdo ao grupo post rigor
(3,34 = 4,65 %). O VCL (Figura 15B) e WOB (Figura 15F) apresentaram maiores
valores médios (P<0,05) no grupo fresco/controle, 127,7 + 14,42 um. s e 85,61 +
3,045 %, respectivamente, em relagdo aos animais do grupo rigor mortis (75,45 +
13,22 uym. st; 46,49 + 12,85 %) e post rigor (42,16 + 57,76 um. s'; 28,51 + 39,04 %).

As variaveis VSL (Figura 15C), VAP (Figura 15D) e PROG (Figura 15G)
apresentaram comportamento semelhante, sendo os maiores valores (P<0,05) nos
animais do grupo fresco/controle (VSL: 109,5 + 15,37 um. s%; VAP: 99,86 + 11,96 pum.
s1; PROG: 3263 + 445,5 um) e do grupo pré-rigor mortis (VSL: 95,49 + 13,62 um. s%;
VAP: 85,88 + 12,95 um. s'!; PROG: 3011 * 408,8 um), diferindo dos demais grupos.
O BCF foi maior (P<0,05) nas amostras dos animais do grupo rigor mortis (49,60 *
3,953 Hz), em relacédo aos grupos fresco/controle (31,42 + 4,027 Hz) e post rigor
(18,24 + 25,03 Hz) (Figura 15H).
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Figura 15. Variaveis do CASA de sémen de zebrafish coletados em diferentes estagios de
rigor mortis. Para as variaveis de motilidade, VCL, STR, WOB e BCF, letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos experimentais pela andlise de Kruskall-Wallis, seguido
de teste de Dunn. Para as variaveis VSL, VAP e PROG, letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos experimentais pela andlise de variancia (ANOVA), seguido de
teste de Tukey.
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8.2.3 Morfologia Espermatica

Os resultados da andlise de morfologia esperméticas de cabeca e de gota
citoplasmatica podem ser observados na Figura 16. Houve diferenga entre os grupos
experimentais para o percentual de espermatozoides com cabeca degenerada,
microcefalia e cabeca solta. Os maiores valores (P<0,05) de espermatozoides com
cabeca degenerada foram observados nos grupos rigor mortis (10,75+3,352 %) e post
rigor (8,700£2,288 %) (Figura 16A). A microcefalia foi maior nos animais do grupo post
rigor (8,400 + 2,331 %), e menor no grupo fresco/controle (1,903 + 1,172 %), que
diferiu também do grupo rigor mortis (Figura 16C). O percentual de espermatozoides
com cabeca solta foi maior (P<0,05) no grupo post rigor, em relacdo ao grupo pré-
rigor mortis. As demais alteragdes morfolégicas de cabeca e de gota citoplasmatica

nao diferiram entre 0s grupos experimentais.
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Figura 16. Patologias de cabec¢a e de gota citoplasmatica em espermatozoides de zebrafish coletados em diferentes
estagios de rigor mortis. Para as variaveis de cabeca degenerada, macrocefalia e microcefalia, letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos experimentais pela andlise de variancia (One-Way ANOVA), seguido de teste de
Tukey. Para as variaveis de cabeca solta, gota proximal e gota distal, letras diferentes indicam diferenca significativa entre
0s grupos experimentais pela analise de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn
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Os resultados da andlise morfologia espermaticas de cauda podem ser
observados na Figura 17. Houve diferenga entre 0s grupos experimentais para o
percentual de espermatozoides com cauda solta, curta, quebrada e enrolada. Os
maiores valores (P<0,05) de cauda solta foram observados nos grupos rigor mortis
(11,85 + 2,625 %), que diferiu estatisticamente do grupo pré-rigor mortis (6,500 + 3,512
%) (Figura 17A). A cauda curta foi maior nos espermatozoides do grupo post rigor
(16,00 = 5,132 %) (Figura 17B). A cauda quebrada foi maior nas amostras coletas dos
animais em post rigor (8,350 + 5,028 %), que diferiu significativamente do grupo
fresco/controle (3,708 + 1,527 %) (Figura 17C). O percentual de espermatozoides com
cauda enrolada foi maior no grupo post rigor (4,150 +* 2,667 %), que diferiu
estatisticamente do grupo fresco/controle (0,9013 + 0,7739 %) (Figura 17E). As
demais alteracbes morfolégicas de cauda nao diferiram entre 0s grupos

experimentais.
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Figura 17. Patologias de cauda em espermatozoides de zebrafish coletados em diferentes estagios de rigor mortis.
Para as variaveis de cauda solta e cauda curta, letras diferentes indicam diferenc¢a significativa entre os grupos
experimentais pela analise de variancia (One-Way ANOVA), seguido de teste de Tukey. Para as variaveis de cauda
guebrada, cauda dobrada, cauda enrolada e cauda fortemente enrolada, letras diferentes indicam diferenca

significativa entre os grupos experimentais pela analise de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn.
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Na figura 18, podemos observar a comparacao entre 0s grupos experimentais
para o somatorio das morfologias espermaticas. Houve efeito significativo dos grupos
experimentais, do tipo de alteracdo e interacdo entre os fatores. Os maiores valores
(P<0,05) de alteragéo de cabeca foram observados nos grupos rigor mortis e post
rigor. Para as alteracbes de cauda, houve diferenca entre todos o0s grupos
experimentais, sendo o maior valor (P<0,05) observado no grupo post rigor, seguido
de rigor mortis, pré-rigor mortis e fresco/controle. Nao houve diferenga entre os grupos
experimentais para as alteragcdes morfoldgicas de gota citoplasmaética.

Para os grupos fresco/controle, rigor mortis e post rigor, os maiores indices
(P<0,05) de alteracdes morfologicas observadas foram de cabeca e de cauda, que
diferiram estatisticamente das alteracfes do tipo gota citoplasmética. Ja para o grupo
pré-rigor mortis, houve maior % (P<0,05) de alteracbes de cauda, seguido de

alteracdes de cabeca, e o menor valor para as de gotas citoplasmaticas.

Efeito do estagio de desenvolvimento: p<0,0001
Efeito do tratamento: p<0,0001
Efeito da interag&o: p<0,0001
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Figura 18. Comparacgdo entre os diferentes tipos de patologias de espermatozoides de zebrafish coletados em
diferentes estagios de rigor mortis, para cada grupo experimental. Efeito do estagio de rigor mortis (p<0.0001),
efeito do tipo de patologia (p<0.0001) e efeito da interacdo dos fatores (p<0.0001). Letras mailsculas indicam
diferenca significativa entre os estagios de rigor mortis no mesmo tipo de patologia espermatica, pelo teste de
Tukey. Letras minusculas indicam diferenga significativa entre os tipos de patologias espermaticas, dentro do
mesmo estagio de rigor mortis, pelo teste de Tukey.
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9 DISCUSSAO

No presente estudo, foi proposto um critério técnico presumivel, em que o rigor
mortis serviu como parametro para a construcéo e desenvolvimento de um protocolo
eficiente. A partir deste critério foi possivel estimar, com maior seguranca e precisao,
até que momento apos a morte dos peixes € viavel a coleta de gametas. Com isso,
provamos ser factivel usar e conservar células reprodutivas de animais encontrados
mortos e com isso, futuras investigagbes ndo se limitem apenas com registros
superficiais destes animais.

Nas analises de viabilidade celular (Live/Dead) e MTT em od0citos, as
informagOes obtidas sdo complementares, possibilitando realizar uma avaliagao
precisa, porém ndo definitiva, quanto a viabilidade celular. Na analise estrutural
usando o Live/Dead, ficou evidente que no estagio de maior degradacéao celular (post
rigor), a média foi menor em todos os estagios de desenvolvimento celulares
avaliados, frente aos outros critérios de avaliacédo (fresco/controle, pré-rigor mortis e
rigor mortis). Porém, ao realizar o ensaio MTT, esperava-se uma confirmacédo dos
resultados, o que ndo ocorreu, ja que nao houve diferenca entre as médias obtidas
entre os diferentes estagios avaliados.

De acordo com Gryshkov et al. (2015), resultados baseados apenas em
analises de viabilidade de membrana celulares ndo sdo tao informativos quanto ao
namero de células vivas ou mortas, o que torna importante aplica-las juntamente a um
teste de avaliacdo metabdlica, que sdo comprovadamente mais sensiveis em
comparacao a outros métodos isolados, como por exemplo, de coloracdo azul de
tripan (Tsai et al., 2010). Em o0d4citos, ja foi obsevado por Marques et al. (2018) que o
ensaio MTT tende a ser mais sensivel em diferenciar tratamentos com maior
viabilidade em relagdo aos com menor viabilidade, o que pode ser explicado pela alta
guantidade de mitocondrias em odcitos em estadios de desenvolvimento especificos.

Podemos presumir que no processo de degradacdo celular possa estar
ocorrendo um aumento do metabolismo, decorrente da acdo de bactérias atuantes
nestes locais (ex. bactérias produtoras de acido lactico, Grela et al., 2018). Estas
bactérias apresentam enzimas oxidorredutases, as quais podem interferir no ensaio

MTT. No entanto, seria necessario investigacao adicional a fim de verificar se as
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bactérias atuantes no processo de rigor mortis poderiam de fato estar interferindo
diretamente nesta analise. Porém, seria necessario investigar detalhadamente se
bactérias atuantes no processo de rigor mortis possam ocasionar uma atividade
mitocondrial neste tipo de andlise.

Nos machos, as andlises de ruptura da membrana celular (Live/Dead) e de
atividade metabdlica celular (MTT), demonstraram n&o haver diferencas qualitativas
entre os diferentes estagios de rigor mortis e o sémen fresco/controle. Entretanto, ao
avaliar os resultados referentes a cinética espermatica e a morfologia dos
espermatozoides, observou-se uma sensivel perda qualitativa destas células
reprodutivas oriundas dos animais em rigor mortis e post rigor mortis. Nas analises
de cinética, foi possivel observar que em todas as variaveis analisadas, dos
espermatozoides obtidos de animais em pré-rigor, ndo diferiram das amostras obtidas
de animais fresco/controle. Estes dados demonstram que 0s espermatozoides
apresentaram caracteristicas cinéticas que viabilizassem seu uso, tal como obtidos
em animais vivos.

A relevancia desses resultados consiste na possibilidade de criar bancos de
germoplasma de animais que ja foram a ébito, até o periodo de pré-rigor mortis, sem
perda qualitativa dos espermatozoides. Para realizar a criopreservacao de sémen de
zebrafish, € minimamente necessario garantir que a motilidade de uma amostra fresca
seja entre 80-95% (Wang et al., 2015; Yang, et al., 2016), e para isso, analises de
motilidade esperméatica que obtenham resultados similares ao controle, demonstram
potencial para esta finalidade.

Em estudos até entdo publicados, as andlises de gametas foram realizadas
apos a obtencdo do sémen de animais inteiramente conservados em temperaturas
negativas, apenas avaliando o decorrer de dias apés a morte (Koteeswaran; Pandian,
2002), Um outro método de coletada proposto por Dietrich et al. (2006), que avaliou
parametros de motilidade espermatica post mortem em animais mantidos a baixas
temperaturas, eutanasiados em diferentes concentracdes de anestésico, em
determinados minutos ap6s o armazenamento. Em ambos os trabalhos ndo foram
avaliadas cada etapa do processo de rigor mortis como parametro.

Nos resultados das analises de motilidade espermatica média, amostras de
sémen coletadas de animais em rigor mortis ndo apresentaram diferencas em relacéo
as coletadas de animais fresco/controle e em pré-rigor mortis, 0 que aparenta ser uma

eventualidade, e ndo uma situacdo comum. A média absoluta foi discrepante entre as
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amostras do fresco/controle e pré-rigor mortis, em comparacdo ao sémen obtido em
individuos no post rigor. Entretanto, ao se acrescentar mais elementos na cinética
espermética, comparando exclusivamente animais em pré-rigor mortis e rigor mortis,
as médias dos parametros VCL, WOB e BCF, também n&o diferiram.

Cabe ressaltar que o indice WOB depende do indice VCL, ou seja, estédo
diretamente relacionados. Os dados referentes a motilidade possibilitam supor que
animais em rigor mortis, ainda sao passiveis de fornecer células reprodutivas aptas a
serem utilizadas. E importante compreender que no periodo de pré-rigor mortis, as
meédias resultantes foram iguais as amostras dos animais fescos/controle. Logo, o
processo de degradacao iniciou-se, mesmo que lentamente, até o pH atingir proximo
de 6 e chegar a etapa do rigor mortis.

Para corroborar com as informacdes obtidas nos resultados de cinética
espermatica, e tentar compreender a reducdo percentual média destes indices
(especialmente nos animais em rigor mortis e post rigor), a caracterizacao morfologica
destes processos foi decisiva. Nesta andlise, as anormalidades de cauda e cabeca
dos espermatozoides foram mais representativas nos animais em rigor mortis e post
rigor, apresentando valores percentuais médios acima de 30%. Espermatozoides com
cauda curta e quebrada, especialmente nos animais em post rigor, 0s percentuais
somaram mais de 25%. Estes resultados permitem inferir que a degeneracao celular
oriunda da autolise, causadora da degradacao de tecidos e da quebra de membranas
celulares (Datta, 2013; Savitri et al., 2019), possam estar correlacionados.

O percentual médio de espermatozoides que apresentaram alteracfes
morfolégicas na cabeca foi notadamente mais elevado, em amostras coletadas de
animais em rigor mortis e post rigor. O processo degradativo dos espermatozoides em
ambos os estagios foram severos, especialmente em espermatozoides classificados
com cabeca degenerada e microcefalia.

Os espermatozoides, estruturalmente se caracterizam por possuir a cabeca
mais robusta em relacdo a cauda, especialmente para conferir protecdo ao material
genético. As anormalidades estruturais mais comumente relacionadas a cabeca dos
espermatozoides sédo a perda da cauda. Além disso, a ocorréncia de degeneracao de
cabeca sinaliza que possa estar ocorrendo um processo de autolise destas células.
Do ponto de vista mecanico de natacdo dos espermatozoides, anormalidades

morfologicas afetam negativamente a hidrodindmica, causando alteracdes no
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movimento celular e, por consequéncia, tém impacto na cinética espermatica
(Humphries, 2008; Da Costa et al., 2022).

A ocorréncia de microcefalia, anormalidade fortemente associada a
espermatozoides jovens de mamiferos (Hafez e Hafez, 2004), foi expressiva em
animais em post rigor, contudo, foi menos frequente nas amostras dos demais
estagios analisados (fresco/controle, pré-rigor mortis e rigor mortis). Como 0s animais
utilizados possuiam a mesma faixa etéria, pode-se inferir que o processo de
degradacdo das gbnadas tenha exposto um numero maior de células jovens, que
ainda ndo haviam completado o processo de formacéao.

Quanto as anormalidades morfoldgicas de cauda, foi observado um aumento
nos valores a medida que ocorria 0 processo de degradacao celular dos animais. Isto
pode explicar ndo sé a brusca queda da média de motilidade nos estagios de rigor
mortis e post rigor, como também uma acelerada degradac¢éo da cauda, conforme o
animal avanca no processo de putrefacdo. No estagio post rigor, espermatozoides que
apresentaram alteracdes de cauda curta e quebrada, atingiram mais de 25%.

De acordo com os dados obtidos neste estudo, o estagio pré-rigor mortis seria
um momento limite para a coleta e preservacédo de gbnadas de animais que possam
ser encontrados mortos, sem perda nos indices qualitativos analisados, o que
possibilitaria a aplicacdo de um protocolo de criopreservacdo. Por outro lado, em
animais cujas células reprodutivas foram coletadas em estagios mais avancados de
degradacgdo, como rigor mortis e post rigor, compreende-se que h& uma possibilidade
de uso destas células, mesmo apresentando uma severa queda qualitativa. O
reduzido numero de células disponiveis pode ser suficiente para regenerar uma
populacdo impactada, ou até mesmo em um quadro mais extremo, evitar a extingcao

de uma espécie ameacada.

10 CONCLUSAO

Ocorreu uma perda qualitativa de células reprodutivas em machos e fémeas,
conforme o decorrer do processo de rigor mortis. Entretanto, as células reprodutivas

de ambos 0s sexos, no estagio de pré-rigor mortis em relacdo aos animais Vivos,
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possuem indices qualitativos idénticos em praticamente a totalidade dos critérios de

validac&o analisados.

10.1 Considerago®es finais

Durante a realizacdo dos experimentos, foi observado que os tecidos ovariano
e testicular coletados, ao longo do processo de rigor mortis, ja encontravam-se em
avancado estado de decomposicao, o que por vezes, dificultou a coleta do material.
Considerando os dados estatisticos, 0os quais indicaram que o estagio de post rigor
apresentou menores valores em relacdo a viabilidade de odcitos e espermatozoides
analisados, juntamente com a avancada decomposicédo deste material, a coleta dos
tecidos neste estagio do processo de rigor mortis ndo seria vantajosa.

Os dados obtidos neste estudo sugerem que, de modo geral, o pré-rigor mortis
seria um momento limite para a coleta e preservacdo de gbnadas de animais que
possam ser encontrados mortos. No entanto, para que posteriormente seja possivel
aplicar um protocolo de criopreservacdo nestes tecidos, analises complementares
como histologia de gbnadas, estresse oxidativo e danos de DNA para avaliar as
células dos gametas, em diferentes estagios de rigor mortis, podem aprimorar a
pesquisa.

Sendo assim, a coleta de gbnadas post mortem para aplicacéo de protocolos
de criopreservacao é possivel, desde que nao ultrapasse os indices de pré-rigor mortis
pleno, quando os tecidos ainda se encontram relativamente integros e a viabilidade
dos gametas ainda é consideravelmente alta. Embora nos estagios de rigor mortis e
post rigor ainda possa haver o uso das células, essas apresentam uma queda

qualitativa significativa.
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